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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é representada pelas manifestacGes
cutanea e mucocutanea da leishmaniose. Em resposta a infec¢do pelo protozoario, o sistema
imunoldgico desencadeia respostas inflamatorias que resultam na ativacdo de linfocitos e
producdo de citocinas, incluindo as da familia IL-1, que atuam como importante “gatilho” de
ativacdo da resposta efetora, representada pelo perfil T helper 1 (Thl). Além disso, tais
citocinas estdo associadas a exacerbacdo da inflamacdo, o que precisa ainda ser melhor
esclarecido na LTA. Sendo assim, este trabalho se propés a avaliar os genes das citocinas IL-
la, IL-1B, IL-1Ra, IL-18 e IL-37 (IL1A, IL1B, IL1RN, IL18 e IL37, respectivamente), em
controles (CT = 10), pacientes acometidos pela LTA antes (AT = 23) e ap0s o tratamento (PT
= 12). Para isso, coletamos amostras de sangue de pacientes com LTA provenientes de areas
endémicas de Pernambuco. As células mononucleadas do sangue periférico (PBMC) foram
separadas e cultivadas durante 24 e 72h com e sem o estimulo do antigeno total de L. (V.)
braziliensis para andlise da expressdo génica das citocinas por qPCR (2"-AACt). Nessa
avaliacdo, somente IL37 apresentou expressdo significativa em pacientes AT ap6s 24h de
cultivo. Por outro lado, ap6s 72h de estimulo, houveram diferencas importantes entre os trés
grupos, indicando que a resposta inflamatoria parece se destacar ao longo do tempo. Na
auséncia do estimulo, os niveis de RNAs mensageiros (MRNA) de todas as citocinas da familia
IL-1 foram menores em pacientes pos-tratamento, indicando uma reducéo de suas expresses
apos a cura clinica. O estimulo com o antigeno total induziu significativamente as expressdes
de IL-1a/p (génica e proteica) e 1L37 em ambos os pacientes AT e PT, neste ultimo, indicando
a participacdo da memdria imunoldgica que atua na reinfeccdo. Por outro lado, as
quantificacbes menores de IL1RN e 1L18 encontradas em pacientes curados em relacéo ao grupo
AT sugerem seus papéis muito mais de susceptibilidade a Leishmania do que de resisténcia.
Niveis de IFNG e IL1A/B se correlacionaram positivamente em AT e PT. No entanto, apenas
em AT, os niveis de IL10 e IL1A/B se correlacionaram de forma positiva e significativa (r >
0,8), indicando a presenca de regulacdo em resposta a producdo de IL-1. Sendo assim, nossos
achados evidenciam a menor expressao de 1L18 como potencial marcador de resposta ao
tratamento da LTA, bem como a acdo atenuadora da IL37 em resposta a L.braziliensis, o que

até entdo ndo era conhecido.

Palavras-chave: Leishmaniose Tegumentar Americana; Familia IL-1; Expressdo génica.



ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is represented by the cutaneous and
mucocutaneous manifestations of leishmaniasis. In response to the protozoan infection, the
immune system triggers inflammatory responses that involve the activation of lymphocytes and
production of cytokines, including IL-1 family, which act as an important “trigger” of activation
of the effector response, represented by the T helper (Th) 1 profile. In addition, such cytokines
are associated with exacerbation of inflammation, which needs to be further clarified in ATL.
Therefore, this study aimed to evaluate the cytokines IL-1a, IL-1p, IL-1Ra, IL-18 and IL-37
(IL1A, IL1B, IL1RN, IL18 e 1L37, respectively), in controls (CT = 10), patients affected by ATL
before (AT = 23) and after the treatment (PT = 12) with clinical cure. For this, we collected
blood samples from patients from endemic areas of Pernambuco. The peripheral blood
mononucleated cells (PBMC) were separated and cultured for 24 and 72 hours with and without
stimulation of total antigen of L. (V.) braziliensis for gene expression analysis by gPCR (2"-
AACt). In this evalution, only IL37 showed significant expression in AT patients after 24h of
culture. On the other hand, after 72h of stimulation, there were important differences between
the three groups, indicating that the immune response seems to stand out over time. In the
absence of stimulation, the levels of messenger RNAs (mMRNA) of all IL-1 cytokines were lower
in post-treatment patients, indicating a reduction in their expression after clinical cure. The
stimulation with the total antigen significantly induced the expressions of IL-10/p (gene and
protein) and IL37 in both patients AT and PT, in the latter, indicating the maintenance of an
immunological memory that acts in reinfection. On the other hand, the lowest quantification of
ILLIRN and IL18 found in healed patients in relation to the AT group suggest their roles much
more of susceptibility to Leishmania than resistance. Levels of IFNG and IL-1A/B were
positively correlated in AT and PT. However, only in AT, the levels of IL10 and IL1A/B were
positively and significantly correlated (r> 0.8), indicating the presence of regulation in response
to IL-1 production. Thus, our findings show IL18 as a potential marker of response to the
treatment of ATL, as well as the mitigating action of IL37 in response to L. braziliensis, which

until then was not known.

Keywords: American Tegumentary Leishmaniasis; IL-1 family; Gene expression.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca negligenciada com
impacto mundial, afetando principalmente pessoas pobres (OMS, 2019). Tal doenca consiste
na forma cutdnea (LC) e mucocutanea (LMC) de apresentacdo da leishmaniose, que é
responsavel por 90% de todos os casos da doenca no Brasil. Além disso, em Pernambuco ja
foram reportados casos em todas as regides do Estado (AGUIAR et al., 2003; DE BRITO et al.,
2012) . Essa doenca infecciosa é causada por protozoarios do género Leishmania, com varias
espécies responsaveis, sendo a Leishmania braziliensis de maior impacto na regido Nordeste
do pais (DE ARAUJO et al., 2014).

A doenca geralmente a acomete a pele e em alguns casos, regides de mucosas. Uma
importante associacdo vem sendo demonstrada entre a resposta imunoldgica desenvolvida pelo
paciente e 0 curso da infeccdo, sendo que a progressdo e desenvolvimento da doenga se dédo
devido ao intenso quadro inflamatério que € gerado em resposta a infeccdo da Leishmania na
tentativa de eliminar a carga parasitaria (GIUDICE et al., 2012).

Ja é bem documentado que a resisténcia a leishmaniose, sobretudo em modelos murinos,
esta relacionada ao desenvolvimento de uma resposta imunoldgica do perfil auxiliar 1 (Thl) e
producdo de citocinas pro-inflamatdrias como 1L-12, IL-1, interferon gama (IFN-y), Fator de
Necrose Tumoral (TNF, do inglés Tumor necrosis fator) e IL-2 (MASPI et al., 2016). Ja a
susceptibilidade a infeccdo esta relacionada ao desenvolvimento de um perfil de células T
auxiliares 2 (Th2) e producdo de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, resultando na replicagéo e
persisténcia do parasita (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Altos niveis de niveis IFN-y ¢
TNF, citocinas pro-inflamatdrias, contribuem para uma resposta imunoldgica exacerbada do
tipo 1 incapaz de controlar a doenga (GIUDICE et al., 2012). O perfil Th17 também contribui
com o dano tecidual e progressdo da leishmaniose em linhagens de camundongo suscetiveis a
L. major (BOAVENTURA et al., 2010).

Nesse contexto, a avaliagdo das citocinas da familia IL-1, conhecidas por propagarem a
inflamacdo e atuarem como gatilho para expressdo de outras citocinas pré inflamatdrias, € muito
importante para um melhor entendimento do papel dessas proteinas na patogénese da infeccdo
por Leishmania (LUKENS; GROSS; KANNEGANTI, 2012). A familia IL-1 contém 11
membros que participam da regulacéo central da resposta inflamatéria as infecgdes induzindo
a producao de TNF e IFN-y, ¢ por isso, contribuem para a progressao de quadros inflamatérios
(LUKENS; GROSS; KANNEGANTI, 2012).
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Por ser bastante heterogénea, alguns membros da familia sdo anti-inflamatérios e
antagonizam receptores que modulam a inflamacdo dirigida pela propria IL-1 (GARLANDA,;
DINARELLO; MANTOVANI, 2013). As citocinas IL-1a ¢ IL-1p participam da resposta Th1
e sdo as principais pré-inflamatdrias, sendo produzidas por células imunes como macrofagos e
neutrofilos. J& a IL-18 pode polarizar as respostas Th1l ou Th2, sinergizando com as citocinas
IL-12 e IL-4, respectivamente, sendo bastante influenciada pelo microambiente. Por outro lado,
0 antagonista IL-1Ra inibe a sinalizacdo de IL-1a. e IL-1p ¢ a proteina recombinante ja é usada
em tratamentos de quadros inflamatérios como artrite reumatoide e doenga inflamatéria
intestinal (VORONOV et al., 2010).

A 1L-37, por sua vez, tem um papel inibidor importante da inflamac&o em doencas auto-
imunes e auto-inflamatérias como colite, doenca inflamatéria intestinal, doenca de Crohn e
psoriase, porém o seu papel na infecgcdo por Leishmania ainda nédo foi esclarecido (JIA; LIU;
HAN, 2018).

Sabe-se que a resposta imune pré-inflamatoria exagerada esta associada ao
desenvolvimento do dano tecidual e da Ulcera na leishmaniose. Dessa maneira, a cura da
leishmaniose exige uma resposta imune efetiva que seja capaz de matar os parasitas, mas ndo
tdo intensa a ponto de danificar os tecidos do hospedeiro (CARVALHO et al., 2012; GOMES
et al., 2014). Sendo assim, o entendimento da resposta imune envolvendo a familia da IL-1 é
importante para se melhor caracterizar a protegéo, cura e a susceptibilidade a doenca. Visto que
essa familia ainda é pouco compreendida na doenca, este estudo contribuiu demonstrando o
comportamento da familia IL-1 na LTA em pacientes, com destaque para IL-18 e IL-37,
citocinas que ainda ndo haviam sido avaliadas nesse contexto. Observamos dados que sugerem
a diminuicao de IL18 como um biomarcador de cura, assim como a atuagéo de citocinas IL-1

pro-inflamatorias e anti-inflamatoria, como 1L-37, ap0s o estimulo com antigenos totais.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Leishmanioses

2.1.1 Epidemiologia

As leishmanioses representam algumas das diversas doengas tropicais infecciosas que
afetam principalmente pessoas de baixa renda e ndo recebem investimentos ou atencdo
necessarios em pesquisas e desenvolvimento de farmacos, por isso sdo consideradas
negligenciadas. Os medicamentos disponiveis apresentam varias limitagdes como custo e
efeitos colaterais diversos (RIBEIRO-ROMAO et al., 2016; SANGENITO et al., 2019). Fatores
como epidemiologia e ecologia sdo complexos, principalmente nas Américas, porque na mesma
area geografica sdo observadas variagbes de ciclo de transmissdo, hospedeiros, vetores e
manifestacdes clinicas da doenca. Tudo isso contribui para tal negligéncia, ja que muitas vezes
ndo é levado em conta a diversidade clinica e epidemioldgica para que haja o correto
gerenciamento desses dados (ALVAR et al., 2012; BAHRAMI; HARANDI; RAFATI, 2018;
PACE, 2014).

As leishmanioses se concentram principalmente em paises pobres do Sudeste Asiético,
Africa Oriental e América Latina, apesar também de serem endémicas em varios paises da
Europa como Espanha, Portugal, Grécia e Cro4cia (EuroLeish, 2015). Sua distribuicéo totaliza
102 paises com cerca de 350 milhdes de pessoas em risco, e por isso se tornam problematicas
para os habitantes locais e também para estrangeiros (Figura 1) (ALVAR et al.,, 2012;
BAHRAMI; HARANDI; RAFATI, 2018; OPAS/OMS, 2019; PACE, 2014).

Apesar de ter incidéncia em muitos paises, a balanca tende de forma expressiva nos mais
pobres. Entretanto, alguns autores sugerem que os dados de incidéncia da doenca sdo
fortemente subnotificados. Essa estimacgéo reduzida se deve em parte as falhas dos sistemas de
vigilancia epidemioldgica, falta de métodos de diagnostico e até mesmo eventos de
deslocamento populacional, causando flutuagbes nos dados (SCORZA; CARVALHO;
WILSON, 2017; OMS, 2019).
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Figura 1 - Situacdo da endemicidade da leishmaniose cutanea no mundo.
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Fonte: modificado de OMS, 2018.

A leishmaniose pode ocorrer no homem em trés formas clinicas gerais: visceral (LV),
cuténea (LC ou LT) e mucocutanea (LMC), dependendo da espécie. A LV é a forma mais grave
da doenga causando febre, perda de peso e hepatoesplenomegalia, podendo ser fatal se ndo for
tratada. A LC é a forma clinica mais prevalente em todo o mundo (DE VRIES; REEDIJK;
SCHALLIG, 2015).

Tém-se observado que mudancas climaticas e ambientais favorecem a prevaléncia da
LC em regides endémicas devido a intervencdes causadas pelo homem como aquecimento
global, desmatamento e migragdes em massa (BAHRAMI; HARANDI; RAFATI, 2018; DU et
al., 2016; GONZALEZ et al., 2010).

A evolucdo da LTA no Brasil é caracterizada por uma expansao geografica. Em 1980
foram registrados casos em 19 estados, situacdo que evoluiu a partir de 2003 para todos 0s
estados do Brasil. Em 2018, 17.119 casos de LTA foram reportados apenas no Brasil. Nesse
mesmo ano, a regido Norte se destacou apresentando maior coeficiente de incidéncia de casos,
seguida das regides Nordeste e Centro-Oeste (SANTQOS, 2018) (Figura 2).
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Figura 2 - Distribuicdo dos casos de LTA pelas regides do Brasil.
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Fonte: Ministério da Saude/SVS/SINAN, 2018.

Dos casos de LTA confirmados em 2017, 4.775 foram notificados no Nordeste. De 2001
a 2016 foram notificados 6.628 casos de LTA em Pernambuco (MINISTERIO DA
SAUDE/SVS/SINAN). A LTA é endémica em todas as regides do estado de Pernambuco, e
segundo dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN/PE), em 2018,
309 casos de LTA foram confirmados. Em Pernambuco, os surtos sdo detectados de forma
esporéadica, principalmente nas regiGes Agreste e de Zona da Mata, havendo uma importante
tendéncia de aumento de casos, se espalhando para outras areas (DE BRITO et al., 2012). No
Nordeste, a dindmica populacional de flebotomineos nas areas remanescentes de Mata Atlantica
parece resultar em um risco constante de infeccdo em humanos, demonstrando ter importante
papel na transmissdo da doenca, principalmente de trabalhadores rurais e militares que fazem
treinamentos nessas areas (DANTAS-TORRES et al., 2017).

2.2 Leishmaniose Tegumentar Americana

2.2.1 Transmissao e ciclo de vida de Leishmania

A LTA é uma zoonose causada por protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanomatidae e género Leishmania, subdivido nos subgéneros Leishmania e Viannia
(SANTOS, 2018). A transmissdo pode ser zoondtica (que inclui animais como hospedeiros
reservatorios durante o ciclo) ou antroponotica (na qual o homem ¢é a Unica fonte de infeccdo
para o vetor) (DESJEUX, 2004; READY, 2010). O protozoario parasita tem um ciclo de vida
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heteroxénico por estar presente de forma alternada em hospedeiros vertebrados e insetos vetores
(GONTIJO; DE CARVALHO, 2003).

Com relacdo a transmissdo da leishmaniose na América Tropical, acredita-se que
inicialmente era restrita a habitats silvestres, e que os seres humanos tenham sido expostos ao
parasita ao desenvolverem atividades relacionadas as florestas associadas & colonizacdo de
novas areas. Nesse sentido, a modificacdo desses habitats causada pelo homem, como
desmatamento e a crescente urbanizacdo, vem aumentando a exposi¢édo e risco de infeccdo
humana (GONZALEZ et al., 2010).

No Brasil, sete espécies ja foram identificadas como agentes da LTA, sendo seis do
subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. O agente etiologico da LTA mais bem
difundido no Brasil e em Pernambuco é Leishmania (Viannia) braziliensis (DANTAS-
TORRES et al., 2017; DE BRITO et al., 2012; MINISTERIO DA SAUDE/BRASIL, 2017)

Uma caracteristica intrinseca da dindmica da doenca é o fato de estar associada a
presenca de animais reservatorios, sendo os humanos hospedeiros acidentais (CHAVES;
PASCUAL, 2006). Diversos grupos de animais silvestres como roedores, marsupiais,
edentados e canideos silvestres sdo consideradas reservatorios naturais da Leishmania, além de
também ocorrerem em animais domeésticos como cdes, gatos e equideos, apesar de serem
considerados hospedeiros acidentais (SANTOS et al., 2014).

A transmissdo dos protozoarios se da pela picada de flebotomineos infectados que
pertencem a ordem Diptera, familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae e géneros
Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. Podem ser conhecidos
popularmente como mosquito palha, dependendo da regido geografica (ANDRADE-
NARVAEZ et al., 2016; Ministério da Saude/Brasil, 2017). Somente flebotomineos fémeas
participam da transmissédo, visto que os machos ndo realizam o repasto sanguineo, sendo que
estes acabam se infectando com os parasitas presentes no sangue do hospedeiro humano ou
outro mamifero (PINHEIRO, 2013).

No flebotomineo, o ciclo de vida de Leishmania esté associado ao trato digestivo. Dentro
do intestino desse inseto vetor, 0s parasitas passam por quatro estagios de transformacdes, todas
voltadas para morfologias de promastigotas flagelados extracelulares, sendo o Gltimo o estagio
infeccioso. O microambiente e fatores, como pH do intestino médio, resultam na transformacao
morfol6gica das formas amastigotas, aspiradas do hospedeiro vertebrado, em promastigotas
prociclicos. Estes se diferenciam em outras duas formas (nectomonada e leptomonada) no
Iimen do intestino e na porcdo anterior do mesmo, onde finalmente a Leishmania se transforma

estagios metaciclicos, que sdo transmitidas para o hospedeiro vertebrado durante o repasto
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sanguineo (DOSTALOVA; VOLF, 2012; LESTINOVA et al., 2017; ROGERS, 2012;
ROGERS; CHANCE; BATES, 2002) (Figura 3).

A forma infecciosa de Leishmania é a promastigota metaciclica, que é introduzida na
pele junto com a saliva, apds a picada do flebotomineo. No interior dos flebotomineos
infectados, tais formas infectantes formam uma massa de parasitas inseridos em um material
semelhante a gel, denominado gel de secrecdo promastigota (PSG, do inglés Promastigote
Secretory Gel), que contribui na eficiéncia da transmissdo de Leishmania, levando a
regurgitacdo das promastigotas (ROGERS, 2012; ROGERS et al.,, 2004). Uma vez no
hospedeiro vertebrado, estas formas sdo fagocitadas por células como macréfagos e ficam
dentro de vacuolos parasitoforos. O parasita muda entdo sua forma para amastigota, que é
arredondada e imdvel, e se multiplicam dentro dessas células do sistema monocitico fagocitario,
incluindo macrdfagos, neutrofilos e células dendriticas (Figura 4) (GONTIJO; DE
CARVALHO, 2003; LESTINOVA et al., 2017).

Figura 3 - Estagios de desenvolvimento de Leishmania no flebotomineo.
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Fonte: adaptado de SUNTER; GULL, 2017. Ap0s aspiracao das formas amastigotas do hospedeiro vertebrado,
as leishmanias se transformam em promastigotas prociclicas no intestino médio (1 -2). Em seguida, se
diferenciam em promastigotas nectomonadas (3-4) e passam para 0 intestino médio toracico e a valvula
estomodeal, transformando-se em leptomdnadas. A partir disso, elas podem se diferenciar em haptomdnadas

(ligadas a valvula estomodeal) ou em promastigota metaciclica, forma infectante de mamiferos (5-6).
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Figura 4 - Ciclo de vida de Leishmania.
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Fonte: a autora. O ciclo heteroxénico de Leishmania ocorre no hospedeiro vertebrado (setas verdes) e
invertebrado (setas vermelhas) (A). Apés a fagocitose, o parasita se diferencia na forma amastigota (seta preta),
que é obrigatoriamente intracelular (B; Paula et al., 2008). O flebotomineo pertencente ao género Lutzomyia é o
inseto vetor transmissor da leishmaniose no Novo Mundo (C; www.vectorbase.org). Alguns componentes desta
figura foram criados usando modelos modificados da Servier Medical Art, licenciados sob uma Licenca ndo
portada Creative Commons Attribution 3.0; https://smart.servier.com.

2.2.2 Formas clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana

No Novo Mundo, as espécies de Leishmania podem causar a forma tegumentar da
doenca, também chamada Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), que compreende a LC
e outras manifestagdes, como a forma mucocutanea, cutéanea difusa e disseminada (Figura 5)
(DE VRIES; REEDIK; SCHALLIG, 2015; MARTINS et al., 2014). Nas Américas, tais formas
tegumentares sdo causadas principalmente pelos complexos L. mexicana e L. braziliensis,
enquanto que no Brasil a L. amazonensis, L. braziliensis e a L. guyanensis se destacam
(BAHRAMI; HARANDI; RAFATI, 2018; PINHEIRO, 2013).
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Figura 5 - Leishmaniose nas formas cutanea localizada (A), mucocutanea (B), difusa (C) e
disseminada (D).

Fonte: http://www.enetmd.com (A); VELOZO et al., 2006 (B), Ministério da Saide, 2010 (C e D). Diferentes
manifestacdes clinicas da LTA também contribuem para a complexidade dessa doenca, principalmente no

tratamento.

No Velho Mundo, as espécies de Leishmania causam Ulceras autolimitadas na maioria
das vezes, enquanto que no Novo Mundo a LTA esté relacionada com diversas manifestacoes
clinicas, que compreendem lesGes cutaneas autolimitantes até formas mucocutaneas
desfigurantes (DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015; MARTINS et al., 2014).

Apos a transmissao, a infec¢do pode se manter subclinica ou se desenvolver apds um
periodo de incubacéo variavel, geralmente de duas a quatro semanas, podendo se estender entre
meses e anos. Um pequeno eritema surge como primeiro sinal de infeccdo, evolui em uma
papula, em seguida em um no6dulo que ulcera progressivamente até se tornar a lesdo
caracteristica da forma cutanea localizada (LCL). Quando sintomaética, a aparéncia e extensao
das lesdes da pele variam de acordo com a espécie e estado imunoldgico do paciente. Porém a

maioria dos pacientes exibem uma ou duas lesdes, geralmente em locais expostos, variando em
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tamanho de 0,5 a 3 cm de didmetro. Tais lesbes podem se autocurar, sem tratamento
(HEPBURN, 2003; PINHEIRO, 2013; REITHINGER et al., 2007).

Existe também um amplo espectro de apresentacdes das lesdes cutdneas no Novo
Mundo para a LCL, e isso parece refletir diversos aspectos como estado imunolégico do
individuo, carga parasitaria e a espécie de Leishmania (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2017). A
forma mais comum se apresenta como uma Ulcera com bordas infiltradas e circulares com fundo
granuloso, também chamada de lesdo ulcerada ou ulcerada franca. Outras formas menos
frequentes citadas pela literatura incluem, por exemplo, a ectimatdide, nodular, Glcero-
vegetante, Ulcero-crostosa e impetigoide (Figura 6).

Figura 6 - Formas de apresentacao das lesdes cutaneas da LCL.

Fonte: www.realclearscience.com (A); Ministério da Saide/FUNASA, 2000 (B); Ministério da Saude, 2010 (C).
As formas de apresentacdo das lesbes da LTA podem variar, principalmente no Novo Mundo. Algumas

classificagdes incluem, por exemplo, a Ulcera franca (A), Ulcero-crostosa (B) e impetigdide (C).
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A topografia da picada também influencia na manifestacéo, por exemplo, se for no labio
pode ser caracterizado por mucocutanea. O fato de que existem diversos padrbes de lesGes no
Novo Mundo resulta em menores possibilidades de tratamento. Normalmente a forma cutanea
se apresenta como uma ulcera indolor, tipica, com borda elevada e base granulomatosa
(MURBACK et al., 2011).

Existe também o risco de infecgdo bacteriana ou fungica através da lesdo, que pode levar
a dor e complicac0es clinicas. A cicatrizacdo pode levar meses ou anos, e normalmente resulta
numa cicatriz hipopigmentada e estigmatizante por deixar marcas permanentes (Figura 7). A
cura da doenca ndo esta associada a uma cura estéril, visto que podem ser encontrados parasitas
ou DNA nas cicatrizes de pacientes curados até mesmo anos apés o tratamento realizado com
sucesso e obtida cura clinica (HEPBURN, 2003; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

Figura 7 - Lesdes de LTA cicatrizadas.

X,

FINI, 2004; NEVES et al., 2011.

Ja a forma mucocutanea é caracterizada por lesdes na mucosa nasofaringea que
iniciaram como Ulceras simples de pele e progridem devido a metastase na regido oronasal,
sendo causada geralmente por L. braziliensis. As lesdes mucosas geralmente aparecem um a
dois anos apos a infeccdo inicial (MARTINS et al., 2014; MURBACK et al., 2011).

A forma cutanea difusa é marcada por lesées com menor responsividade ao tratamento,
multiplas, cronicas e disseminadas, causadas pela L. amazonensis aqui no Brasil. Tais lesGes
sdo carregadas de parasitas e podem cobrir todo o corpo do paciente, por isso, o tratamento é
mais complicado e os pacientes ndo exibem autocura (PINHEIRO, 2013; REITHINGER et al.,
2007). Outra forma de apresentacdo das lesdes é a disseminada, que difere da difusa pelo perfil

de resposta imune desenvolvido, causada principalmente por L. braziliensis, exibindo multiplas
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lesOes papulares e de aparéncia acneiforme em diversas regides do corpo, se destacando a face

e o tronco (Ministério da Saude/Brasil, 2017).

2.2.3 Diagnostico

A associacdo entre os aspectos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais definem um
caminho mais correto para chegar ao diagnostico da LTA (Figura 8). Os métodos clinicos-
epidemiolégicos podem ser aplicados em casos de pacientes que sdo provenientes de areas
endémicas e exibem lesGes tipicas, porém sempre devem ser associados aos metodos
laboratoriais (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003; VASCONCELOQOS et al., 2018).

Figura 8 - Associagdes metodoldgicas para o diagnostico da LTA.
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Fonte: a autora.

Com relacdo ao diagnoéstico laboratorial, esses podem ser feitos por métodos
parasitoldgicos, moleculares e imunoldgicos. Os métodos parasitoldgicos levam a uma
confirmacéo da presenca do parasita nos achados clinicos e fornecem informaces especificas
que enriquecem os dados epidemioldgicos como qual é a espécie infectante. Por isso, esse
método ainda é considerado por muitos como o padrdo-ouro, devido ao reconhecimento do
parasita, sem deixar ambiguidades (ALVES et al., 2013). Isso contribui com a administracdo

de tratamentos mais adequados e confirma o diagndstico diferencial (MINISTERIO DA
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SAUDE/BRASIL, 2009). Apesar disso, esse método apresenta uma baixa sensibilidade
(podendo chegar a menos de 60%), além de dificuldades como contaminacdo de cultura e
crescimento do parasita (SARKARI et al., 2014).

Dentre os métodos parasitoldgicos, ha a demonstracdo direta, onde é coletada uma
bidpsia, a partir da qual pode ser feito um esfregaco de impressdo (imprint), cultura in vitro,
inoculacdo em hamster (Mesocricetus auratus) para isolamento in vivo ou exame histolégico
para visualizacdo das formas amastigotas. Além da bidpsia, os métodos alternativos de obtencéo
de amostras incluem aspirados por agulha e esfregacos de pele (GONTIJO; DE CARVALHO,
2003; HEPBURN, 2003).

As ferramentas imunoldgicas incluem a intradermorreacdo de Montenegro (IDRM),
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e o Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay/ELISA). O IDRM exibe uma alta sensibilidade (aproximadamente 80%
e aumenta apés a 4% e 6% semana de duracdo da lesdo), e apesar de ter um desempenho
relativamente bom no diagndstico da LC e mucocutanea, essa técnica possui alguns pontos
negativos, como o fato de ndo distinguir a doenca ativa de infeccdo passada, demonstrar
negatividade para lesGes recentes, assim como na forma difusa e também em pacientes
imunossuprimidos (DE PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015; GONTIJO; DE CARVALHO,
2003; MANZUR; UL BARI, 2006).

A IFI é um método sorologico que pode ter uma sensibilidade baixa (em torno de 50%)
para a LC devido aos baixos niveis de anticorpos circulantes na forma cutanea, porém, como a
técnica emprega antigenos especificos de Leishmania para detectar anticorpos anti-Leishmania,
pode exibir resultados variaveis. Por exemplo, Barroso-Freitas et al. (2009) observaram uma
sensibilidade em torno de 90% e especificidade entre 77-86%, dependendo do antigeno usado
(L. major ou L. braziliensis). Ainda existem possibilidades de reacdes cruzadas com a forma
visceral e Doenca de Chagas, e normalmente é negativa para a forma cutanea difusa (KAR,
1995; MURBACK et al., 2011).

Por sua vez, o ELISA exibe os parametros de especificidade (geralmente baixa, menor
que 60%) e sensibilidade (entre 75-90%) bastante variaveis, também a depender do antigeno
usado. Alguns desses antigenos podem ter alta sensibilidade (mais de 90%), mas em
contrapartida produzem reacdes inespecificas em pessoas com outras patologias como Doenca
de Chagas e micoses profundas e até mesmo com anticorpos de individuos sem a leishmaniose
(DE PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015; SARKARI et al., 2014; SZARGIKI et al., 2009). Por

iss0, 0s baixos niveis de anticorpos em pacientes com LC (ao contrario da LV) tornam os testes
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soroldgicos ndo ideais para o diagnostico sem a confirmacdo do parasitologico (HEPBURN,
2003).

Por fim, o uso da técnica da Reacdo em Cadeira da Polimerase (Polymerase Chain
Reaction/PCR) convencional e suas variagdes tem sido empregado para o diagnéstico da LC a
partir da amplificagdo de diferentes regides gendmicas de Leishmania ou do cinetoplasto
(kDNA) como parametro de deteccdo em amostras que podem ser pele ou mucosa. Além da
quantificacdo, a PCR permite a identificacdo de espécies de parasito e exibe uma alta
sensibilidade (entre 90-100%) e especificidade de 100%, porém que depende muito dos primers
usados e regido a ser amplificada, oferecendo uma alternativa para a confirmacdo do
diagnostico clinico (GOTO; LINDOSO, 2010; Ministério da Satude/Brasil, 2009; MOREIRA;
YADON; CUPOLILLO, 2018; OLIVEIRA et al., 2011; SANCHEZ-ROMERO et al., 2019).
Entre as limitacOes dessa técnica, temos os erros de procedimentos que podem levar a falsos-
negativos (principalmente durante a extracdo gerando mé qualidade da amostra), alto custo,
necessidade de operador treinado e infraestrutura e chances de contaminacédo. Esta ultima vem
sendo reduzida com as abordagens em Tempo Real que dispensam o uso de eletroforese (DA
C. GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2015; DE PAIVA-CAVALCANTI et al.,
2015; MOREIRA; YADON; CUPOLILLO, 2018).

Apesar disso, ainda ndo existe um procedimento ou técnica padrdo aceita de forma
unanime e bem distribuida para o diagndstico da LTA. O exame microscopico ainda é
considerado 0 método mais utilizado devido ao alto custo dos demais e por ndo estarem
disponiveis em todas as regides do pais. No entanto, o uso da PCR vem ganhando cada vez
mais importancia pela sua capacidade de deteccdo em diversos tipos de amostras mesmo com
baixas cargas parasitarias (ALVES et al., 2013; GALLUZZI et al.,, 2018; SCHALLIG;
OSKAM, 2002).

Além disso, o diagnostico diferencial com outras doencas é importante para que as
lesbes cutaneas nao sejam confundidas com outras formas como Ulceras traumaticas, Ulceras de
estase, Ulceras causadas por anemia falciforme, piodermites, paracoccidioidomicose, neoplasias
cutaneas, sifilis, tuberculose cutanea, psoriase, hanseniase, esporotricose, tlcera de buruli entre
outras doencas cutaneas (BOLEIRA et al., 2010; GONTIJO; DE CARVALHO, 2003;
VASCONCELOS et al., 2018).



28

2.2.4 Tratamento

Desde a década de 1940 até os dias atuais, a terapia da leishmaniose esta baseada
principalmente no uso de antimoniais pentavalentes que existe sob duas formas: o antimoniato
de meglumina ou N-metilglucamina (Glucantime®, farmaco de primeira escolha no Brasil) e 0
estibogluconato de sodio (Pentostam®, mais comercializado nos paises de lingua inglesa). Um
dos problemas que dificultam o tratamento € que esses antimoniais devem ser administrados
pela via parenteral, resultando em dificil acompanhamento principalmente dos residentes em
areas rurais, onde h& mais casos (Ministério da Satde/Brasil, 2009; PINHEIRO, 2013).

A OMS estipulou que a dose do Glucantime® fosse calculada em mg/Sh*S/kg/dia (sendo
Sb*® 0 antiménio pentavalente). Sendo assim, o Ministério da Satde do Brasil recomenda 10 a
20 mg/Sh*°/kg/dia de Glucantime® por via intravenosa ou intramuscular nas formas cutaneas
localizadas e disseminadas durante 20 dias. O tratamento das formas mucosas é mais intenso
porque ha mais chances de recidivas, sendo recomendada a dose de 20 mg/Sbh*>/kg/dia por 20-
30 dias. Em todos 0s casos, se ndo houver cura, o tratamento é repetido por mais 30 dias, e se
ainda né@o houver, sdo usados farmacos de segunda escolha como o isotionato de pentamidina
e Anfotericina B, um antifingico com acdo leishmanicida, ou a sua forma lipossomal
(AmBisome®). O critério de cura é clinico e baseado no aspecto da lesdo a partir da sua
reepitelizacdo e regressdo do eritema (GONCALVES; COSTA, 2018; GONTIJO; DE
CARVALHO, 2003).

Como praticamente 90% do antimoniato de metilglucamina é excretado nas primeiras
48 h pelos rins, é necessario aplicar altas doses do farmaco em regime continuo para garantir
sua presenca nos tecidos e resultados positivos do tratamento (RATH et al., 2003). A atividade
antileishmanicida dos antimonios se da devido a inibicdo da glicolise e da betaoxidacdo de
acidos graxos, levando a perturbacdo do metabolismo energético do parasito (HALDAR; SEN;
ROY, 2011).

Apesar do Glucantime® ser considerado eficaz no tratamento, ele exibe uma elevada
toxicidade e causa efeitos adversos, principalmente nos pacientes com mais de 50 anos
(VASCONCELOS et al., 2018). Dentre os numerosos efeitos colaterais, estdo dor nas juntas,
mialgia, anorexia, ndusea, vomito, azia, dor abdominal, prurido, febre, fraqueza, dor de cabega,
tontura, insonia, palpitacdes, alteracdo das enzimas hepéticas séricas (com sua elevacdo),
leucopenia entre outros. Por isso, a administracdo em idosos é feita com cautela, além de haver

contraindicacdo durante a gravidez, lactacdo, para individuos com hipersensibilidade e
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pacientes com doencas crbnicas (cora¢do, figado, doencas renais). Por isso, estima-se que 25%
dos pacientes acabam interrompendo o tratamento (EIRAS; KIRKMAN; MURRAY, 2015;
GONCALVES; COSTA, 2018).

Além das administracGes intravenosa e intramuscular do Glucantime®, uma alternativa
que vem apresentando diminui¢do dos efeitos colaterais e da absor¢do sistémica do farmaco é
a via intralesional. No Velho Mundo ela ja vem sendo usada, apesar de nas Américas ainda
esteja na fase de discussdo e implementacdo (DA SILVA et al., 2018). Essa terapia reduz o
nimero de ampolas necessarias, o que reduz o custo e os efeitos colaterais. Ademais, o
medicamento € administrado em altas concentra¢des diretamente no tecido, resultando em taxas
de cura que podem chegar a 90% (AMEEN, 2010; OLIVEIRA-NETO et al., 1997). No Brasil
essa terapia ja foi incorporada e ha recomendacdes como a realizacdo feita apenas nos casos da
forma clinica cutanea localizada, les@o Unica de até 3 cm e por profissionais capacitados
(INI/FIOCRUZ, 2016; Ministério da Saude/Brasil, 2017).

A ativacdo do sistema imunologico do paciente parece estar associada a eficicia do
tratamento pelos antimoniais pentavalentes. Sabe-se, por exemplo, que o uso do antimonial
melhora a capacidade de fagocitose dos mondcitos de pacientes infectados, apesar de ndo ser
ainda esclarecido se € um mecanismo direto ou indireto do farmaco (DE SALDANHA et al.,
2012). Saberi et al. (2016) demonstraram em seu estudo niveis maiores de expressdo de
interleucina (IL) -12, uma citocina que participa na ativagdo de células T helper (T auxiliar) 1,
em camundongos BALB/c tratados com Glucantime® em comparagio aos ndo tratados. O
mesmo foi observado em macrofagos de pacientes que receberam o tratamento em comparacéo
ao controle. O mesmo trabalho observou que, de forma interessante, ha uma redugéo nos niveis
séricos de IFN-y entre a 2* ¢ 3* semana de tratamento nos camundongos, apesar de serem 14
vezes maiores do que o observado nos ndo tratados. De Saldanha et al. (2012) também
observaram diminui¢des nos niveis de TNF produzidos por mondcitos de pacientes ao fim do
tratamento. Isso evidencia que balanco imunoldgico pode levar a melhor resisténcia do
hospedeiro.

Existem algumas outras terapias alternativas como crioterapia (inducéo da crionecrose
que destrdi as amastigotas e ativa uma resposta imune), termoterapia (induzindo a cicatrizacdo
das lesdes por tratamento com calor local), aléem das formulagcbes orais como o Miltefosine e
alguns azéis como Fluconazol (DE PRATES et al., 2017, LOPEZ-CARVAJAL et al., 2016;
LOPEZ et al., 2012; PACE, 2014).

Uma nova abordagem é a profilaxia, e a vacinacdo seria a melhor estratégia para um

controle eficaz da leishmaniose. Isso é baseado no fato de que apoOs a recuperacdo de uma
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infeccdo, ha uma imunidade considerada “solida” que previne contra uma reinfeccdo (AMEEN,
2010; PACE, 2014). No entanto, ainda ndo ha uma vacina disponivel. Estudos se concentram
em desenvolver uma vacina que seja eficaz e segura para a LC utilizando organismos atenuados,
antigenos recombinantes, proteinas da saliva do vetor e vacinas de DNA (AMEEN, 2010;
SCHALLIG; OSKAM, 2002). Algumas das dificuldades incluem a falta de investimentos, e as
diferentes espéecies de Leishmania e suas manifestagdes clinicas (WHYTE; ZUFFEREY, 2017).

2.3 Resposta imune na LTA

2.3.1 Resposta imune inata

O mecanismo de defesa contra a Leishmania em humanos envolve varios componentes
da resposta imune inata e adaptativa, porém ja é bem compreendida a capacidade desses
protozoarios de desenvolver estratégias de escape e modulagéo da resposta imune que garantem
sua sobrevivéncia (MACHADO et al., 2004; ROSSI; FASEL, 2018). A resposta humoral
durante a LTA parece ndo ser eficaz, visto que o parasita permanece no vacuolo parasitoforo,
além disso, nas formas autocicatrizantes esse tipo de resposta é modesta (NYLEN; GAUTAM,
2010). Durante a infecgdo, as células fagociticas, como os neutrofilos, desempenham um papel
crucial, contribuindo tanto para a sobrevivéncia, através do mecanismo de “Cavalo de Troia”,
como na destruicdo de Leishmania (BAHRAMI; HARANDI; RAFATI, 2018).

Essa destruicdo se da porque as leishmanias sdo susceptiveis aos neutrofilos, sendo que
logo apos a infeccdo, estas celulas imunes sdo recrutadas de forma intensa para o sitio de
infeccdo. O dano tecidual causado pela picada ja é suficiente para causar tal recrutamento nos
primeiros 90 minutos, que parece ser independente do parasita. Porém, fatores provenientes do
fleb6tomo, como o PSG, contribuem na atracdo dos neutrofilos (HURRELL; REGLI,
TACCHINI-COTTIER, 2016; ROSSI; FASEL, 2018).

Os neutréfilos podem desempenhar a defesa por meio da fagocitose e morte dos
parasitas ou formando redes de malhas extracelulares de neutréfilos (NETs, do inglés
Neutrophil Extracellular Trap) e liberando fatores que agem como agentes microbicidas no
meio extracelular como € visto na producdo de perdxido de hidrogénio e NO (BAHRAMI;
HARANDI; RAFATI, 2018; BRINKMANN et al., 2004; GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR,
2013). Apos a fagocitose, os fagossomos se fundem com granulos intracelulares para expor 0s
parasitas a enzimas, peptideos antimicrobianos e espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés

Reactive Oxygen Species), formando os fagolisossomos (GUEIRARD et al., 2008).
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Apesar disso, a eficiéncia dessas estratégias depende da espécie de Leishmania
infectante. Alguns estudos mostram que as leishmanias podem sobreviver dentro dos
neutrofilos inibindo a formacdo do fagolisossomo. Por exemplo, L. major e L. braziliensis
podem ser resistentes as acdes das NETs por meio da acdo de endonucleases que digerem as
NETs (BAHRAMI; HARANDI; RAFATI, 2018; REGLI et al., 2017).

Existem ainda evidéncias que comprovam o papel dos neutrofilos na patogénese da
leishmaniose. Isso acontece porque alguns parasitas conseguem se manter viaveis dentro de
vactolos parasitéforos, estruturas semelhantes ao fagolisossomo, ap6s a captura pelos
neutréfilos. Por terem um tempo de vida muito curto, os neutréfilos sofrem apoptose espontanea
entre 6 e 12 horas, podendo se estender até 42 horas em casos de infeccdo. Nesse momento €
observado um pico de migracdo de macréfagos para o sitio de infeccdo, que englobam os
neutrofilos apoptoticos e acabam se infectando. Por fagocitarem neutrofilos em apoptose, os
macrofagos sdo induzidos a um estado anti-inflamatério com a liberacdo de TGF-p
(Transforming growth factor beta) (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017; VAN
ZANDBERGEN et al., 2004).

Esse mecanismo ja foi comparado a um “cavalo de Tréia”, porque o englobamento
desses corpos apoptoticos infectados leva a supressdo das respostas microbicidas e silenciam
as fungdes dos macrofagos, possibilitando a infeccéo de forma silenciosa (FADOK et al., 1998).
Quantidades elevadas de IL-10 e baixas quantidades de IL-12 também contribuem para essa
entrada em macréfagos, dando inicio a uma infeccdo duradoura (CECILIO et al., 2014). Essa
estratégia também afeta a maturacdo das células dendriticas (DCs, do inglés Dendritic cell) e 0
desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa eficiente, pois tais células podem também
fagocitar os neutrofilos apoptoticos e diminuir sua capacidade de apresentar antigeno as células
T (RIBEIRO-GOMES et al., 2015) (Figura 9).
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Figura 9 - Morte e sobrevivéncia de Leishmania no sitio da infec¢do cutanea.
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Fonte: Adaptado de SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017. Apo6s a chegada dos neutrofilos no sitio
de infeccdo, as leishmanias podem ser mortas pela fagocitose ou se manterem viaveis até a apoptose.
Neste Utimo processo, ha ativacdo do gene da proteina MERTK que esta envolvida na depuracdo de
células apoptéticas por macrofagos (eferocitose) e leva ao aumento de TGF-f. As DCs que englobam os
restos apoptéticos tem sua capacidade de apresentacdo de antigeno diminuida.

No inicio da infeccdo, as células natural killer (NK) também sdo atraidas, apds o
recrutamento de neutrdéfilos, e séo uma fonte importante de IFN-y, que favorece a diferenciacao
do perfil Thl de células T CD4" em linfonodos e induz resisténcia a L. major em camundongos
(GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR, 2013; PINHEIRO, 2013).

Nas primeiras horas de infeccdo, os macrofagos dispdem de respostas anti-Leishmania
mais fortes que incluem producéo de 6xido nitrico-sintase induzida (iNOS, do inglés Inducible
nitric oxide synthase), ROS e espécies reativas de nitrogénio (RNS, do inglés Reactive Nitrogen
Species). Porém, os parasitas desenvolveram diversos mecanismos que interferem nessa
resposta, como o revestimento de lipofosfoglicano (LPG, do inglés lipophosphoglycan) que

protege os parasitas de ROS e RNS e impede a fusdo do fagossomo que contém o parasita com
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os lisossomos, além da protease de superficie gp63 que inibe a acdo degradativa das enzimas
fagolisossomais. Basicamente, as leishmanias conseguem dominar o estresse oxidativo até
conseguir sua sobrevivéncia no macréfago (CARNEIRO et al., 2018; ROSSI; FASEL, 2018;
ZAMBRANO-VILLA et al., 2002).

Dessa forma, os parasitas de Leishmania se multiplicam em macréfagos teciduais e se
espalham para outros macrofagos, também de forma silenciosa. Na LTA, a infeccdo é
geralmente limitada a pele e ao sistema linfatico, mas pode influenciar os tecidos profundos
causando a LC difusa ou penetrar nas membranas mucosas, resultando na forma mucocutanea
(MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016). E importante ressaltar que a fase inicial da
infeccdo é crucial para ditar o desfecho da doenca. Uma vez que o parasita é fagocitado, as
células imunes inatas produzem em seguida citocinas que determinam o desenvolvimento da
imunidade adaptativa. Isso influencia na geracao de uma resposta protetora ou prejudicial. Além
disso, mesmo sendo indispensaveis para uma resposta efetora e de memoria, as células do
sistema imune adaptativo também contribuem com a patogénese, principalmente na lesao
tecidual e recidivas (ROSSI; FASEL, 2018).

2.3.2 Resposta imune adaptativa

O desenvolvimento de subpopulagdes de linfécitos T CD4", conhecidos como T
auxiliares ou “helpers”, do inglés, pode se direcionar em quatro perfis principais: Thl, Th2,
Thl7 e Treg (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016). Todos levam a repostas distintas
como resisténcia e susceptibilidade a Leishmania e desempenham papéis importantes no
desfecho da doenca (BAHRAMI; HARANDI; RAFATI, 2018) (Figura 10).

A resposta Th1l é crucial para o controle da replicacdo dos parasitas, através da producéo
de TNF, IFN-y, IL-12 e IL-2 (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016; SCORZA;
CARVALHO; WILSON, 2017). Tais celulas induzem a producdo de éxido nitrico em
macrofagos que leva a destruicdo do parasita, além de resisténcia do hospedeiro (GUPTA;
OGHUMU; SATOSKAR, 2013). A secrecgdo de IL-12 por células apresentadoras de antigenos
(APCs, do inglés Antigen-presenting cell), macrofagos e células dendriticas, promove a
diferenciacédo de células T “virgens” em linfocitos Thl secretores de IFNy, através de um fator
de transcricdo principal que é o T-bet (ALEXANDER; BROMBACHER, 2012; SACKS;
NOBEN-TRAUTH, 2002).
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Figura 10 - Diferentes vias imunoldgicas na LTA.
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Fonte: adaptado de MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016. A morte do parasita ou sua persisténcia durante a
infeccdo sdo eventos que envolvem a atuacdo de células imunes e algumas citocinas principais que sdo cruciais
na ativacdo de perfis de resposta associados a resisténcia (Th1l), susceptibilidade (Th2), progressdo da doenca
(Th17) e regulagio da resposta imune (Treg). Alguns componentes desta figura foram criados usando modelos
modificados da Servier Medical Art, licenciados sob uma Licenga ndo portada Creative Commons Attribution
3.0; https://smart.servier.com.

O perfil Thl de fato controla a multiplicacéo e disseminacdo do parasita na LC e LM,
mas nao erradica a infeccdo por Leishmania, e de forma exacerbada gera dano tecidual. Sabe-
se que a producao excessiva da resposta Thl e de citocinas pro-inflamatdrias estdo associadas
a imunopatologia grave da doenca. 1sso acontece porque, apesar de serem fatores necessarios
para matar Leishmania, IFN-y, TNF e NO também est&o implicados na inflamacéo, levando ao
dano tecidual (BACELLAR et al., 2002). Além disso, individuos assintomaticos ndo exibem
uma resposta Th1 mais forte do que 0s que possuem a doenca ativa, expressando baixos niveis
de IFN-y e TNF e niveis adequados de IL-10 (ALLEN; WYNN, 2011; BITTAR et al., 2007,
MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016).

Uma tendéncia de fortes respostas Th1l € observada nas infec¢es de LC e LM (incluidas
na LTA), principalmente nas infec¢des causadas pela L. braziliensis, mesmo quando o numero

de parasitas no tecido é escasso ou ausente. 1sso acarreta no desenvolvimento da lesdo, ja que
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0 sistema imune ndo consegue destruir completamente as leishmanias e a resposta Th1l se dirige
para uma reacdo inflamatdria muito intensa, causando danos aos tecidos saudaveis, resultando
nas Ulceras (MACHADO et al., 2004). Isso se da devido a producéo exagerada de IFN-y ¢ TNF
que ndo ¢ modulada nem por IL-10 nem por TGF-p, fatores que antagonizam os efeitos dessas
citocinas (GIUDICE et al., 2012; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

Uma outra populagdo que vem sendo associada com a patogénese na LC e LM é a das
células Th17. As células T auxiliares que produzem IL-17 (Th17) sdo uma subpopulacédo de
células T conhecidas por mediarem muitas doencas inflamatorias auto-imunes e cronicas
(BACELLAR et al., 2009). A IL-17 media a atracdo de neutrdfilos e liberacdo de proteinases
que induzem o dano tecidual e dessa forma contribui para a progressdo da leishmaniose em
linhagens de camundongo suscetiveis infectados por L. major (LOPEZ KOSTKA et al., 2009).
As citocinas da familia IL-1 sdo conhecidas por promovem a diferenciacdo de células Thl7,
induzindo o fator de transcricdo IRF4 (do inglés, IFN regulatory factor 4) que é crucial na
diferenciacdo de subpopulagdes T CD4", incluindo células Thl7. IL-1 também participa
induzindo a expressio de RORyt, um fator de transcricdo expresso em células Thl7,
contribuindo assim para a patogénese da leishmaniose (HUBER; LOHOFFSIMS, 2014; SIMS;
SMITH, 2010).

Boaventura e colaboradores (2010) observaram que células IL-17+ estdo presentes nas
lesbes da mucosa humana causadas por L. braziliensis, mediando a infiltragdo de neutrofilos
nas lesdes. Bacellar e colaboradores (2009) também relataram um aumento de expressdo da IL-
17 em sobrenadantes de culturas de células mononucleares do sangue periférico (PBMC, do
inglés Peripheral blood mononuclear cell) ap6s estimulagdo com antigeno de Leishmania. A
producéo da IL-17 em pacientes com lesdo ativa da LT parece estar relacionada a resposta
imunoldgica frente ao parasita no inicio da infec¢do, tendo algum papel importante na resolucédo
da doenca (ALMEIDA, 2013). Pitta et al. (2009) relataram uma relacdo da IL-17 com a
imunoprotecdo a L. donovani na LV.

J& os linfocitos Th2, que estdo envolvidos na inducdo da resposta humoral e de
eosinofilia, assumem um papel de suscetibilidade na LTA por induzir a producdo de citocinas
como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13, levando a replicacdo e persisténcia do parasita (PINHEIRO,
2013). Nesse perfil, a incapacidade dos antigenos de ativar DCs para produzirem IL-12 resulta
numa via de diferenciacdo de linfocitos T virgens em Th2 secretores de IL-4, que ativa STAT6
e consequentemente o fator de transcricdo GATA3 (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002).

Apesar disso, a producéo de citocinas anti-inflamatorias, provenientes do perfil Th2, em niveis
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mais baixos podem contribuir na atenuacdo das reacGes inflamatorias e no reparo de leses
(ALLEN; WYNN, 2011; MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016).

Outra subpopulacdo de células T importante na imunidade na LTA é a de células T
reguladoras (Treg), cujo marcador principal é o fator de transcricdo FOXP3 (BALLKE et al.,
2016). Elas promovem a auto-tolerancia imunoldgica e regulam as respostas inflamatorias,
prevenindo danos extremos, principalmente através da produgdo de IL-10 (ALEXANDER;
BROMBACHER, 2012; BAHRAMI; HARANDI; RAFATI, 2018). O desequilibrio entre Treg
e células efetoras pode ser critico para imunidade contra Leishmania, visto que as Treg se
acumulam rapidamente em sitios de infeccdo por L. major e favorecem a expansdo precoce do
parasita por suprimirem as células T efetoras (BELKAID et al., 2002; SUFFIA et al., 2005).

Campanelli et al. (2006) verificaram que as células Treg funcionais podem ser
encontradas em lesbes de pele de pacientes com LC infectados com L. braziliensis,
provavelmente trabalhando para controlar as fungdes das células T efetoras no local. Costa et
al. (2013) também observaram que pacientes com lesdo ativa apresentavam um aumento da
ativacdo de Treg em relacdo aos individuos subclinicos, podendo estar favorecendo a replicacdo
e persisténcia da leishmania, dificultando a eliminacéo dos parasitas e gerando uma inflamacéao
cronica.

A imunidade protetora mediada pela infeccdo por Leishmania também esta associada a
ativacdo e expansdo de células T CD8" especificas para o parasita (CARDOSO et al., 2015).
Sua acdo pode envolver a citotoxicidade, através de células T citotdxicas especificas para
Leishmania, capazes de lisar diretamente os macrofagos infectados, mas também induzindo a
producdo de IFN-y, uma citocina importante para ativacdo de macrdfagos e eliminacdo das
leishmanias (UZONNA; JOYCE; SCOTT, 2004).

O papel das células T CD8" é paradoxal pois pode estar associado ao processo de cura
e cicatrizacdo, mas também na progressao da doenca. Por exemplo, algumas pesquisas mostram
um aumento das porcentagens de células CD8" em lesdes mais antigas e que tais células
produzem IFN-y que atua de forma critica na ativagdo de Thl (DA-CRUZ et al., 2005;
NOVAIS; SCOTT, 2015). Apesar disso, as células CD8* podem desenvolver um fenétipo
citolitico e direcionar a patologia quando migram para um sitio de leséo, levando ao aumento
da morte celular e a inflamacdo. Além disso, possuem granzimas, que estdo diretamente
associadas a intensidade da reacdo inflamatdria observada nas lesdes de LTA (CARDOSO et
al., 2015; FARIA et al., 2009; NOVAIS; SCOTT, 2015). Isso acontece porque 0 processo de

apoptose induzido pelas células T CD8* ainda é capaz de afetar células saudaveis, devido a



37

ampla gama de estimulos que podem desencadear a ativagdo de inflamassomas e aumento da
producéo de IL-1B, também associada as lesdes (NOVAIS et al., 2017).

Por fim, muito do que se sabe sobre as respostas de resisténcia e susceptibilidade a
Leishmania e severidade da doenca provém de estudos com diferentes modelos murinos
modificados geneticamente que exibem variacbes na gravidade e resposta a doenca.
Camundongos BALB/c e C57BL/6, por exemplo, sdo modelos de susceptibilidade (por
apresentarem respostas fortemente Th2) e resisténcia (associada ao desenvolvimento de uma
resposta Thl e ativacdo de macréfagos infectados) a L. major, respectivamente (SCORZA;
CARVALHO; WILSON, 2017).

No entanto, existem algumas limitagGes importantes que dificultam a extrapolagédo do
que é observado em camundongos para humanos, como diferencas de respostas em infeccbes
de diferentes espécies de Leishmania, dose de infeccdo pelas promastigotas metaciclicas que
ndo se assemelham ao que acontece durante o repasto sanguineo natural, além da auséncia da
saliva do flebotomineo, que parece ter efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores
(LESTINOVA et al.,, 2017; LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014). Alguns
destaques das respostas desenvolvidas em camundongos e humanos foram revisadas no artigo
publicado pelo grupo (DA SILVA AMORIM, et al., 2020). Por isso, a avaliacdo dos perfis de
reposta imune em humanos tem grande importancia para melhor compreensao dos mecanismos

gue envolvem a severidade e sucesso de cura na patologia da LTA.

2.4 Familia IL-1

Os membros da familia IL-1 sdo conhecidos por serem importantes citocinas pro-
inflamatorias e estarem envolvidas em distdrbios associados a inflamagédo. A familia inclui 11
citocinas, sendo que sete delas tem atividade pré-inflamatoria e agonista (IL-1a, IL-1p, IL-18,
IL-33, IL-36a, IL-36P e IL- 367), trés atuam como antagonistas de receptores (IL-1Ra, IL-36Ra,
IL-38) e uma é considerada anti-inflamatéria (IL-37), ou seja, quatro regulam negativamente a
resposta inflamatoria. Por sua vez, a familia de receptores IL-1 (IL-1R) é formada por 10
membros, entre receptores e co-receptores, sendo eles IL-1R1, IL-1R2, proteinas acessorias IL-
1RACP e IL-18Rp, IL-18Ra, ST2 (ou IL-33R), IL-36R, SIGIRR ou TIR8, TIGIRR-2 ou IL-
1RAPLI e TIGIRR-1 ou IL-1RAPL2 (BORTHWICK, 2016; GARLANDA,; DINARELLO;
MANTOVANI, 2013) (Quadro 1).
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Todas essas citocinas tem seus genes localizados no cromossomo 2, com excegéo de IL-
18 e IL-33, as quais se encontram codificadas nos cromossomos 11 e 9 (MALIK;
KANNEGANTI, 2018). As citocinas IL-1 participam nas respostas imunes contra infeccdes
causadas por patdgenos, mediando a resposta inflamatéria (CHARMOY et al., 2016; MASPI;
ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016) e atuam de forma bastante semelhante a IL-12 por
induzirem a geragdo de linfocitos T secretores de IFN-y, polarizando assim a resposta pro-
inflamatoria Th1 que envolve a ativacdo de macrdfagos, além de contribuirem para a ativacéo
de células Th17 (SIMS; SMITH, 2010).

Também sdo consideradas “citocinas de alarme” devido ao papel de iniciagdo e
propagacdo de uma rede de mediadores pro-inflamatorios e indugéo da expressdo de moléculas
de adesdo nas células endoteliais e leucocitos (RIDER et al., 2011; VORONOQV et al., 2010).
Atualmente, poucos estudos associam o papel dessa familia no contexto da leishmaniose em
pacientes, porém ha muitas indicacdes de que ela contribua para a patogénese em humanos
(SCOTT; NOVAIS, 2016).

Dentre os produtores de citocinas IL-1, estdo neutréfilos, mondcitos, DCs, basofilos,
mastdcitos, plaquetas e macréfagos, sendo esta ultima a principal fonte a partir do sistema
imune. Toda a familia é secretada também por células epiteliais (APTE; VORONOV, 2008;
ROLFES et al., 2020; SIMS; SMITH, 2010). A IL-1 produzida por DCs é crucial na inducao
da ativacdo do perfil de resposta Thl na leishmaniose, além disso participa da cascata de
sinalizacdo da IL-17. Essa citocina também esta envolvida na diferenciacdo precoce de células
Th17 e na manutencéo do fendtipo, tendo algum papel na autoimunidade mediada por Th17.
Este perfil de resposta é conhecido por mediar a progressdo da leishmaniose (CHUNG et al.,
2009; LOPEZ KOSTKA et al., 2009; MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016). Ainda na
infeccdo por Leishmania, a principal citocina IL-1, chamada IL-1p, induz a producdo de TNF
e de NO, ativando assim os macrofagos (SCOTT; NOVAIS, 2016).
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Quadro 1 - Principais funcgdes dos receptores e ligantes da familia IL-1.

Receptor

Ligante

Atividade

Atuacdo na leishmaniose

IL-1R1

IL-1o, IL-1P, IL-

1Ra, IL-38

Resposta pro-inflamatoria e
Th17 com a ligacdo de IL-1a,
IL-1B e co-receptor IL-1RACP.
E antagonizado por IL-1Ra que
ndo permite o recrutamento de
IL-1RACcP, além de ser inibido
por IL-38

Papéis controversos
(benéfico ou prejudicial)
em diferentes modelos
murinos e espécies de
Leishmania, porém, ha
consenso  quanto  a
contribuicédo na
diferenciacdo de células
TCD4" (KOSTKAetal.,

2006; XIN et al., 2007)

IL-1R2

IL-1B, IL-1Ra

Receptor chamariz que se liga
mais eficientemente a IL-1B do
que IL-1R1, porém ndo é capaz
de iniciar a transducao de sinal.
Pro-1L-1a também pode se ligar
e ter sua maturacao inibida. Ou
seja, regula negativamente a

inflamacdo induzida por IL-1

Inibicdo da expressdo dos
transcritos de IL-1R2 na
infeccdo por L. chagasi e
L. amazonensis
(ETTINGER; WILSON,
2008; LECOEUR et al.,
2020)

IL-1RAcP

Co-receptor

de

IL-1R1, IL-1R2,

ST2, IL-36R

Promove a inflamacdo com a
ligagdo a diversos receptores
para permitir a formacdo de
complexos que sinalizam a

inflamacao

Continua
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Continua
Receptor | Ligante Atividade Atuacdo na leishmaniose
ST2 IL-33 Pro-inflamatdria e respostas | Contribui para a
Th2 susceptibilidade na LV,
modulando a resposta
Thl e o recrutamento de
células imunes no figado.
Apesar disso, parece nao
ser crucial na
diferenciacdo de células
Th2 (KROPF et al., 2003;
ROSTAN et al., 2013)
IL-36R IL-36a, IL-36pB, IL- | Pro-inflamatoria. E|Nio ha estudos em
36y, IL36Ra, IL-38 | antagonizado por IL-36Ra e | leishmaniose
pode se ligar a IL-38, que
levam a uma sinalizacao anti-
inflamatoria
IL-18Ra IL-18, IL-37 A ligacdo de IL-18 e IL- | Formas amastigotas de L.
18R para formar o | amazonensis  parecem
complexo IL-18R levaa uma | inibir a expressdo de
sinalizacdo inflamatoria e a | ill8rl (gene do receptor
respostas Thl. Porém, esse | IL-18Ra) em macrofagos
receptor pode se ligar a TIR8 | murinos, dificultando a
e permitir a sinalizacdo da | ativagcdo das vias do
IL-37, levando a inibicdo da | inflamassoma,
inflamacéo permitindo uma infecgéo
menos modulada
(LECOEUR et al., 2020).
IL-18RpB IL-18 (co-receptor | Promove a inflamagdo com a

de IL-18Ra)

ligacio a IL-18Ro para

formar o complexo IL-18R

Continua
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Concluséo

Receptor

Ligante

Atividade

Atuacdo na leishmaniose

(SIGIRR)

N&o possui ligante.
Age como inibidor
da sinalizacéo
TLR4/IL-1R e atua
como  co-receptor

para a ligacdo da

Anti-inflamatéria

Ainda ndo h& estudos,
mas pode ser um
importante  alvo  de
Leishmania para induzir o
sucesso da infeccdo e

manter uma resposta

IL-37 a IL-18Ra, imune suprimida
levando a inibicao (GAZZINELLL,
da inflamagéo DENKERS, 2006;
PARMAR et al., 2018)
TIGIRR-2 | IL-38 Anti-inflamatdria Ndo ha estudos em
(IL- leishmaniose
1RAPLI)
TIGIRR-1 | Receptor 6rfdo de | Desconhecida -
(IL- funcéo
1RAPL2) | desconhecida

Fonte: Adaptado de BORASCHI et al., 2018 e GARLANDA,; DINARELLO; MANTOVANI, 2013.

Como observado, as principais atividades observadas da familia IL-1 sdo inducéo ou
inibicdo da inflamacéo. A sinalizacdo esta relacionada de forma intrinseca aos receptores que
contém trés dominios de imunoglobulina extracelular (Ig; com exce¢do de TIR8 ou SIGIRR,
que contém um) e um dominio de receptor Toll/IL-1 (Toll/interleukin-1 receptor/TIR) na
porcdo citoplasmatica, que tem similaridade compartilnada com os Toll-like receptors (TLR),
principalmente o TLR4 (Figura 11). Esse dominio participa na transducdo do sinal
desencadeado pelo ligante sinalizando eventos como detec¢do de patdgenos, danos aos tecidos
e inflamagdo, permitindo o recrutamento de algumas moléculas que intermediam a via de
sinalizacdo como MyD88 (do inglés, Myeloid differentiation protein 88) e IRAK4 (do inglés,
interleukin-1 receptor-associated kinase 4) (BORASCHI et al.,, 2018; GARLANDA,;
DINARELLO; MANTOVANI, 2013; SIMS; SMITH, 2010).

Além dos antagonistas naturais da familia, outra forma de inibicdo da resposta

inflamatoria direcionada pela IL-1 € a expresséo de receptores chamariz como o IL-1R2, que
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sdo capazes de reconhecer e se ligar a citocina, mas ndo conseguem formar o complexo de
sinalizacdo do receptor e gerar a resposta. O IL-1R2 ndo possui o0 dominio TIR citoplasmatico
e captura a citocina IL-1p mais eficientemente do que IL-1a e IL-1Ra. Dessa forma a citocina
ndo fica disponivel para se ligar ao seu receptor ativo, neutralizando a acdo de IL-1pB
(BORASCHI et al., 2018; DINARELLO, 2009).

Grande parte das citocinas IL-1 sdo produzidas em formas biologicamente inativas
como precursores, que ap6s um estimulo sdo clivados na forma madura e capazes de ativar o
receptor. Curiosamente, algumas citocinas como IL-1a e IL-33 tem suas formas precursoras
ativas (BORASCHI et al., 2018; DINARELLO, 2019). Como este trabalho visa avaliar cinco
genes de citocinas IL-1 (IL1A, IL1B, IL1RN, IL18 e IL37), iremos discorrer suas principais

propriedades e funcdes também na leishmaniose.

Figura 11 - Representacdo esquematica das citocinas IL-1 e seus principais receptores e co-
receptores.
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Fonte: a autora. Alguns componentes desta figura foram criados usando modelos modificados da Servier
Medical Art, licenciados sob uma Licenca ndo portada Creative Commons Attribution 3.0;
https://smart.servier.com.
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2.4.11L-10 (IL1A) e IL-1p (IL1B)

As citocinas IL-1o e IL-1p sdo as principais da familia IL-1 que atuam sobre 0 mesmo
receptor (IL-1R1) e tem fungdes semelhantes, porém com diferencas importantes em como elas
sdo produzidas e no mecanismo de atuacdo (SIMS; SMITH, 2010). Uma das caracteristicas da
IL-1a € sua dualidade funcional, visto que a forma precursora da proteina ¢ ativa e atua no
nucleo regulando a expressdo génica como um fator de transcricdo de genes relacionados a
inflamacdo. J& a forma madura, liga-se ao seu receptor para desempenhar seu papel na
inflamac&o e imunidade fora da célula (BERDA-HADDAD et al., 2011; RIDER et al., 2011).

O precursor da IL-la é expresso de forma constitutiva em células de origem
mesenquimal como queratindcitos, células endoteliais e células epiteliais do pulmao, rim e trato
gastrointestinal (DINARELLO, 2011). Por estar presente dentro da célula em condicdes
normais, a liberagdo do precursor da IL-1a funciona como um padrdo molecular associado a
danos (DAMP, do inglés Damage-associated molecular patterns) ou alarme de eventos como
necrose e hipdxia como acontece nas doencas isquémicas, iniciando uma cascata inflamatoria,
jaque o precursor é capaz de se ligar ao mesmo receptor da forma madura (BERDA-HADDAD
et al., 2011; BORTHWICK, 2016; GARLANDA; DINARELLO; MANTOVANI, 2013). No
entanto, a forma precursora da IL-1a ¢ clivada por proteases, incluindo a caspase-1, calpainas,
granzimas B e elastase (MALIK; KANNEGANT]I, 2018; XU; MU; WEI, 2019).

Por isso, a IL-la é primariamente dita como proteina intracelular e € raramente
encontrada extracelularmente, alem de existir uma forma de membrana presente em monocitos
ativados (WERMAN et al., 2004). Outros tipos de células ja foram relatados expressando IL-
la em resposta a estimulos, incluindo células imunes como macrofagos e mondcitos
(BORTHWICK, 2016). Por outro lado, a forma precursora da IL-1p, pro-IL1p, ndo é ativa e
nem capaz de se ligar ao receptor, havendo necessidade de clivagem pela caspase-1 para gerar
a proteina madura e ativa (DINARELLO, 2011).

A IL-1B ¢ secretada por células hematopoiéticas, principalmente macréfagos e
mondacitos, e tem uma circulacdo mais sistémica, ao contrario da IL-1a que tem uma atuagdo
mais localizada (GARLANDA; DINARELLO; MANTOVANI, 2013; SIMS; SMITH, 2010).
A necessidade de ativacdo da pro-caspase-1 em caspase-1, feita por um complexo de proteinas
chamado inflamassoma, demonstra uma forte regulacdo para que haja a liberagdo da IL-13
ativa. Apesar disso, ja foi identificado um processamento da pro-IL1B através de enzimas

proteoliticas serino-proteases de neutréfilos em camundongos, uma forma independente de
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inflamassoma (BORTHWICK, 2016; JOOSTEN et al.,, 2009; MARTINON; BURNS;
TSCHOPP, 2002).

Sabemos que o desenvolvimento de uma resposta inflamatdria equilibrada é de extrema
importancia para que haja uma agdo efetora do sistema imune frente a um determinado
patdgeno, porém a exacerbacdo da inflamacdo também est& por tras dos danos causados em
muitas patologias, inclusive na LTA. As citocinas IL-1, principalmente IL-1a ¢ IL-1f, vem
sendo associadas a esse desequilibrio, visto que induzem potencialmente a expressao de TNF,
IFN-y e IL-17 (GIUDICE et al., 2012; LUKENS; GROSS; KANNEGANTI, 2012; NOVAIS et
al., 2017; VORONOV et al., 2010). Apesar da IL-1p induzir a diferenciacdo de linfocitos T
CD4" efetores, que no comeco da infeccdo protege contra a Leishmania, a continuacdo de sua
producdo de forma elevada durante a fase crénica da infeccdo leva a progressdo da doenca
(SIMS; SMITH, 2010).

Fernandez-Figueroa e colaboradores (2012) observaram uma associacdo entre a
producéo da IL-1B e a gravidade das lesbes em pacientes infectados com L. mexicana.
Resultados semelhantes foram observados por Novais e colaboradores (2017), evidenciando o
papel da inflamacéo induzida por IL-1p na gravidade da doenca. A sinalizacdo de IL-1p via
MyD88 ja foi associada a resisténcia do hospedeiro a infeccdo por L. amazonensis por
contribuir na inducdo da producdo de NO por macrofagos, o principal mecanismo de defesa
contra esse patogeno intracelular (LIMA-JUNIOR et al., 2013).

Ja foi demonstrado que os niveis de expressdo de IL1A e IL1B sdo diretamente
proporcionais a inflamacao local e sistémica e a gravidade na LT em camundongos infectados
com L. major, e que a atenuacdo da IL-1 através do antagonista IL-1Ra pode levar a melhora
da doenca (VORONOV et al., 2010). Curiosamente, também existe um tempo ideal de
administracdo da IL-1 e o desenvolvimento da imunidade Th1 na leishmaniose, sendo que se
feito de forma tardia ou continua, a IL-1 promove a expansdo do perfil Th2 e a progressao da
doenga em modelos murinos (LOPEZ KOSTKA et al., 2009; NOVAIS et al., 2017).

2.4.2 IL-1Ra (ILIRN)

Como ja mencionado, o antagonista natural IL-1Ra se liga ao receptor IL-1R1 para
bloguear a atividade de IL-1a e IL-1p impedindo o recrutamento do co-receptor, por isso tem

grande importancia na regulacdo da resposta inflamatoria (XU; MU; WEI, 2019). Além de IL-



45

1B, a IL-1Ra também € produzida por macréfagos durante a infeccdo por Leishmania como
reguladora da atividade pré-inflamatoria de citocinas como TNF (DOS SANTOS et al., 2017).

Sabe-se que o receptor da IL-1 é expresso em diversos tecidos do corpo e que
antagonista IL-1Ra tem ac&o inibitoria do na atividade inflamatdria induzida por IL-1a/B. Por
isso, a forma sintética e recombinante desse antagonista, expressa por E. coli, chamada
Anakinra, foi aprovada para ser usada no tratamento de um amplo espectro de doencas
inflamatorias e autoimunes como artrite reumatoide, doenca inflamatdria intestinal e gota
(DINARELLO, 2009; DINARELLO; VAN DER MEER, 2013; VORONOV et al., 2010).

Camundongos BALBI/c, que ja exibem respostas fortemente polarizadas para o perfil
Th2 de resposta, com genes IL1IRN deletados exibem uma ativagdo exacerbada de IL-1a/B ¢
desenvolvem condi¢Ges patoldgicas como autoimunidade e artrite, esta ultima também devido
a inducédo excessiva de IL-17 (KAUTZ-NEU et al., 2011). A atenuacdo da IL-1 através do
antagonista IL-1Ra pode levar a melhora da progressdo da leishmaniose em camundongos
BALBI/c infectados com L. major, além disso, 0 nocaute dessa proteina leva a manifestagdes
mais severas da doenca, apesar de causar uma diminuicdo da carga parasitaria (VORONOQOV et
al., 2010).

A producéo natural da IL-1Ra pode ser suficiente para suprimir a inflamacao, alem de
que os niveis circulantes sdo bem considerdveis em pessoas saudaveis (DINARELLO, 2011).
Por outro lado, o aumento de sua producéo pode sinalizar a exposi¢éo a citocinas e quimiocinas
inflamatorias como resposta a inflamacdo induzida em articulagbes, sendo util até como
biomarcador (ATTUR et al., 2015).

O desequilibrio IL-1/1L-1Ra tem grande importancia na resposta imune exacerbada e
esta associada a imunopatologia dirigida pela Leishmania, por isso o tratamento com atenuantes

pode contribuir beneficamente na infecgao.

2.4.3 IL-18 (IL18)

Assim como ocorre com a IL-1pB, a citocina IL-18 € inicialmente produzida como
precursor que é clivado pela caspase-1. Uma caracteristica peculiar da IL-18 € que essa citocina
pode ser do tipo Thl ou Th2, a depender da presenca de outras citocinas no microambiente. Por
exemplo, na presenca de IL-12 ha um sinergismo entre essas duas citocinas que direciona a

capacidade de induzir a producdo de IFN-y e consequentemente ativar uma resposta Th1. Na
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auséncia da IL-12, IL-18 direciona a resposta Th2 induzindo a produgdo de IL-4
(DINARELLO, 2009; LEE; CHO; PARK, 2015).

Apesar disso, a IL-18 € inicialmente conhecida como IFN-y inducing factor por
promover o aumento da producdo de IFN-y nas celulas NK, linfocitos Thl e em macrdfagos
ativados, tendo assim um papel muito importante na defesa contra infeccdo de patégenos
intracelulares (NAKANISHI et al., 2001). Quantidades elevadas da IL-18 foram associadas a
hiperinflamacéo na doenca granulomatosa cronica (MEDA SPACCAMELA et al., 2019). Uma
forma de regulacdo da acdo da IL-18 é a proteina de ligacdo a I1L-18 (IL-18BP), que é um
receptor soltvel que se liga a citocina e neutraliza sua acdo (DINARELLO, 2018).

J& foi relatada a presenca da pro-1L-18 em células como queratindcitos, células
dendriticas, macrofagos, células epiteliais intestinais e osteoblastos, enquanto que seu receptor
(IL-18R) tambem € expresso em células T, NK, células B, macrofagos, neutrofilos, baséfilos e
celulas endoteliais. As vias de sinalizagdo induzidas pela ativagdo do IL-18R incluem NF-«kB,
MyD88, STAT3 e MAPK (LEE; CHO; PARK, 2015).

Monteforte et al. (2000) induziram a delecdo de IL18 em camundongos resistentes
C57BL/6 infectados com L. major e observaram que apesar do aumento da lesdao, ndo houve
alteracdo nos niveis de IFN-y e na capacidade de geracao da resposta Thl, sendo assim capazes
de resolucdo da doenca. O papel da IL-18 também parece depender muito da espécie de
Leishmania e do perfil genético do hospedeiro. Outro estudo mostrou que camundongos
C57BL/6 IL-18 -/~ infectados com L. amazonensis desenvolveram lesdes e carga parasitaria
menores, indicando que a I1L-18 estaria envolvida na susceptibilidade a infeccdo (SOUSA et
al., 2015).

De todo modo, a auséncia da IL-18 em camundongos parece estar associada a indugéo
do fenotipo Th2 e diminuigédo da resposta celular Th1, tendo algum papel no equilibrio Th1/Th2
cuja alteracdo de forma exacerbada esta a frente de varias imunopatologias (DAYAKAR et al.,
2019; WEl et al., 1999).

2.4.4 IL-37 (IL37)

A citocina IL-37 é o unico agonista anti-inflamatorio da familia IL-1 e é encontrada
apenas em humanos. A falta de expressdo de homdélogos em camundongos dificulta os estudos
de avaliacdo do papel da IL-37. Gragas ao mecanismo de splicing alternativo, cinco isoformas

da IL-37 s&o geradas e identificadas de A-E, sendo a IL-37b a maior isoforma e parecendo ser
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a mais ativa e importante. Sua expressao pode ser estimulada em células de PBMC e células
dendriticas (BORASCHI et al., 2018; NOLD et al., 2010; WANG et al., 2018).

Nold et al. (2010) relataram que a estimulacdo de PBMC frente a LPS, IL-1p ¢ TGF-p
aumenta a sintese da IL-37, além de que o silenciamento de sua produgdo com siRNA (small
interfering Ribonucleic Acid) levou ao aumento de citocinas pré-inflamatérias como IL-14, IL-
6 e TNF. Isso demonstra seu papel na inibicdo da resposta inflamatdria exacerbada
(GARLANDA; DINARELLO; MANTOVANI, 2013).

De forma semelhante ao que foi relatado para a IL-1a, a IL-37 pode atuar como uma
citocina extra e intracelular, sendo nesta ultima forma atuando como um fator de transcri¢do se
translocando para o nucleo e regulando genes, influenciando diretamente na reducéo dos niveis
plasmatico da IL-37 (WANG et al., 2018). Sharma e colaboradores (2008) observaram essa
modulacédo superexpressando a IL-37 em células RAW, e ap6s o estimulo com LPS houveram
quedas significativas de producéo de IL-1a, TNF e IL-6.

E bem descrito que essa atuacio na modulacio de genes é feita pela forma madura da
IL-37b ap6s o seu precursor ser clivado pela caspase-1. Apesar de se ligar a cadeia do receptor
da IL-18 (IL-18Ra) para atuar na inibigdo da inflamagdo, a IL-37 ndo atua como antagonista
deste receptor (NOLD et al., 2010; SHARMA et al., 2008; WANG et al., 2018). Apesar disso,
a IL-37 pode influenciar na ativagdo da IL-18 interagindo com a IL-18BP e formando um
complexo com a IL-18f, ndo permitindo que se forme o complexo funcional com a cadeia a,
impedindo assim a acdo da IL-18. Ou seja, a IL-37 aumenta a capacidade de neutralizacéo da
IL-18 (BUFLER et al., 2002). A 1L-37 também suprime a inflamacdo inibindo a fosforilacédo
do NF-«B se ligando a TIR8 (YAN et al., 2019).

Ainda ndo ha estudos que se concentrem em entender o papel da IL-37 na inflamacéo
dirigida pela infeccdo por Leishmania. No entanto, alguns trabalhos vém avaliando sua
importancia em doencas inflamatorias. Dados mostram que 0s niveis plasmaticos da IL-37
aumentaram apdés o acidente vascular cerebral (AVC) em pacientes e camundongos, sugerindo
a inducdo de sua atividade anti-inflamatoria (ZHANG et al., 2019). A IL-37 também exibiu
uma importante atuacdo na protecdo da colite em tecidos intestinais de camundongos
transgénicos que expressam a IL-37 humana, indicando mais uma vez seu papel na supressao
das respostas imunes direcionadas a inflamacao (LI et al., 2014; MCNAMEE et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar membros da familia de citocinas IL-1 (IL-1a e B, IL-18, IL-1Ra e IL-37) em

pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana antes e ap0s o tratamento.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar in vitro a expressao génica de IL1A, IL1B, IL18, IL1IRN e IL37 em células
mononucleadas de sangue periférico (PBMC) sem e com estimulo de antigenos totais
de L. (V.) braziliensis;

e Quantificar in vitro as citocinas IL-1a ¢ 8 no sobrenadante de cultura de PBMCs
estimuladas com antigenos totais de L. (V.) braziliensis;

e Auvaliar os niveis plasmaticos de IL-10. em pacientes com lesdo ativa;

e Avaliar e correlacionar as expressoes entre IFNG/IL1A e IL1B e IL10/IL1A e IL1B;

e Correlacionar os dados de expressdo das citocinas com os dados clinicos.
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4 JUSTIFICATIVA

A LTA é uma doenca negligenciada, emergente e reportada em diversas areas
endémicas no nosso pais. Segundo dados do SINAN/PE, a regido Nordeste apresenta fica atras
apenas do Norte do pais em nimero de casos.

Os farmacos atualmente disponiveis contra a LTA, baseadas em antimoniais
pentavalentes, exibem inumeros efeitos adversos, dificultando muitas vezes o tratamento
completo. N&o héa vacinas até 0 momento.

Sabemos que a resposta imune desenvolvida na infeccao pela Leishmania é crucial para
ditar a progressao e desenvolvimento da doenca, que se manifesta atraves das lesdes e Ulceras
na LTA, sendo que as leses mucocutaneas representam as formas mais graves. As respostas
imunes do tipo 1 e 2 estdo associadas a resisténcia e susceptibilidade, respectivamente.

As citocinas IL-1 participam no estabelecimento da resposta imune frente a patdégenos,
com potencial de exacerbacdo da inflamacdo, um problema central das les6es. Esse papel esta
geralmente atribuido as citocinas IL-1a/B, porém algumas outras regulam negativamente a
inflamag&o, como IL-1Ra e IL-37.

Pouco se sabe sobre o papel da familia IL-1 na LTA em humanos, ja que a maioria das
investigacOes se concentram em modelos animais e utilizando as cepas de L. major. No entanto,
a espécie que representa 0 maior nimero de casos de infeccbes no Nordeste do pais € a L.
braziliensis, também associada a intensa resposta inflamatoria, podendo gerar espectros
clinicos como a mucocutanea. Além disso, o que é observado em camundongos nem sempre se
extrapola para os humanos, devido as diferencas bioldgicas e experimentais.

Nosso trabalho contribuiu com o estudo do comportamento da familia IL-1 na LTA
causada por L. braziliensis, fornecendo os primeiros resultados sobre os papeis das citocinas
IL-18, cuja diminuicdo parece estar associada a cura, e IL-37, que participa da regulacdo em

resposta ao estimulo em pacientes.
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5 METODOLOGIA

5.1 Populacéo de estudo e aspectos éticos

Este estudo utilizou amostras de sangue de pacientes procedentes de diferentes areas
endémicas para LTA em Pernambuco. Os pacientes foram encaminhados & uma unidade de
salde, onde foi realizado o diagndstico clinico junto a um dermatologista e as amostras de
sangue coletadas em parceria com o Servico de Referéncia em Leishmaniose do Instituto Aggeu
Magalhdes (IAM-FIOCRUZ) para os testes laboratoriais. Dentre tais testes, foram realizados a
pesquisa direta, PCR e IFI.

Foram formados os seguintes grupos de estudo: 1) portadores de leséo ativa, de ambos
0s sexos (N = 23) e 2) pacientes com cura clinica ap6s tratamento (N = 12). As amostras foram
armazenadas e processadas no laboratorio de Imunopatologia e Biologia Molecular do IAM-
FIOCRUZ-PE. Os pacientes foram esclarecidos do objetivo do estudo e a coleta de sangue
foram feitas ap6s os pacientes concordarem em assinar o “Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido” (TCLE) (Apéndices A e B) (Aprovados no projeto de CAAE:
11083812.7.0000.5190).

O grupo controle foi composto por voluntarios saudaveis (N = 10), residentes em areas
ndo endémicas para a leishmaniose tegumentar, sem historico pregresso de leishmaniose e que
concordaram em participar da pesquisa e assinaram o TCLE (Apéndice C). Foram feitas as
coletas de aproximadamente 18 ml de sangue nos controles, antes e apds o tratamento
quimioterapico com Glucantime®. A figura 12 mostra o fluxo de etapas seguidas para as

analises subsequentes, também descritas no texto abaixo.
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Figura 12 - Fluxograma das etapas de analise das citocinas IL-1.

‘ Obteng3do de antigenos totais de L. braziliensis

Coleta de sangue

— | Separagdo de PBMCs  —— | Cultivo celular
CT=15
AT =23 l |
PT=12
Coleta de plasma Sem estimulo Com estimulo
CT=6
AT =6
/ 24h 72h
ELISA Expressdo génica ELISA
(IL-1a) (IL-1a, IL-1B, IL-1Ra, IL-18 e (aeB)
IL-37)

Expressdo génica
(IL-10, IL-1B, IL-1Ra, IL-18 e
IL-37, IFN-y e IL-10)

Fonte: a autora. CT = grupo controle, AT = pacientes com lesdo ativa antes do tratamento, PT =

pacientes pds-tratamento.

5.2 Obtencao de antigenos de L. (V.) braziliensis

Formas promastigotas (cepa MHOM/BR/75/M2903), cultivadas in vitro, foram
expandidas em meio de cultura Schneider’s (Sigma, St. Louis, MO) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SBF; Cultilab, Campinas,SP, Brasil) e 1% de antibiotico (100UI/ml de
penicilina e 100 pug/ml de estreptomicina; 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 800x g, por 15 minutos, a 4°C. Posteriormente o
precipitado celular foi ressuspendido em 750 ul de tampé&o de lise branda e 250ul de inibidor de
protease. A suspensdo foi colocada em tubos eppendorf, congelada e descongelada 7 vezes em
nitrogénio liquido e banho-maria até as células estarem completamente lisadas, baseado no
protocolo estabelecido pelo grupo de pesquisa. A suspensdo foi entdo centrifugada a 4°C,
10.000 x g por 15 min. O sobrenadante, que corresponde a fracdo sollvel das proteinas, foi
coletado e guardado. Em seguida, foi submetido a uma dosagem proteica segundo o método de
Bradford (1976) modificado por Read & Northcote (1981), além de eletroforese em gel de
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poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo Laemmli (1970). Apds esses procedimentos, as fracoes

antigénicas foram armazenadas a —80°C até a utilizacdo nos ensaios de cultura celular.

5.3 Obtengao de células mononucleadas de sangue periférico

O sangue coletado de cada paciente ou controle foi diluido a 1:1 (v / v) em meio RPMI
1640 (pH 7,2), depositado na solucao gradiente Ficoll-paque PLUS (GE) e centrifugado por 35
min a 400 x g. Em seguida, foram isoladas aliquotas de plasma para dosagem proteica assim
como a camada de células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Em seguida, as células
foam lavadas duas vezes com RPMI 1640 (pH 7,2) por centrifugagéo a 300 x g durante 10 min
e ressuspensas em RPMI 1640 contendo 2 mM de L-glutamina, 50 mg / L de sulfato de
gentamicina, suplementado com 10% de soro bovino fetal (SFB) (ambos os reagentes Cultilab,
Brasil).

5.4 Cultivo celular

A partir do PBMC obtido, foram separadas 1x10%/mL células para o cultivo em tubos
Falcon BD™ 5 mL de poliestireno e fundo redondo, utilizando meio RPMI 1640 suplementado
SFB por 24h e 72h, em estufa com 5% CO2 a 37°C. Para cada controle/paciente, as células
foram cultivadas em dois pocos: um sem estimulo (SE) e outro que recebeu o antigeno total de
L. braziliensis numa concentracao final de 10 pg/ul, obtidos de acordo com o item 5.2. Os tubos
foram centrifugadas durante 5 min a 300 x g. As células foram utilizadas para a etapa de qPCR
e foram congeladas em 1 ml de Trizol. O sobrenadante da cultura celular foi recolhido e

armazenado a -20 ° C para a dosagem posterior de citocinas por ELISA.

5.5 Dosagem de citocinas de plasma sanguineo e sobrenadante de cultura

As citocinas IL-1a e B foram mensuradas do sobrenadante da cultura de 72h de
pacientes e dos controles, bem como de amostras de plasma. Para isso, foram utilizados os kits
de Elisa Quantikines da RnD Systems (EUA), cujos limites de detec¢do eram de 250 pg/mL,
seguindo as recomendacdes do fabricante para o ensaio.
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5.6 Avaliacéo da expressao do mRNA por gPCR

5.6.1 Extracdo de RNA

Apds o término da cultura, os tubos de cultura foram centrifugados e as células foram
ressuspensas em 1 ml de Trizol, armazenadas e congeladas a -80°C. Para a extragdo, foram
descongeladas em TA homogeneizadas vigorosamente por pipetagem para solubilizacdo das
células e liberacdo do RNA. Foram adicionados 200 ul de cloroférmio gelado e ap6s uma
homogeneizacdo vigorosa até ficar um liquido de aspecto leitoso, foi incubado a TA por 5
minutos. Apos esse tempo, foi feita uma centrifugacdo a 12.000 g por 15 minutos com
temperatura ajustada a 4°C para separacao das fases apolar (fendis, residuos e proteinas) e polar
(DNA e RNA). A fase aquosa contendo o RNA foi coletada e transferida a um novo tubo, ao
qual foi adicionado 500 pl de isopropanol gelado para precipitacdo do RNA e incubado por 30
min a TA. Os tubos foram centrifugados a 12.000 g por 15 min ajustando a centrifuga a 25°C.
Nessa etapa pode se observar a formacdo de um precipitado, sendo que o sobrenadante é
descartado e o precipitado é lavado 1x com 1 ml de etanol 75% com centrifugacdo a 7.400 ¢
por 5 minutos. O precipitado é secado e ressuspendido em 20 pl de agua DEPC ultra-pura.
Como controle de qualidade do RNA total, o material genético foi corrido em um gel de agarose
1,2% para visualizacdo da integridade (Figura 13), além de dosagem em NanoDrop™
2000/2000c.
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Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% de RNA total.

Fonte: a autora. Pb = pares de bases; M = marcador de peso molecular Lambda
DNA/HindlIl.

5.6.2 Transcricdo Reversa

Para a transcricdo reversa do RNA em cDNA foi utilizado o kit TagMan® Reverse
Transcription Reagents (Applied Biosystems) e seguidas as instru¢des do fabricante. A reacdo
teve um volume final de 50 pl contendo 1 pg de RNA total, TagMan RT Buffer 1x, MgCI2
5,5mM, Mix de dNTPs 500uM, hexametros randdmicos 2,5uM, inibidor de RNAse 0,4 U/uL,
a enzima Multiscribe Reverse Transcriptase 3,125 U/MI. O volume foi completado com &gua
DEPC ultra-pura. A reacao consiste em um ciclo no termociclador, sendo dez minutos a 25°C,
trinta minutos a 48°C e cinco minutos a 95°C. Apos esta etapa, 0 cODNA foi armazenado a -20°C

até a utilizacdo nos ensaios de PCR em tempo real.

5.6.3 PCR em Tempo Real

Os niveis de RNA mensageiro (MRNA, do inglés messenger RNA) foram quantificados
usando o Sistema TagMan® de deteccao através dos equipamentos ABI-PRISM 7500 e usando
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o kit TagMan® Universal PCR Master Mix. As sondas usadas foram: ILLA/FAM-MGB
(Hs00174092_m1) IL1B/FAM-MGB (Hs01555410_m1), ILLRN/FAM-MGB
(Hs00893626_m1), IL18/FAM-MGB (Hs01038788_m1), IL37/FAM-MGB
(Hs00367201_m1),  IFNG/FAM-MGB  (Hs99999041 ml1) e  IL10/FAM-MGB
(Hs99999035_m1). A reacdo aconteceu em singleplex (um alvo analisado por pogo) com
volume final de 20 pl, contendo 1,5 pl de cDNA e 18,5 pl de mix com TagMan Universal PCR
Master Mix, sonda e agua DEPC ultra-pura.

Os genes alvos foram normalizados atraveés da analise do gene constitutivo RNA
ribossomal 18S como controle endogeno. A reagdo com volume final de 20 pl continha 1,5 pl
de cDNA e 18,5 ul de mix com TagMan Universal PCR Master Mix, primers forward e reverse
para RNA ribossomal 18S, sonda para RNA ribossomal 18S (fluoréforo VIC) e agua DEPC
ultra-pura. A expressao relativa foi calculada através dos valores de Ct sequindo a formula: ACt
= Ct (gene alvo) — Ct (gene enddgeno), onde Ct é o nimero de ciclos necessarios para que a
curva atinja o threshold (Figura 14). Essa etapa normaliza a expressao do gene de estudo com
um gene enddgeno constitutivamente expresso para eliminar vieses da rea¢do. Também é
necessario um grupo calibrador (no nosso caso, controles) para relativizar a expressdo e
comparar com o grupo tratado (paciente). Sendo assim, é feita a subtracdo do ACt do grupo
calibrador menos o ACt do grupo tratado para obter o AACt: AACt = ACt (calibrador) — ACt
(tratado).

Os valores de AACt sdo aplicados na formula RQ = 2"-AACt, onde RQ significa relative
quantification ou quantificacéo relativa, e expressa o numero de vezes (fold change) que o gene

foi expresso em uma amostra comparado ao calibrador.
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Figura 14 - Representacdo grafica dos resultados da qPCR.
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Fonte: a autora. Curvas de expressdo de 18S em amostras antes e apds o estimulo com antigenos de Leishmania
durante 24h. O grafico da curva de amplificacdo gerada pela captagdo do sinal da fluorescéncia versus nimero
de ciclos. Os valores de Ct (limiar do ciclo ou cycle threshold) sdo definidos quando o valor de fluorescéncia
emitida atinge o limiar de deteccdo (threshold). Ja o background representa a fluorescéncia antes da fase
exponencial.

5.7 Andlise estatistica

A anélise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prisma 7.0. Os dados
foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk), apds isso, empregados teste U de
Mann-Whitney (ndo paramétrico) e T de student (paramétrico) de acordo com a normalidade
observada. As andlises de correlacdo foram feitas pelo teste de Pearson. Todas as conclusoes

foram tomadas ao nivel de significancia de 5% (p<0,05 = estatisticamente significativos).

5.8 Aspectos éticos

Todo procedimento foi realizado ap0s 0 consentimento e assinatura dos pacientes do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Foi realizada uma coleta de 18 ml de

sangue venoso dos grupos de pacientes e controles. O projeto passou por aprecia¢do pelo
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Comité de Etica do IAM/FIOCRUZ recebendo aprovacio (CAEE: 11083812.7.0000.5190)
(ANEXO A).
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6 RESULTADOS
6.1  Caracterizacdo da populacéo de estudo com LTA

As avaliacOes foram feitas a partir de um numero total de 23 pacientes diagnosticados
com LTA e com lesbes ativas antes da realizacdo do tratamento (AT) e 12 pacientes pos-
tratamento, todos procedentes de areas endémicas de Pernambuco (Tabela 1).

Para os pacientes AT, os métodos laboratoriais para confirmacdo do diagnostico
incluiram a PCR, pesquisa direta e IFI, realizados para um total de 22, 15 e 12 pacientes,
respectivamente, com leséo ativa. Destes, 86,7% (19/22) obtiveram positividade na reacdo de
PCR, enquanto que 53,3% (8/15) e 58,3% (7/12) foram positivos na pesquisa direta e IFI,
respectivamente. O tempo de evolucdo da lesdo, ou intervalo desde que houve o surgimento
dos sintomas até a chegada do paciente a uma unidade de salde, variou de duas semanas a um
ano e 15 dias, com média de 77,3 dias. Das 23 lesdes, 16 (69,6%) eram do tipo ulceradas, seis
(26%) eram ulcero-crostosas e uma (4,3%) tinha forma impetigdide (Tabela 1). 52,2% dos
pacientes AT tinham uma Unica lesdo no corpo, porém o nimero total variou de uma a 20 lesdes,
com média de 2,6 lesdes por paciente, localizadas principalmente nos membros superiores
(11/21 ou 52,4%) e inferiores (10/21 ou 47,6%) (Tabela 1).

O segundo grupo de estudo foi constituido por um total de 12 pacientes que obtiveram
a cura clinica das lesdes de LTA ap0s a realizagdo do tratamento com o Glucantime® (PT),
procedentes também de areas endémicas de Pernambuco (Tabela 2). Os pacientes foram
acompanhados durante todo o seu tratamento. Esses pacientes ja haviam entrado no sistema
com o diagnostico confirmado junto ao médico dermatologista e pelo Servico de Referéncia do
IAM. O critério de cura foi clinico e considerado quando houve completa reepitelizacdo da
lesdo.

Dos 12 pacientes pos-tratamento, 83,3% (10/12) apresentavam uma cicatriz normal de
bordas elevadas, enquanto que 16,7% (2/12) apresentavam uma cicatrizacao parecida com uma
placa. O tempo de coleta ap6s o tratamento das lesGes variou de 15 dias a um ano e quatro
meses, tendo uma média de 4,4 meses. O numero de lesdes variou de uma a duas, sendo a media
de 1,1 lesBes por paciente. A localizacdo das lesbes foi mais predominante nos membros
inferiores (75% ou 9/12) (Tabela 2). A media das idades dos grupos controle, pacientes AT e
PT foi de 26,9, 42,6 e 24,3 anos, respectivamente. Seguindo a mesma ordem, a razdo de
homens/mulheres foi de 9:6, 10:13 e 8:4 (Tabela 3).
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Tabela 1 - Dados demogréficos e clinicos de pacientes com lesdo ativa (AT).

Cadigo Tempo  NUmero Teste- Teste Teste
el (o Procsinca Ganero P08 de e IS pmqus
ano evolugdo  lesdes adireta PCR IFI
ATO01/19 76 Passira — PE F Ulcero lanoe? 02 Narina D - NR +
crostosa meses eE
ATO02/19 26 Séo F Ulcerada 3 meses 01 Perna D + + -
Lourenco da
Mata — PE
ATO03/19 59 Moreno - PE M Ulcerada 2 meses 04 Omoplata - - +
MSE
Cotovelo
ATO04/19 45 Moreno - PE M Ulcerada 4 meses 01 Abdbémen - - +
ATO05/19 13 Nazaré da M Ulcero 15 dias 01 Braco D - + NR
Mata — PE crostosa
ATO06/19 71 Recife — PE M Ulcero 15 dias 02 Antebraco - + NR
crostosa E
Labio
inferior
ATO07/19 28 Guabiraba — F Ulcerada 1mése 02 Perna D i i NR
PE 15 dias
ATO08/19 56 Aldeia — PE F Ulcero 2més 15 05 Antebrago + + +
crostosa dias e
Face
(frontal)
AT09/19 61 Aldeia — PE M Ulcerada 1 més 02 Antebraco + + -
AT10/19 54 Trés F Ulcerada 3 meses 03 Perna E + + +
Ladeiras —
PE
AT11/19 30 Igarassu — M Ulcero 4 meses 02 Braco D e + + -
PE crostosa E
AT12/19 20 Igarassu — F Ulcerada 1mése 01 Antebrago NR + +
PE 15 dias E
AT13/19 12 Trés F Ulcerada 3 01 Perna E + + -
Ladeiras — semanas
PE
AT14/19 29 Trés F Ulcerada 1 més 01 Dedo do - + +
Ladeiras — Pé E
PE
AT15/19 58 Trés M Ulcero 2 meses 01 Pescogo + + -
Ladeiras — crostosa
PE
AT16/19 36 Igarassu — M Ulcerada 5 meses 01 MSE NR + NR
PE
AT17/19 34 Igarassu — F Ulcera 4 meses 01 Braco E - + NR
PE impetigoid

@

Continua
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Conclusédo
Cédigo ,
do ldade o isncia  Género | 1iPOde Teg;po Nu(rjr;ero Local das J;Stﬁ i:s Teste  Teste
paciente/  (Anos) Lesdo x ~ lesdes 4 -PCR - IFI
ano evolugédo lesdes a direta
AT18/20 82 Moreno - PE M Ulcerada 6 meses 01 Face NR - NR
esquerda
AT19/20 41 Moreno - PE M Ulcerada 3 02 Perna NR + NR
semanas direita e
MSE
AT20/20 58 Moreno - PE F Ulcerada 3 20 Perna E e NR + NR
semanas D
AT21/20 36 Aldeia - PE F Ulcerada 1 més 1 Perna D NR + NR
AT22/20 22 Moreno - PE F Ulcerada 15 dias 1 Perna D NR + NR
AT23/20 32 Moreno - PE F Ulcerada 1 més 4 Bragos D NR + NR
e E/Perna
D

Fonte: a autora. AT = pacientes com lesdo ativa antes do tratamento, M = masculino, F = feminino, NR = ndo
realizado, E = esquerdo e D = direito, MSE = membro superior esquerdo, IFl = imunofluorescéncia indireta.



Tabela 2 - Dados demogréficos e clinicos pacientes curados apoés realiza¢do do tratamento

(PT).
Codigo do . Tempo Numero
. Idade I R Tipo de , Local das
aciente Procedéncia Geénero o apos de o
P /ano (Anos) cicatriz trataFr)nento cicatrizes cicatrizes
PTO01/19 34 Ipojuca - PE M Cicatriz 2 meses 01 Perna E
PTO02/19 20 Ipojuca - PE F Cicatriz 2 meses 01 Perna E
PTO03/19 30 Ipojuca - PE F Placa 1 més 01 Antebraco
E
PTO04/19 4 Ipojuca - PE M Cicatriz 15 dias 01 Perna E
PT05/19 15 Ipojuca - PE M Cicatriz 15 dias 01 Coxa
PT06/19 36 Ipojuca - PE F Cicatriz 4 meses 01 Perna E
PT07/19 7 Ipojuca - PE M Cicatriz 2 meses 02 Perna D
PT08/19 13 Ipojuca - PE M Placa 15 dias 01 Braco E
PT09/19 33 Ipojuca - PE M Cicatriz 1 més 01 Perna D
PT10/19 56 Moreno - PE M Cicatriz lanoe4d 01 Pé D
meses
PT11/19 19 Moreno - PE M Cicatriz 9 meses 01 Joelho E
PT12/19 24 Moreno - PE F Cicatriz lanoe?2 01 Brago D
meses

Fonte: a autora. PT = pacientes pos-tratamento, M = masculino, F = feminino, E = esquerdo e D = direito.

61
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Tabela 3 - Caracteristicas dos grupos CT, AT e PT.

CARACTERISTICAS CT AT PT

Numero de individuos 15 23 12

Media de idade (anos) 26,87 (22-31) 42,57 (13-82) 24,3 (4-56)
Razéo H/M 9/6 10/13 8/4

Fonte: a autora. CT = grupo controle, AT = pacientes com lesdo ativa antes do tratamento, PT = pacientes p6s-
tratamento, H = homem, M = mulher.

6.2  Avaliacdo da expressao génica de IL1A, IL1B, IL18, IL1RN, IL37, IFNG e IL10
por qPCR

Com relacédo aos dados de expressao das citocinas IL-1, dois tempos de estimulagdo
foram realizados, sendo 24h apenas em controles (CT) e pacientes com lesdo ativa (AT), e 72h
nos grupos CT, AT e pacientes pos-tratamento (PT). Em 24h de estimulo, de forma abrangente,
ndo observamos diferencas significativas de expressdo das citocinas entre os individuos
saudaveis e pacientes, mesmo antes (SE) e apos estimulacdo (AgT) (Figura 15). Uma excec¢édo
se abre para IL37, que demostrou ser bem mais expressa antes do estimulo (RQ = 7,15; p =
0,0173) e apos (RQ = 3,63; p = 0,0506).

Os valores de fold-change (FC) para cada citocina, antes e ap0s o estimulo, foram:

Tabela 4 - Valores de FC de PBMCs de pacientes ativos estimuladas por 24h.

IL1IA IL1B ILIRN IL18 IL37
SE 20,73 13,21 1,20 0,95 7,14
AgT 3,39 3,14 1,57 1,66 3,63

Fonte: a autora. AgT = antigeno total, FC = fold change, PBMC = célula mononucleada de sangue
periférico, SE = sem estimulo.
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Figura 15- Avaliagdo in vitro da expressdo génica de IL1A (A), IL1B (B), ILIRN (C), IL18
(D) e IL37 (E) antes e ap0s 24h de estimulo com antigeno total de L. braziliensis em
individuos saudaveis e pacientes AT.
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Fonte: a autora. CT = grupo controle (N=5), AT = pacientes com lesdo ativa antes do tratamento (N=6), SE =
sem estimulo, AgT = antigeno total. P < 0,05, obtido através de teste ndo paramétrico (Mann-Whitney) ou
paramétrico (T-student). O cultivo das PBMCs com estimulo foi feito na concentragdo de 10 pg/ul de antigeno

total.
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Quando consideramos a auséncia de estimulo (SE) apds 72h de cultura, os pacientes AT
expressaram maiores niveis de todas as citocinas do que os grupos CT e PT (Figura 16).
Observamos que os genes IL1A e IL37 foram significativamente mais expressas, mesmo sem o
estimulo, em pacientes AT em relacdo ao controle (Figura 16).

Jé& para o grupo PT, observamos uma menor expressao das citocinas em relagao ao grupo
AT na auséncia de estimulo. Em relagdo ao grupo controle, IL1B e IL18 tiveram expressoes
semelhantes, enquanto que IL1IRN se mostrou inibida. Por outro lado, IL1A e IL37 foram mais
expressas que o controle, sendo que apenas IL1A foi significativamente expressa (p = 0,0426).
Comparando os grupos AT e PT, ndo houve diferenca significativa na expresséo das citocinas
entre esses pacientes antes do estimulo, mas é importante destacar uma diferenca interessante
nas expressoes de IL1RN entre os pacientes sem estimulacéo (p = 0,0574) (Figura 16C).

Comparando as expressoes entre os grupos AT e CT ap0s o estimulo (AgT), houve um
aumento significativo da expressdao de IL1A (p = 0,0007) e IL-1B (p = 0,0039). Também
observamos que IL37 foi significativamente mais expressa (p = <0,0001) em relacdo ao
controle. Por outro lado, ndo observamos diferencas significativas entre os niveis de expressao
de IL1RN e IL18 entre pacientes AT e controles, apesar de observarmos uma diminuicao
interessante do antagonista frente ao estimulo.

Em relacdo aos pacientes PT e CT, todas as citocinas foram diferencialmente expressas
estatisticamente. Os genes das citocinas IL-1a (p = 0,0002), IL-1B (p = 0,0026) e IL-37 (p =
0,0003) foram significativamente mais expressos do que o grupo controle. No entanto, o
contrario foi observado IL1IRN (p = 0,0295) e I1L18 (p = <0,0001), que tiveram suas expressoes
diminuidas de forma significativa ap6s o estimulo (Figura 16).

Comparando apenas os grupos AT e PT estimulados, € possivel observar que todas as
citocinas sdo mais expressas pelo grupo de lesdo ativa, com excecdo de IL1A. H& também
diferencas significativas de expressao entre estes dois grupos de pacientes para ILIRN (p =
0,0214) e IL18 (p = 0,0004), tendo o grupo AT produzido niveis maiores (Figura 16). Os valores
de fold-change dos resultados de 72h estdo resumidos na Tabela 5.



Tabela 5 — Valores de FC de PBMCs de pacientes AT e PT estimuladas por 72h.

IL1A IL1B ILIRN I1L18 1L37
AT PT AT PT AT PT AT PT AT PT
SE 5,13 331 29 170 | 242 09 & 207 133 | 560 3,95
AgT 9,11 11 724 643 | 091 043 | 1,54 0,18 | 9,62 7
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Fonte: a autora. AgT = antigeno total, AT = pacientes com lesdo ativa antes do tratamento, FC = fold
change, PBMC = célula mononucleada de sangue periférico, PT = pos-tratamento, SE = sem

estimulo.
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Figura 16 - Avaliagéo in vitro da expressdo génica das citocinas IL1A (A), IL1B (B), ILIRN
(C), IL18 (D) e IL37 (E) antes e apds 72h de estimulo com antigeno total de L. braziliensis
entre os grupos controle, antes do tratamento e ap0s o tratamento.
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Fonte: a autora. CT = grupo controle (N=10), AT = pacientes com lesdo ativa antes do tratamento (N=17), PT =
pacientes pos-tratamento (N=12), SE = sem estimulo, AgT = antigeno total. P < 0,05, obtido através de teste ndo
paramétrico (Mann-Whitney) ou paramétrico (T-student). O cultivo das PBMCs com estimulo foi feito na
concentragdo de 10 pg/ul de antigeno total.
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Com o objetivo de entender melhor a resposta inflamatdria nos grupos estudados e fazer
um paralelo com a familia IL-1, avaliamos a expressdo de IFNG e IL10 antes e ap6s o estimulo.
Como esperado, o estimulo com o antigeno induziu a expressao de IFNG em ambos o0s grupos
de pacientes AT (RQ = 16,2 e 24,8, antes e ap6s o estimulo) e PT (RQ = 4,6 e 12,2, antes e ap0s
0 estimulo). Ja para IL10, houve uma inibicdo de sua expressao génica, também em pacientes
AT (RQ=5¢ 1,27, antes e apos o estimulo) e PT (6,5 e 2, antes e ap6s o estimulo). Ndo houve

diferenca significativa entre os grupos (Figura 17).

Figura 17 - Niveis de expressdo de IFNG e IL10 em individuos saudaveis e pacientes antes
do tratamento e apos o tratamento de PBMCs cultivados por 72h.
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Fonte: a autora. CT = grupo controle (N=5), AT = pacientes com lesdo ativa antes do tratamento (N=6), PT =
pacientes pos-tratamento (N=5), SE = sem estimulo, AgT = antigeno total. P < 0,05, obtido através de teste ndo
paramétrico (Mann-Whitney) ou paramétrico (T-student). O cultivo das PBMCs com estimulo foi feito na
concentragdo de 10 pg/ul de antigeno total.

Em seguida, os niveis de expressdo de ambos, IFNG e IL10, foram correlacionados aos
das principais citocinas IL-1, IL1A e IL1B. De forma interessante, pdde-se observar que a
ativacdo desses genes analisados se correlaciona forte e positivamente nos pacientes com lesdo
ativa, inclusive entre uma citocina conhecida por ser reguladora, IL-10, e as citocinas pro-

inflamatorias IL-1a e IL-1p, todos com diferengas significativas (Figura 18).
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Entretanto, em pacientes que obtiveram cura clinica, ndo observamos correlacoes
significativas entre IL10 vs. IL1A e IL1B. Jaentre IFNG vs. IL1A e IL1B, os resultados mostram
que suas expressdes génicas foram induzidas de forma concomitante, tendo sido significativa
para IL1A (Figura 19).

Figura 18 - Correlagdo entre os niveis de expressdo de IFNG e IL10 vs. IL1A e IL1B em
pacientes AT apds o estimulo com antigeno total.
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Fonte: a autora. Correlagfes realizadas pelo teste de Pearson.



Figura 19 - Correlacdo entre os niveis de expressdo de IFNG vs. IL1A e IL1B em pacientes
PT apos o estimulo com antigeno total.
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Fonte: a autora. Correlaces realizadas pelo teste de Pearson.

6.3 Quantificacéo proteica das citocinas IL-1a e IL-1p em sobrenadantes de cultura por
ELISA

Além da expressdo génica, também confirmamos a secre¢do proteica de IL-1a e IL-1§
nos trés grupos de estudo, antes e apds a estimulagdo antigénica, que foi capaz de induzir a
producdo de ambas as citocinas nos pacientes ativos e curados.

Para IL-1a, antes do estimulo, os niveis foram de 3,3 e 5,3 pg/mL para os pacientes AT
e PT, respectivamente, sem producdo significativa em relacdo ao controle. Frente as fracGes
antigénicas de L. braziliensis, houve um aumento para 48,9 pg/mL (p = 0,0008) e 90,1 pg/mL
(p = 0,0053) em AT e PT, respectivamente, com diferengas significativas em comparagédo ao
grupo controle. E importante destacar uma maior producio dessa citocina pelos pacientes que
realizaram o esquema terapéutico (Figura 20).

Enguanto isso, observamos niveis maiores e significativos de IL-1p produzida pelas
PBMCs mesmo antes de estimuladas em pacientes AT (94,7 pg/mL) e PT (42,8 pg/mL) em
comparacgao aos individuos saudaveis (p = 0,0060 e 0,0358, respectivamente). Em resposta ao
estimulo, pacientes AT (230,2 pg/mL; p = 0,0011) e PT (200,7 pg/mL; p = 0,0055) exibiram
aumentos significativos nos valores quantificados, evidenciando a participacdo marcante dessa

citocina na resposta induzida por Leishmania (Figura 21).
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Figura 20 -Niveis proteicos de IL-1a antes e apos o estimulo com antigeno total de L.
braziliensis durante 72h entre os grupos controle, AT e PT.
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Fonte: a autora. CT = grupo controle (N = 6), AT = pacientes com lesdo ativa antes do tratamento (N = 12), PT =
pacientes pos-tratamento (N = 11), SE = sem estimulo, AgT = antigeno total. P < 0,05, obtido através de teste
ndo paramétrico (Mann-Whitney) ou paramétrico (T-student). O cultivo das PBMCs com estimulo foi feito na
concentragdo de 10 pg/ul de antigeno total.
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Figura 21 -Niveis proteicos de IL-1f antes e ap06s o estimulo com antigeno total de L.
braziliensis durante 72h entre os grupos controle, AT e PT.
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Fonte: a autora. CT = grupo controle (N = 6), AT = pacientes com lesdo ativa antes do tratamento (N = 7), PT =
pacientes pos-tratamento (N = 6), SE = sem estimulo, AgT = antigeno total. P < 0,05, obtido através de teste ndo
paramétrico (Mann-Whitney) ou paramétrico (T-student). O cultivo das PBMCs com estimulo foi feito na
concentragdo de 10 pg/ul de antigeno total.

Além de analisar em sobrenadantes de cultura de PBMC, também avaliamos os niveis
plasmaticos de IL-1a, tanto em individuos saudaveis como em pacientes AT, porém 0s mesmos

foram indetectaveis.

6.4 Associacdo entre expressao génica e dados clinicos

Os niveis de expressdo das citocinas IL-1 avaliadas em 72h de acordo com alguns
aspectos clinicos de pacientes de lesdo ativa sdo mostrados na Tabela 6. Os pacientes foram
separados em trés grupos de idade: < 30 anos, entre 31 a 57 anos e > 58 anos, afim também de
tentar evidenciar as diferencas entre os individuos mais jovens e idosos. Os valores de expressao
génica, no entanto, ndo variaram significativamente entre os grupos, levando em conta a
limitacdo do nimero baixo de pacientes idosos no estudo.

Os pacientes que tiveram um tempo de evolucdo mais precoce (60 dias) demonstraram
niveis um pouco mais altos de expressao de IL1A e IL1B, e mais baixo de 1L37, em comparagao

ao outro grupo. Além disso, niveis mais altos de todas as citocinas foram observados em
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pacientes com a lesdo Ulcero-crostosa, apesar de ndo haver diferencas significativas. Por fim,
pacientes que apresentavam uma Unica lesdo ndo demonstraram diferencas significativas de
expressao em comparacgdo aos que desenvolveram mais les6es. Uma possivel limitacéo é que a

maioria dos pacientes deste segundo grupo tinham duas lesdes.

Tabela 6 - Aspectos clinicos de pacientes com lesdo ativa e dados de expressao génica das
citocinas IL-1.

Expressado génica (fold-change)

N IL1A IL1B ILIRN IL18 IL37
IDADE (anos)
< 30 anos 7 9,64 8,31 0,61 2,12 10,25
>31ab57 anos 5 5,82 5,46 0,61 0,53 3,94
>58 anos 5 11,64 8,07 1,63 1,74 14,42
TEMPO DE
EVOLUCAO
< 60 dias 9 10,04 8,51 0,77 1,22 6,82
> 60 dias 8 8,06 5,81 1,07 1,91 12,78
TIPO DE LESAO
Ulcerada 10 7,58 6,51 0,60 1,06 5,53
Ulcero-crostosa 6 12,77 9,40 1,50 2,59 17,49
Impetigdide 1 2,36 1,56 0,47 0,16 3,35
N° DE LESOES
1 9 9,60 7,49 0,65 1,77 8,55
>1 8 8,56 6,96 1,20 1,28 10,82

Fonte: a autora.
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7 DISCUSSAO

A LTA compreende uma das formas de manifesta¢des clinicas causadas pelo grupo de
protozoarios do género Leishmania, que chegam no hospedeiro humano por meio de
flebotomineos infectados. Apesar disso, 0 homem parece ndo ser crucial na manutencao desses
protozoarios na natureza por serem considerados hospedeiros acidentais participantes dessa
doenca zoondtica (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003). O risco de contrair essa infec¢do é
bastante associado a chegada do homem nos ambientes de mata, por isso, a doenca era vista
anteriormente como restrita as populacGes de regides florestais. No entanto, a crescente
urbanizacdo vem trazendo a tona o aspecto antroponotico da doencga, levando a leishmaniose
para novas areas e evidenciando a adaptacao dos vetores a novos ambientes (BENCHIMOL et
al., 2019; FOLLADOR et al., 1999; LEAL; WERNECK; BORGES-OLIVEIRA, 2017).

Em nosso estudo, o acometimento da LTA entre os géneros masculino e feminino foi
relativamente equilibrado nos pacientes de lesdo ativa (44% eram homens e 56% mulheres),
enguanto que a maior parte dos pacientes pos-tratamento eram homens (66,7%) em relacao as
mulheres (33,3%). Diversos trabalhos relatam uma predominancia dos acometimentos em
homens devido & maior exposicao desses individuos a areas de risco, gragas ao envolvimento
com atividades ocupacionais rurais e servicos militares (DA SILVA; CUNHA, 2007,
FRANCA, 2009; ROCHA et al., 2015). Por outro lado, uma pesquisa feita no estado do Ceara
relatou diferencgas na proporc¢ao de homens/mulheres com LTA em diferentes cidades do estado,
uma delas com frequéncia maior de mulheres acometidas. A hipétese levantada foi que o
crescente engajamento das mulheres nas atividades ocupacionais aumente os riscos de contrair
a infeccdo, ou até mesmo a ocorréncia de transmissao peri ou intradomiciliar contribua no
aumento da propor¢cdo de mulheres infectadas (SILVA, 2008). Isso pode ser também uma
justificativa para nossos resultados.

A média de idade dos pacientes de lesdo ativa foi maior do que a observada no grupo de
pacientes curados (42,57 e 24,3, respectivamente). De fato, a faixa etaria dos individuos
acometidos parece variar nos diferentes estudos, mas, predominantemente, observamos uma
faixa de idade associada a fase ativa de trabalho (estimada entre 20 a 39 anos), visto que
aumenta o risco de exposicdo aos vetores flebotomineos. Também observamos casos de
infeccdo em criancas e idosos em nosso trabalho, corroborando com a ideia de transmissédo além
do ambiente florestal e adaptagdo dos mosquitos em areas domiciliares (DA SILVA; CUNHA,
2007; FRANCA, 2009).
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As variagdes nas formas de apresentacdo das lesfes observadas nos pacientes AT do
nosso estudo refletem a complexidade da doenca, destacada principalmente no Novo Mundo.
A lesdo ulcerada tipica ou ulcera franca foi mais predominante nos pacientes AT do nosso
estudo (69,6%). A deteccdo de outras formas menos comuns, como Ulcero-crostosa e
impetigoide confirma ideia de que a LCL é uma doenga polimorfica da pele (GONTIJO; DE
CARVALHO, 2003; MINISTERIO DA SAUDE. FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
2000; SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).

As formas das cicatrizes observadas nos pacientes que obtiveram cura seguiram o
mesmo resultado, com 83,3% apresentando a morfologia comum ulcerada e 16,7% com uma
cicatriz em forma de placa, proveniente de uma lesdo plana palpavel e elevada acima da
superficie da pele, segundo descreve Olliaro et al. (2013). O tempo médio de evolucdo das
lesGes é bem variavel, sendo o intervalo de até 6 meses considerado pouco tempo (GONTHO;
DE CARVALHO, 2003; PASSOS et al., 2001). Ele reflete a intensidade e qualidade da resposta
imunoldgica desenvolvida frente ao parasita, principalmente no inicio da infeccdo, podendo
culminar para a cura de forma espontanea (Ministério da Saude/Brasil, 2017).

As técnicas laboratoriais de diagnéstico para a leishmaniose exibem diferentes
sensibilidades de detec¢éo, seja do parasita ou de seus componentes como material genético e
antigenos. Em nossos resultados, observamos uma maior frequéncia de positividade da técnica
molecular de PCR (86,7%) em relacéo a pesquisa direta das formas amastigotas nas lesdes e
IFI. A PCR permite a detec¢do do material genético do parasita mesmo em quantidades muito
pequenas ou baixa carga parasitaria. Por outro lado, a probabilidade de visualizar o parasita na
lesdo diminui ao longo do tempo, levando as baixas sensibilidades observadas na pesquisa
direta. J& para a IFl, os baixos niveis de anticorpos produzidos na LTA levam a reducgéo da
sensibilidade dessa técnica, exceto em pacientes com maultiplas lesbes, cujo aumento da carga
parasitaria influencia na antigenicidade (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003;
POURMOHAMMADI et al., 2010).

Com relag&o aos niveis de expressdo das citocinas IL-1 no contexto da LTA, as anélises
de 24 e 72 horas de cultivo e estimulacdo das PBMCs revelaram uma possivel tendéncia de
Th1 mais forte se da num estagio mais tardio da infeccédo, tendo em vista os niveis de transcritos
observados nos resultados de 72 horas (COELHO et al., 2010; ROCHA et al., 1999).

Apos trés dias de estimulo, observamos que as células dos pacientes com lesdo ativa e
curados exibem niveis mais altos de expressao de IL1A, mesmo na auséncia de estimulo. Alguns

dados sugerem que essa citocina é importante para a ativacdo de uma resposta Th1l e ativacdo
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de células T CD4", num trabalho em conjunto com a IL-12, apesar de também estar associada
a desregulacdo da resposta imunoldgica (LOPEZ KOSTKA et al., 2009). No entanto, os niveis
mais altos mantidos em pacientes apds o tratamento indiquem que tal citocina ndo contribua
para o desbalango imunolégico em pacientes.

Na andlise da expressdo proteica, observamos que a quantificacdo de IL-1p foi
significativa em ambos 0s grupos de pacientes antes de receberem estimulo. 1sso pode indicar
que essa citocina tem uma producdo persistente durante e apds a infeccdo, enquanto que a
producdo de IL-1o estaria mais restrita ao momento da apresentacdo antigénica. Além disso,
niveis proteicos menores de IL-1a podem ser observados ja que também atua como citocina
“alarme”, se restringindo ao interior da célula e sendo liberada apds danos e injuria tecidual.

Além disso, os niveis plasmaticos de IL-1a, tanto em controle como em pacientes, foram
indetectaveis. Isso sinaliza que a regulacédo inflamatdria € mais local do que sistémica. Italiani
et al., 2018 mencionam que mesmo em condi¢Oes patoldgicas, ambas IL-1o e IL-1p geralmente
sdo indetectaveis na circulagdo humana.

Apos o estimulo das PBMCs, observamos claramente um aumento significativo nas
expressdes génica e proteica de IL-1a e IL-1p em pacientes AT, comparado ao grupo controle
estimulado. Esse resultado demonstra a capacidade do estimulo de L. braziliensis em direcionar
uma resposta inflamatoria, que de forma exacerbada, piora a patogénese da LC e sua gravidade
(FERNANDEZ-FIGUEROA et al., 2012). Alguns trabalhos demonstram que o estimulo das
proteinas sollveis presentes no extrato obtido a partir de L. braziliensis € capaz de induzir fortes
respostas Th1l através de IFN-y ¢ TNF, além de proliferagao de linfocitos (CHAMAKH-AYARI
et al., 2014; SCHNORR et al., 2012).

Santos e colaboradores (2018) encontram resultados semelhantes, pois, apés
estimularem o PBMC de pacientes com LTA infectados por L. braziliensis com antigeno
soltvel, relatam um aumento na producédo da IL-1p. Também ja foi observado que mondcitos
de pacientes com LC que ndo receberam estimulo apresentavam uma producao
significativamente maior de IL-1B do que individuos controles (FERNANDEZ-FIGUEROA et
al., 2012).

Nos pacientes curados (PT), vemos que o estimulo também induziu, de forma
significativa em relacé@o aos controles. Esse aumento apds um novo reconhecimento das células
aos antigenos de Leishmania pode indicar um aprimoramento da resposta imune gragas a
memoria gerada apds uma inflamacdo resolvida, contribuindo assim para a cura e protecdo
(CHAMAKH-AYARI et al., 2014; ITALIANI et al., 2020). Além disso, as citocinas IL-1

parecem ser cruciais na reativacdo de T CD4" efetoras e de memoria ja diferenciadas (JAIN et
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al., 2018). Alguns trabalhos como o de Nogueira et al. (2014) e Da-Cruz et al. (2002) também
demonstram a capacidade de producéo de citocinas inflamatorias ap6s estimulo pelos pacientes
com LC, mesmo ap6s um longo tempo de cura.

Uma andlise das expressdes de IFNG e IL10 foi feita para avaliar a resposta ao estimulo
pelo antigeno solGvel total de Leishmania, e pode-se observar que as mesmas foram induzidas
e inibidas, respectivamente, mas sem significancia, em pacientes ativos e curados. Essa
heterogeneidade de respostas pro e anti-inflamatoria parece ser importante no desfecho clinico
(CHAMAKH-AYARI et al., 2014). Além disso, a inibi¢do de 1L10 pode indicar um perfil de
resposta imune mais inflamatério induzido por tal espécie de Leishmania (DOS SANTOS et
al., 2017).

Para tentar entender a dindmica entre tais citocinas, foram feitas correlacdes entre seus
niveis de expressdo. Foram observadas correlac@es positivas e significativas entre IFNG e IL1A
em ambos 0s grupos de pacientes, e com IL1B em pacientes AT. No entanto, apenas em
pacientes com lesdo ativa houve correlagédo entre IL1A/B e 1L10, demonstrando que, em
resposta ao estimulo, ha uma regulacdo a medida em que os transcritos de IL1A/B aumentam e
uma resposta inflamatdria menos polarizada e mais mista (Th1/Th2) em comparacéo a resposta
produzida por pacientes curados. Nogueira et al. (2014), por exemplo, observaram uma
correlacdo negativa entre a producdo de IFNG e IL10 ao longo do tempo decorrido apos a cura
clinica da LMC, demonstrando o papel da regulacdo associado a cura dessa forma clinica. No
entanto, um perfil misto de respostas 1 e 2 ja foi associado a um modelo de inflamacéo
persistente, gracas a presenca de monécitos com fenétipo M1/M2 (ITALIANI et al., 2020).

A familia IL-1 também inclui o antagonista IL-1Ra, que regula a a¢éo das citocinas IL-
1o/B. Observamos que pacientes tratados exibem niveis reduzidos de expressdo de tal citocina
reguladora, e isso pode indicar que, provavelmente, a taxa de citocinas IL-1 bioativas, capazes
de se ligarem ao receptor, € maior nesses individuos (VON STEBUT et al., 2003).

O estimulo com os antigenos de L. braziliensis inibiu a expressdo desse antagonista em
ambos os pacientes AT e PT, tendo sido de forma significativa nos pacientes tratados. Essa
reducdo também pode estar associada ao aumento observado de IL1A/B, possibilitando que
assim possam desempenhar seu papel na inflamacdo e ativar as cascatas imunoldgicas em
resposta ao patdgeno. Isso também mostra que, apds uma nova estimulacdo, pacientes que
tiveram LTA induzem respostas inflamatorias direcionadas por IL-1 menos atenuadas pelo
antagonista, que teria um papel regulador em pacientes.

Dos Santos e colaboradores (2017) infectaram uma linhagem de mondcitos humanos

chamada THP-1 com L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis e verificaram que esta ultima
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induz niveis mais baixos de IL-1Ra do que L. (L.) amazonensis, evidenciando a capacidade de
L. braziliensis de induzir um perfil de resposta mais inflamatéria. De fato, a resposta
direcionada pela L. (L.) amazonensis em pacientes € caracterizada por um perfil Th1 mais fraco
e Th2 mais pertinente, resposta essa também associada a manifestacdo difusa da LTA
(SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004)..

Com relagdo a IL-18, essa é uma citocina que pode atuar induzindo a producdo de IFN-
vy por células T e NK, contribuindo assim para a resposta Thl e protecdo contra diversos
patdgenos intracelulares. No entanto, pode também facilitar a resposta Th2 induzindo a
producédo de IL-3, IL-9, IL-13 e IL-4 por células T, mastécitos e basofilos (BRYSON; WEI;
ALEXANDER, 2008; NAKANISHI, 2018).

Ha uma grande divergéncia sobre o papel da IL-18 na infeccdo por Leishmania, no que
diz respeito a susceptibilidade ou resisténcia, mas sabe-se que o background genético direciona
0 papel dessa citocina para protecdo ou exacerbacdo da doenca através das respostas Thl e Th2.
Por exemplo, a delecdo de IL18 causa maior severidade da doengca em camundongos C57BL/6,
que sdo resistentes a L. major e capazes de desencadearem respostas Thl, parecendo assim
contribuir de certa forma com a resisténcia. J& em camundongos BALB/c, susceptiveis a
infeccdo por L. major, a IL-18 parece contribuir nessa progressio (BRYSON; WEI;
ALEXANDER, 2008; SOUSA et al., 2015). Contribuindo ainda mais para a complexidade do
papel da IL-18 na leishmaniose, Sousa et al. (2015) sugerem a contribui¢éo da IL-18 na infecgdo
varia entre as espécies de Leishmania. Apesar disso, ainda ndo ha estudos avaliando a IL-18 na
infeccdo por L. braziliensis.

Em nossos resultados, semelhantemente a IL1IRN, os niveis do mRNA de IL18 estavam
significativamente reduzidos em pacientes pos-tratamento em comparacéo aos de lesdo ativa e
controle. Essa diminuicdo, que acompanha uma reacdo inflamatdria resolvida, corrobora com
0 que é descrito por Italiani et al. (2020), que demonstraram haver um aumento no receptor
soltvel inibidor da IL-18 (IL-18BP) associado a atenuacdo da inflamacéo aguda e retorno da
homeostase. Além disso, esse resultado pode indicar que a diminuicdo de IL18 pode ser um
biomarcador que sinaliza um bom progndéstico e resposta ao tratamento, sendo uma citocina
sensivel a terapia com Glucantime®.

Natale (2015) encontrou em seu estudo niveis mais altos da IL-18 em camundongos
C57BL/6 selvagens infectados com L. amazonensis durante o periodo de exacerbacdo das
lesOes, e viu que 0 nocaute da IL-18 contribui para redugéo da gravidade da doenga com lesdes
menores. A auséncia dessa citocina também contribui para o processo de cicatrizacdo tecidual,

visto que a superproducéo da IL-18 esta associada a disturbios fibroticos (DO et al., 2012).
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Por fim, analisamos as expressfes de IL37 antes e apds estimulagdo, um gene que
codifica uma citocina que € sabidamente conhecida por suprimir a resposta inflamatoria,
inibindo a producao de citocinas como IL-1a, IL-6 € TNF e atuando como fator de transcricao
através da regulacdo de genes supressores da inflamacdo (NOLD et al., 2010; WANG et al.,
2018). Nossos resultados demonstraram niveis significativamente mais altos de expressdo do
MRNA de IL37 em pacientes AT em ambos os tempos de cultura, porém a inibi¢cdo de sua
expressao apds o estimulo no tempo mais curto (24h) pode indicar que nesse estagio, ha a
tendéncia de uma resposta menos equilibrada.

Diversos estudos destacam que a expressdo de 1L37 depende da presenca de um meio
inflamatorio e de células inflamat6rias no ambiente, e que em condigdes normais ela ndo é
expressa ou estd presente em baixos niveis (DINARELLO et al., 2016; WANG et al., 2018;
YE; HUANG, 2015). Nossos dados mostram um possivel papel regulador da IL-37 presente
nos pacientes com a infecgédo ativa, muito provavelmente atuando para limitar a inflamacéo.
Talvez por isso 0s pacientes curados exibam menores niveis dessa citocina, ja que resolveram
a lesdo. Na presenca do estimulo, ambos os pacientes ativos e curados exibiram niveis
significativamente mais altos de expressdo de IL37 em relacdo ao controle. Nosso estudo € o
primeiro a fornecer evidéncias da atuagéo da IL-37 na leishmaniose.

Uma pesquisa realizada com doengas inflamatdrias intestinais como Doenca de Crohn
e colite ulcerativa revelou niveis mais altos de expressdo da IL-37 nos tecidos inflamados, além
de niveis séricos baixos dessa citocina nos pacientes, provavelmente associados a translocacao
da IL-37 para o nucleo para regular a inflamacdo, modulando a expressdo génica de citocinas
como TNF, IL-6 e IL-1p (LI et al., 2014). A inibicdo destas citocinas também foi observada
quando PBMCs de pacientes com lUpus eritematoso sistémico foram estimulados com IL-37
recombinante purificada (YE et al., 2014).

Tudo isso indica a importancia da IL-37 como modulador na patogénese causada pela
Leishmania, bem como na supressdo da resposta imune no contexto inflamatério e a
possibilidade de exploracdo em testes clinicos como terapia de doencas inflamatorias. Quando
associamos os dados clinicos as citocinas, € possivel notar uma tendéncia de menor expressao
de IL37 e maior de IL1A/B em pacientes que tiveram uma evolucao rapida da doenca, indicando
a importancia de um equilibrio inflamatério na progressdo da LTA. Por isso, 0 estudo dessa
citocina no contexto da LC pode ser promissor para abordagens terapéuticas ou até mesmo
como um biomarcador que sinalize atividade inflamatéria exacerbada.

Em nosso estudo, ndo encontramos associacBes significativas entre os niveis de

expressoes de IL-1 e caracteristicas clinicas de pacientes AT, talvez devido ao nimero reduzido
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de amostras. No entanto, ainda podemos observar que pacientes com tempo de evolugdo mais
curto expressaram niveis maiores de citocinas inflamatérias e menores de IL37, bem como o0s
gue tinham a leséo Ulcero-crostosa, indicando que um desequilibrio na regulacdo pode estar
associado a esses fatores.

Sendo assim, podemos observar uma importante regulacdo da producgéo das citocinas
IL-1 frente a L. braziliensis, um parasita com potencial imunogénico dirigido a inducéo de uma
intensa resposta inflamatoria, assim como o papel da terapia com antimonial na atenuacgéo de
IL-18, 0 que parece contribuir para a cicatrizacdo (Quadro 2). Como previsto, pacientes que
exibem a infeccdo ativa expressam niveis induzidos de transcritos de citocinas IL-1a/p em
resposta a estimulacéo, indicando a participacdo dessas citocinas na resposta efetora, apesar de
também haver producéo de IL37 e correlacdes significativas com IL10, indicando a participacao
da regulacdo. Alem disso, pacientes curados mantém a capacidade de expressarem citocinas
inflamatorias apds novo estimulo, com baixos niveis de ILLRN, demonstrando que sua reducéo
esteja também esteja associada a cura (Quadro 2). Nossos achados contribuem para elucidar a
participacao da familia IL-1 e do papel ainda pouco conhecido da IL-18 na susceptibilidade na

LTA, bem como a atuacdo reguladora da I1L-37 em resposta a Leishmania.

Quadro 2 - Comportamento das citocinas IL-1 em pacientes apds 72h de estimulo.

IL1A IL1B ILIRN IL18 IL37
AT 1 1 ! ! i
PT 1 1 1l 1 il

Fonte: a autora. AT = pacientes com lesdo ativa antes do tratamento, PT = pacientes pds-tratamento. Uma seta =
sinaliza alteracdo, porém sem significancia estatistica, Duas setas = alteracdo com diferenca significativa.
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8 CONCLUSOES

. O estimulo com antigenos de L. braziliensis é capaz de induzir expressdes génicas e
proteicas significativas de citocinas IL-1 pré-inflamatorias em pacientes ativos e curados,
indicando que estes mantém a capacidade de produzirem citocinas inflamatorias apos novo
estimulo e que tais citocinas contribuem no estabelecimento de uma resposta Thl durante a
infeccéo.

. Nossos dados sugerem que a citocina IL-1a exerce uma regulacdo inflamatéria local
em pacientes com LTA, tendo em vista 0s niveis indetectaveis no plasma sanguineo.

. A diminuicdo da transcricdo de IL1RN esta associada a cura, provavelmente, porque a
atuacdo de IL-10/B é importante na protegdo contra L braziliensis.

. A citocina IL-18 parece ter um papel Th2 na LTA em humanos, e sua inibicéo
significativa em pacientes que realizaram o esquema terapéutico pode indica-la como
biomarcador do prognéstico de cura.

. A expressdo de IL37 é induzida em resposta a inflamacéo induzida por antigenos de L.
braziliensis, provavelmente com papel de atenuagdo da doenca.

. As correlag@es indicam que, provavelmente, pacientes que obtiveram sucesso na cura
da LTA produzem uma resposta imune mais polarizada (Th1l) e menos mista (Th1/Th2) apos
um novo estimulo.

. Pacientes que realizaram a terapia com o Glucantime® exibem uma diminuic¢éo na
atividade transcricional de citocinas IL-1, destacando IL1RN e IL18, o que talvez contribua

nos mecanismos de resisténcia que controlam a infec¢do por Leishmania.
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9 PERSPECTIVAS

. Dosar a citocina IL-37 em sobrenadantes de cultura de PBMCs de pacientes antes e
apos tratamento, com e sem estimulo.

o Avaliar por citometria de fluxo as populagdes celulares (linfocitos T e mondcitos) que
participam e contribuem na producéo das citocinas da familia IL-1 aqui estudadas.

. Publicar os dados das citocinas IL-1 do presente trabalho em um artigo cientifico.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Paciente

W Fundacao Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

. ——)
Centro de Pesquisas FIOCRUZ

AGGEU MAGALHAES

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Paciente

Projeto: “Caracterizacao da resposta imunoldgica em pacientes portadores de Leishmaniose
Tegumentar Americana Ativa e apos cura clinica”.

O objetivo principal desse projeto € a andlise de aspectos biolégicos que pode ter
influéncia na doenca causada por Leishmania Viannia braziliensis. A Leishmania é um
parasita do homem que causa doenca (lesdes) na pele, conhecida como leishmaniose
tegumentar (ferida brava). Além disso, o projeto também pretende identificar alteracdes
biolégicas hereditarias (mutagBes) humanas que contribuem para o agravamento dessa
doenca.

O senhor e algumas pessoas da sua familia estdo sendo convidados a participar deste
estudo porque moram em uma regido onde a leishmaniose é comum. O senhor sera
acompanhado por visitas em sua casa, com objetivo de identificar se alguém de sua familia
foi contaminado pelo parasita que causa a leishmaniose. Para isto, as pessoas que moram
em sua casa serao consultadas.

Como o senhor faz parte do grupo de pacientes, serd solicitada uma coleta de sangue
de 40 ml, o que equivale a quatro colheres de sopa. A coleta de 40 mL de sangue ocorrera
em dois momentos, ou seja, antes e depois do tratamento. Serdo também realizados exames
para confirmar sua doenca e que incluirdo a intradermoreacao de Montenegro e biépsia da
borda da ferida. Todas as informacdes e detalhes dos exames que serdo realizados serdo
previamente esclarecidos para o senhor. Além disso, o senhor também recebera os resultados
desses exames. Todo procedimento sera realizado com material estéril descartavel e por
profissionais de salde de reconhecida capacidade. A coleta de sangue pode causar um leve
desconforto, como dor no local da puncéo, e, raramente, pode levar ao aparecimento de uma
mancha roxa ao redor da picada, causada pelo extravasamento de pequena quantidade de
sangue (hematoma). A biopsia € a retirada de um pequeno pedaco da leséo, aplicando-se um
anestésico; normalmente, ndo oferece riscos, exceto um pequeno sangramento no local ou
um ponto de infeccao, que pode ser tratado com limpeza e medicacao locais. A biépsia sera
realizada pela médica participante do projeto no hospital onde ela trabalha. O transporte para
realizacao da retirada da bidpsia sera feito pela secretaria de salde de seu municipio.

O remédio utilizado para o tratamento serd o Glucantime® e o senhor tomara injecées
no braco ou nas nadegas em doses de 20 mg/Kg/dia em ciclos de vinte a trinta dias, sendo
realizado no posto de saude do municipio do presente estudo por médicos, enfermeiros ou
auxiliares de enfermagem. Esse remédio (Glucantime®) é o mais utilizado, promove cura da
doenca e pode ter efeitos colaterais como nauseas e indisposicdo (moleza). Se ocorrer
qualquer alteragdo em seu organismo, o senhor devera procurar o meédico do posto de saude.
O senhor ndo tera gastos em decorréncia dos testes ou tratamento que realizar4. Os
beneficios em participar deste estudo sdo que o senhor e os membros de sua familia serdo
estudados para avaliar se apresentam algum sinal de infeccdo ou se sdo imunes a
desenvolver a leishmaniose. Esse trabalho trara grande beneficio no estudo da leishmaniose,



96

pois ajudaré a entender melhor sobre a prote¢édo das pessoas a esta doenca. O senhor pode
solicitar informacdes sobre o projeto a qualquer momento caso julgue necessario. O senhor
poderd recusar ou retirar seu consentimento, em qualgquer momento da investigacdo, sem
gualquer punigdo ou prejuizo.

A Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) estd autorizada a utilizar as
informacgfes obtidas através dos resultados dos procedimentos em reunides, congressos,
patentes e publicacbes cientificas preservando, neste caso, a sua identidade. O
CPqAM/FIOCRUZ podera também estocar o material coletado para posteriores estudos, e
para isso um pesquisador do projeto entrara em contato com o0 senhor. O senhor podera
contactar o CEP/CPgAM para saber se a pesquisa foi avaliada e aprovada quanto a ética do
estudo. Da mesma forma o CEP podera ser contactado através do endereco Centro de
Pesquisas Aggeu Magahaes, FIOCRUZ, Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria,
caixa postal 7472, CEP: 50670-420, Recife-PE, Brasil, telefone (81) 21012639 em caso de
alguma denuncia de sua parte referente a essa pesquisa.

Caso sofra qualquer tipo de dano previsto ou ndo no termo de consentimento e
resultante de sua participacdo, além do direito a assisténcia integral, o senhor terd direito a
indenizag&o. O pesquisador, o patrocinador e a instituigdo devem assumir a responsabilidade
de dar assisténcia integral as complicacdes e danos decorrentes dos riscos previstos. Caso o
senhor tenha alguma despesa por causa da sua participacao nesta pesquisa, o senhor tera
direito de receber o seu dinheiro de volta.

Este documento é feito em duas vias, ficando uma em sua posse e a outra com a
equipe do projeto e que todas e quaisquer duvidas que o senhor venha a ter sobre o
significado dos termos empregados nesse texto lhe serdo completamente esclarecidos por
um dos membros do projeto antes que o senhor assine este impresso.

DECLARACAO DO PARTICIPANTE
(identidade:.....ccccoeeveeereeeniiinnnnnnn. ), li @ concordo em participar como voluntario neste projeto

gque envolvera o Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CPQAM/FIOCRUZ).

Assinatura do paciente data
Endereco do paciente para contato data
Assinatura do pesquisador responsavel data
Assinatura do médico responsavel — CPqAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional do pesquisador responsavel (Valéria Régo Alves Pereira):
Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, FIOCRUZ, Av. Moraes
Régo, s/n°, Recife, fone: (81) 21012631.
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Paciente Menor
de 18 anos

w Fundacao Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

Centro de Pesquisas FIOCRUZ

AGGEU MAGALHAES

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Paciente Menor de 18 anos

Projeto: “Caracterizacao da resposta imunoldgica em pacientes portadores de Leishmaniose
Tegumentar Americana Ativa e apos cura clinica”.

O objetivo principal desse projeto é a analise de aspectos biolégicos que pode ter influéncia
na doenga causada por Leishmania Viannia braziliensis. A Leishmania é um parasita do
homem que causa doenca (lesdes) na pele, conhecida como leishmaniose tegumentar (ferida
brava). Além disso, o projeto também pretende identificar alteracdes bioldgicas hereditarias
(mutac¢des) humanas que contribuem para o agravamento dessa doenca.

O senhor e seu filho (a) estdo sendo convidados a patrticipar deste estudo porque moram em
uma regido onde a leishmaniose é comum. O senhor serd acompanhado por visitas em sua
casa, com objetivo de identificar se alguém de sua familia foi contaminado pelo parasita que
causa a leishmaniose. Para isto, as pessoas que moram em sua casa serao consultadas.
Como responsavel pelo menor, o senhor esta sendo convidado a participar deste estudo
devido ao mesmo se encontrar no grupo de pacientes menores de 18 anos. Sera solicitada
uma coleta de sangue de 20 ml, o que equivale a duas colheres de sopa. A coleta de 20 mL
de sangue ocorrera em dois momentos, ou seja, antes e depois do tratamento. Serdo também
realizados exames para confirmar a doenca e que incluirdo a intradermoreacdo de
Montenegro e bidpsia da borda da ferida. Todas as informacgdes e detalhes dos exames que
serdo realizados serdo previamente esclarecidos para o senhor que € responsavel pelo
menor. Além disso, o senhor também receberd os resultados desses exames. Todo
procedimento sera realizado com material estéril descartavel e por profissionais de saude de
reconhecida capacidade. A coleta de sangue pode causar um leve desconforto, como dor no
local da puncéo, e, raramente, pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da
picada, causada pelo extravasamento de pequena quantidade de sangue (hematoma). A
biopsia € a retirada de um pequeno pedaco da lesdo, aplicando-se um anestésico;
normalmente, ndo oferece riscos, exceto um pequeno sangramento no local ou um ponto de
infeccdo, que pode ser tratado com limpeza e medicacao locais. A biopsia seré realizada pela
médica participante do projeto no hospital onde ela trabalha. O transporte para realizacao da
retirada da biépsia sera feito pela secretaria de saude de seu municipio.

O remédio utilizado para o tratamento sera o Glucantime® e o paciente menor de idade
tomara injecdes no braco ou nas nadegas em doses de 20 mg/Kg/dia em ciclos de vinte a
trinta dias, sendo realizado no posto de satde do municipio do presente estudo por médicos,
enfermeiros ou auxiliares de enfermagem. Esse remédio (Glucantime®) é o mais utilizado,
promove cura da doenga e pode ter efeitos colaterais como nauseas e indisposi¢cao (moleza).
Se ocorrer qualquer alteracdo no organismo do menor, o senhor devera procurar o médico do
posto de salude. O senhor ndo tera gastos em decorréncia dos testes ou tratamento que o
menor realizard. Os beneficios em participar deste estudo sdo que o senhor, 0 menor por
guem o senhor é responsavel e os outros membros de sua familia serdo estudados para
avaliar se apresentam algum sinal de infeccdo ou se sdo imunes a desenvolver a
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leishmaniose. Esse trabalho trara grande beneficio no estudo da leishmaniose, pois ajudara
a entender melhor sobre a protecdo das pessoas a esta doenca. O senhor pode solicitar
informacfes sobre o projeto a qualguer momento caso julgue necessario. O senhor podera
recusar ou retirar o consentimento do menor, em qualquer momento da investigagdo, sem
gualquer punicdo ou prejuizo.

A Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) estd autorizada a utilizar as
informac8es obtidas através dos resultados dos procedimentos em reunides, congressos,
patentes e publicacbes cientificas preservando, neste caso, a sua identidade. O
CPgAM/FIOCRUZ podera também estocar o material coletado para posteriores estudos, e
para isso um pesquisador do projeto entrara em contato com o senhor. O senhor podera
contactar o CEP/CPgAM para saber se a pesquisa foi avaliada e aprovada quanto a ética do
estudo. Da mesma forma o CEP poderd ser contactado através do endereco Centro de
Pesquisas Aggeu Magahaes, FIOCRUZ, Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria,
caixa postal 7472, CEP: 50670-420, Recife-PE, Brasil, telefone (81) 21012639 em caso de
alguma denuncia de sua parte referente a essa pesquisa.

Caso 0 menor sofra qualquer tipo de dano previsto ou ndo no termo de consentimento
e resultante de sua participacdo, além do direito a assisténcia integral, o senhor como
responsavel pelo menor terad direito a indenizagdo. O pesquisador, o patrocinador e a
instituicdo devem assumir a responsabilidade de dar assisténcia integral as complicagcdes e
danos decorrentes dos riscos previstos. Caso o senhor tenha alguma despesa por causa da
participagdo do menor pelo qual é responsavel nesta pesquisa, o senhor terd direito de
receber o seu dinheiro de volta.

Este documento € feito em duas vias, ficando uma em sua posse e a outra com a
equipe do projeto e que todas e quaisquer davidas que o senhor venha a ter como responséavel
pelo menor sobre o significado dos termos empregados nesse texto lhe serdo completamente
esclarecidos por um dos membros do projeto antes que o senhor assine este impresso.

DECLARACAO DO PARTICIPANTE

(identidade:..........cccoeeeeeeil. ), responsavel pelo  menor..................ceeiel.
................................................................................ , li e concordo em participar como
voluntério neste projeto que envolverd o Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacéao
Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ).

Assinatura do responsavel pelo menor data
Endereco do responsavel pelo menor data

Assinatura do pesquisador responsavel data
Assinatura do médico responsavel — CPqAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional do pesquisador responsavel (Valéria Régo Alves Pereira):
Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes
Régo, s/n°, Recife, fone: (81) 21012631.
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Controle

Gundagéo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

Centro de Pesquisas FIOCRUZ

AGGEU MAGALHAES

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Controle

Projeto: “Caracterizagao da resposta imunoldgica em pacientes portadores de Leishmaniose
Tegumentar Americana Ativa e apos cura clinica”.

O objetivo principal desse projeto é a analise de aspectos biol6gicos que pode ter influéncia
na doenga causada por Leishmania Viannia braziliensis. A Leishmania é um parasita do
homem que causa doenca (lesdes) na pele, conhecida como leishmaniose tegumentar (ferida
brava). Além disso, o projeto também pretende identificar alteracdes bioldgicas hereditarias
(mutacdes) humanas que contribuem para o agravamento dessa doenca.

O senhor e algumas pessoas da sua familia estdo sendo convidados a participar deste
estudo porque moram em uma regido onde a leishmaniose é comum. O senhor sera
acompanhado por visitas em sua casa, com obijetivo de identificar se alguém de sua familia
foi contaminado pelo parasita que causa a leishmaniose. Para isto, as pessoas que moram
em sua casa serdao consultadas.

O senhor esta sendo convidado a participar deste estudo por se encontrar no grupo
controle, ou seja, grupo de individuos que nao apresentam a doenca e que servirdo de
comparagdo com os individuos doentes. Ao senhor sera solicitada uma uUnica coleta de
sangue de 40 ml o que equivale a uma colher de sopa. Todo procedimento sera realizado com
material estéril descartavel e por profissionais de salde de reconhecida capacidade. A coleta
de sangue pode causar um leve desconforto, como dor no local da puncéo, e, raramente,
pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada, causada pelo
extravasamento de pequena quantidade de sangue (hematoma). Esse trabalho trar4 grande
beneficio no estudo da leishmaniose, pois ajudara a entender melhor sobre a protecao das
pessoas a esta doenga. O senhor pode solicitar informacdes sobre o projeto a qualquer
momento caso julgue necessario. O senhor podera recusar ou retirar 0 seu consentimento,
em qualquer momento da investigagdo, sem qualquer puni¢gédo ou prejuizo.

A Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) estd autorizada a utilizar as
informagfes obtidas através dos resultados dos procedimentos em reunides, congressos,
patentes e publicacbes cientificas preservando, neste caso, a sua identidade. O
CPgAM/FIOCRUZ podera também estocar o material coletado para posteriores estudos, e
para isso um pesquisador do projeto entrara em contato com o senhor. O senhor podera
contactar o CEP/CPgAM para saber se a pesquisa foi avaliada e aprovada quanto a ética do
estudo. Da mesma forma o CEP podera ser contactado através do endereco Centro de
Pesquisas Aggeu Magahaes, FIOCRUZ, Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria,
caixa postal 7472, CEP: 50670-420, Recife-PE, Brasil, telefone (81) 21012639 em caso de
alguma denuncia de sua parte referente a essa pesquisa.

Caso sofra qualquer tipo de dano previsto ou ndo no termo de consentimento e
resultante de sua participacdo, além do direito a assisténcia integral, o senhor terd direito a
indenizag&o. O pesquisador, o0 patrocinador e a instituicdo devem assumir a responsabilidade
de dar assisténcia integral as complicacdes e danos decorrentes dos riscos previstos. Caso o
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senhor tenha alguma despesa por causa da sua participacdo nesta pesquisa, o senhor tera
direito de receber o seu dinheiro de volta.

Este documento é feito em duas vias, ficando uma em sua posse e a outra com a
equipe do projeto e que todas e quaisquer duvidas que o senhor venha a ter sobre o
significado dos termos empregados no presente texto lhe serdo completamente esclarecidos
por um dos membros do projeto antes que o senhor assine este impresso.

DECLARACAO DO PARTICIPANTE
(identidade:.......ccccceeeeviiiiiiiiennn. ), li e concordo em participar como voluntario neste projeto

gue envolvera o Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CPQAM/FIOCRUZ).

Assinatura do voluntario data
Endereco do voluntario data
Assinatura do pesquisador responséavel data
Assinatura do médico responsavel — CPgAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional do pesquisador responsavel (Valéria Régo Alves Pereira):
Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, FIOCRUZ, Av. Moraes
Régo, s/n°, Recife, fone: (81) 21012631.



ANEXO A — Parecer do Comité de Etica

PARECER DE RELATORIO PARCIAL .

Titulo: CARACTERIZACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA EM
pACIENTES PORTADORES DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
' AMERICANA ATIVA E APOS CURA CLINICA

Pesqmsador responsavel: Valéria Pereira Hernandes

A Instituiciio de realizagdo do Projeto: CPqAM

Lk Av Moraes Rego, sin ” ; &5 ) i
s Fore: i81) 2101.2639 . -«
a1l | 2101.2639 : (D

f3rsil
#stpaam.tiocruz.br

Institui¢des Envolvidas: CPqAM/ FIOCRUZ

Data de aprovagio do projeto no CEP/CPqAM: 04/04/2013

Data de apreciacio do relatério parcial no CEP/CPqAM: 30/03/2016

Registro no CAAE: 1 1083812.7.0000.5190

Prezada Dra., Valéria Pereira Hernandes

Apo6s analisar o relatério parcial referente ao projeto em pauta na reuniao

do CEP/CPqAM que ocorreu dia 14 de Junho de 2016, informamos que o

referido relatério foi deferido, pois se encontra em concorddncia com'a
Resolugdo sobre diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos, Res. 466 do Conselho Nacional de Saude, de
12 de dezembro de 2012 e complementares. O CEP/CPqAM defere
também quanto a solicitagdo da pesquisadora responsavel pelo projeto para
‘prorrogagdo de prazo de conclusdo do estudo, que fica alterada para 03 de

* julho de 2019

Recife, 26 de julho de 2016.

ﬁw il

Janama Campos de Miranda

Coordenadora CEP/CPqAM/FIOCRUZ

AGGEU

MAGALHAES
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ANEXO B - Solicita¢io de renovacéo do Comité de Etica

Fwd: PLATBR - Estado de apreciagdo de Pesquisa

---------- Forwarded message ---------

De: Equipe Plataforma Brasil <plataformabrasil@saude.gov.br>
Date: qua, 26 de jun de 2019 as 1631

Subject: PLATER - Estado de apreciacdo de Pesquisa

To: Val?ria Pereira Hernandes <valeriaph@gmail.com:>

Caro (a) Pesquisador (a) e Assistente(s),

0 projeto CARACTERIZACAQ DA RESPOSTA IMUNOLOGICA EM PACIENTES PORTADORES DF LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA ATIVA E APOS CURA CLINICA foi aceito para
analise no CEP. Significa que o CEP concluiu a validacgo documental de sua ultima submisséo, por favor verifique a situacao do projeto de pesquisa e atenda a possiveis pendencias
documentais, se existirem. Caso contrario aguarde o parecer consubstanciado do CEP, cujo o nome pade ser consultado no campo localizagio atual do projeto, disponivel no item
detalhar.

Atenciosamente,
Plataforma Brasil

Siga Etica em Pesquisa nas Redes Sociais;

Instagram
Facebook
Twitter
Linkedin
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INSTITUTO AGGEU \czmorrrp
. MAGALHAES (IAM)

2 s
SR

g P s e TR

COMPROVANTE DE ENVIO DO PROJETO
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZACAD DA RESPOSTA IMUNOLOGICA EM PACIENTES
PORTADORES DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA ATIVA E
APOS CURA CLINICA

Pesquisador:  Valéria Pereira Hermandes

Versao: i}

CAAE: 11083812.7.0000.5190

Instituicdo Proponente: FUNDACAD OSWALDOD CRUZ

DADOS DO COMPROVANTE

Niumero do Comprovante:
Patracionador Principal: FUNDACAD OSWALDO CRUZ

Infarmanmas que o projels CARACTERIZACAD DA RESPOSTA IMUNDLOGICA EM PACIENTES
PORTADORES DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA ATIVA E APOS CURA CLINICA que
tem como pasquisa:lnr I'ﬂSFIEII‘IS-ﬂ'LI‘Gl Valéria Peraira Hernandes, foi recabido para analisa é&tica no CEP
Instituto Aggeu Magalh3es (IAM) em 26/06/2019 as 16:31.

Enderega:  Av. Pral. Moraes Rego, sin®
Bairra: Cidade Universithia CEP: 50.670-420
UF: PE Municipia: RECIFE

Telefone: (&112101-2659 Fax: [81)2101-2638 E-mail: comilesticafepaanm fiocruz be
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ANEXO C - ARTIGO 1-IL-1 FAMILY AND CUTANEOUS LEISHMANIASIS: A
POORLY UNDERSTOOD RELATIONSHIP

Cytokine and Growth Factor Reviews

journal homepage: wew.elsevier.comilocatetoyioglr

IL-1 family and Cutaneous Leishmaniasis: A poorly understood relationship

Ester Alves da Silva Amorim™™*, Aquila Alcintara de Franca™", Valéria Régo Alves Pereira®,

Maria Carolina Accioly Brelaz-de-Castro™"

* el o e (TP, Ao
SEANE ASN, Prond
lu g s 3 3

G af Visdrda $EA V], Bun do A da Soorvondn o, Belo Vi, Visdea de Sooe Andn, foaamioen, PE

P, Deparvrurs of Prsurclagy, Av. Siama Eopo, 10 - Cidade Dateemsdon, S0A70420 Ricife, Pomambucs, el

ARTICLE INFO ABETRACT

Foryords: The: eylaline of e inlerliikes (L) -1 Gedy et in the inftislion of as cffeclive & o Larih

IL-1 Exrnily mwdhhfu—'lmllpﬂ,m“bhthdmh
Criskane bratsen sl al tm-hmmﬂrﬁnﬂ?.lh-:hhu-ﬂm-huﬂfh
Cotareads Weiberanian Irp.ﬁl:mﬁ- = and anii ¥ eyt st of which have not yet been
Irarzrzatian studied in benamdinis (CL) i B Here wee ior fdings aloul whal @ ko e Gr

IFErELEN e e

abszul I}-ml:ﬁfl}—qﬂann-ﬁ the mrstin sbedy msdil, s in Bk, Wi ceinfonss the mportance of

sludies of these cylokimes i sew lmpeti in thi csalix of 0L

1. Imtroductlon

Ledshomaniasis i a ropical infertions disease that affects maindy bow-
Imenme people. It dioes nob receive ecessary nvestments o atnentisn in
research and development of dnugs, so it is considered neglected. This
disease can oocur in humans in three general clinkeal foems viseeral
[WLL curamenus (CL) and mueocmansoos (MOLY, depending on the
species of infectious Leshmesiy, with CL beng the most prevalent
clinkcal form workdwide [1]. With a disribation in 102 countries, the
cases are mainly conceniraced in poor eountries in Southeast Asia, East
Africa and Latin America, with aroand 350 milllon people at risk [ 2-4]-
The drugs avallable for the oeament of the disesse have several Bm-
Inatiors, such as high eost and several side effemts [5,6].

L usually affects the skin and, in some ases, mucosal regions. A
imponant assclatibon has been demonsrated bepwesn the Immane
response developed by the patient and the course of the infection. The
progression and development of the diseate occur due to the Intense
inflammarory condition that is generated in response bo Letchmanks
Irdeerion in an atnempt o eliminate the pamsitie borden [ 7). However,
an exacerbated profile of proinflammatory response s not effective in
eliminating parasites and can still leave consegoences for the patient,
wihbch are the leslons and charscteristie uleers of the disease [7-5]. In
this comtest, some stodies highlight the cytokines of the interdeukin {1L)
-1 family becasse they act i propagate inflammarion and are

s Cormeipsndinyg wstbar al: Federal Lins v ol I ! [LFPE), Acud

Sanls Antie, Pemambecs, FE, 55508530, Brazil.

considered “triggers” for the expression of ather proinflammatony oy-
nokines. Their sudy can coniribate strongly o a berter understand ing, of
the peogress of the parhogenesis of Leigbmania infection [10-12].

The IL-1 family inclodes 11 cyiokines that participate in the im-
MVunE Pesporees against infections camsed by pathogens, mediating the
inflammarory resporee [13,14) A cerain hererogenesity in che mles of
0-1 familly cyiokines can be observed, incuwding pro and anti-in-
flammatory agoniscs, & well as naruml recepior an@gonias that ne-
gatively regulaie the inflammaiory resporse [ 15,16]. Despite this, scme
stansd out, soch as 01 and [L-1, which are the maln agoniscs siwdied
In several aumimmune and inflammacory contexis, neluding in CL
[14]. In the licemarare, It is poesible to obeerve SoMe COMTOVETShES e-
garding the role of some IL-1 cytokines in CL, represented by the di-
chommy resisance and smceptibilicy to Leichmania. These divergences
seem o be influenesd, maindy, by the Latdymanis species and the host's
genetic background, as observed In sudies with gerecically modified
mebce. Few sudies are observed in bumans, and the extent o which
these resules can be entrapolated b5 something 1o be ondersiood,

I Immune response in CL

The defense mechaniem against [eichanmia in humans involves
several components of the mmate and adaptive imamune response, but
these protosna have developed sirategies for escaping and mandulating

ie Cimsbier o Vildeia (CAV), Rus do Ae do Rservalfeio ifn, Bels Viis, Yadeia de
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2 Immese response s CL

i o Grawth haer Reviiwd 5 (0000 -4

The Thi peofille in fuc contrals the multplicston eud disermingion
thﬂlmﬂ.mﬂlﬂ,hﬂdﬂ-mt.hm

The dek hare inst Liissh o = | vl Fecti -d,-hnlﬂu.g_'_l-_d—qnhul_u
-r.-]:mpmﬂ-d'lh:“-:nl-htrr___.hd that tha rvn production of Hue Thil ney sl proinil ¥
E—F-d_hruhh'dﬁq;l—ﬁr pirgy imal ey domam e iatid wath srvire i pathoogy of the di
the = taetr weml [L7, 1A). Mok of CFig 1) The i becare, dipste being facion necery b kill S

ﬁ:hﬂlllhmm-d_qﬂ“j respns fo Leake
mzrsn sl dissoe seeerity comes rmn-d._lnﬂ.d.uh-i F“E‘:f

muornia, [PH-y, THF s mitric axide (N0O) e sbo mplicaied in nfien-
mation, kading & lisue damage [15) In addilion, sympiooutic

wmarified rmurne modiel. They exhibs varstions in y and
rquu-hﬂ-pﬂq-..ldﬂ-rul_nnpdqlhr:hu-
scteristcs of the develped ol reg in the CL obsereed
—q:.:hmuhhbd:ﬂln& This resg o e ]
lnlicrem, brai: despibe ghai, il i Enpodant jo be aware tha e wide spec-
trum of chnical manifefstions of CL & henes cammal be fully repeo-
il in the expesicenial moded.

The efasency of the inmee i ii-;p- ]
ieinyg the & jom of phagoly Fur pin, L. mojur and L
hu:ﬁ-m-jhrﬂﬂblh:ﬁm&wwulu
Trugm (METs) dhovmagh digution with mdomedeoss: derrend from Buth
'F-'-'I-J.u:l.nn&[l'\q_'u].

The dnacd af pulations of T (D44 hmphocytes can be
hdnhﬂmpﬂ:l‘h] Thi, Thi¥ s Tewy [[4) They all
kead b Sffermi nopones ach o onmidance and aueepiibility o

Lirmk and play img roles = the suioene of the dibene [10].
[r—— ‘ irnil Peishrmamia is related o the develog
of dhe aucilary poofile | (Thi) s peoduction of proinil ¥ EY-

bedivem ol i [L-12, IL-1, IPN-y, M-I.d.l.lr!ll—..l] The suscep-
o infection iv relilind o the developmeni of a profile of helpes T

oulls 2 [TR2Y and production of cyiokines such a 114, [L-5 sd [L-13,

nemlting & the replication and proisence of the parasss [22)

I the esstanos response, the Thi by o ghe produc-
tiom of retic avide b mecrophages that leds io ghe deirection of g
peramiie, o sddition b hoat [). The of I-12 by
antipen peesentng colls (AP ), macsophages and derdritic ool (DCx],
promois the dfermiztion of naive T cdls min [Pipseceiny Thi
hymrphoryies, i h a major iplice. facior wheh s the T-led
[

- S =

*J.-Ik
u

Lag

indivaduals do not exhibil g stromger Thi response tun o with sciee
dispe, expresiing low kevels of FN-y and TSF and sdiqoaie levels of
-0 [B4,30, 27).

Tal7 celb sbo appes o conirkuie b the progresion of CL in
hinans sl mice. Eosvembarn el al. in 2010 [05) obsereed e IL-17 4
cells are peeserd in buman mucoa lmions casand by L Aronlm,
uﬂ.ﬂqlhmﬂ.llrﬂ-.d’nnrhqﬁll.uﬂi.["llhm

P:rhda.n in IL-1F wxg o in sug Emrrrﬂ-—.ll

N T R .
hnm&&hlhm_ﬂmﬁn&;#h
[a0], thiscy ik tu the sverity of the disease. In

-q:l.fH-mnf:td.mthr:qkr |Lrlfnhﬂ..l&:bunr

i i e pr won of beisk b [ 1)L
Cllhdhh-d,mlj*q-. whoch are ireoleed in inducing
the b ¥ sl minoghila amule ol noevptiblty in

L by & sy e prod hud’ kires e a4, IL-5, (L& amd

IL-13, h.hgh: plicatizm and peni o the g [H2L In gha

hhmﬂjﬂlﬂphﬂdlhhpﬂhﬂpliﬁh
in a pathway of ESenmtistion of nave T lyepghoyta @m 14
serving Thl, which acisvaiim STATE and conuquengly e irmscrip-
h'mf:hrﬂ.l.‘]'ﬂl.'] Desgite  this, the producsen aof
sli-indl ing from the Th profile, =2 ke
hh_mlnhmd’-ﬂ_rm-d
the nepas of mjuria [14,206)

3. IL-1 famdly

Memben of the I-1 Smily -lmw-.ln hr-prtuﬂru.n-
fl kinm and io be immk | with

mﬂ—-.l-m.‘]hhmd:r-:h:l-llqth-,-r-ufwhd:h—r

L
L La‘yleranly cesncion
e of prodnflarsmanry e
ot Grarres
[ TS . Parkuia
Tt by

Fig. 1. Tellelar imzres meposss iz [ Tha deatk of the parmaie durizg isbeoson @ an evene that wabien dh acion of imsene cels and some najar sk e

‘thazarmw rechd is

F ‘presilm with
of n ek
wtech are licormed srader 3 Crwanv £ EE

that keadh ma cvll deoch. Compnosnie 2d thic figemn —:r-d.mh’lnl.u
Licerma; hropc /i mm | S b STim.,

Dwgpin this, tha mrma 1o dar tha ol p - in

trom. Sarvier A,
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preinflammsory and sganis sty (L-le, 1L, 118, [L-53, L-36a,
364 e 1Y), e ot s ocpir amiagoniss (1L s, L-36ita,

IL-4E) el e i e ¥ [IL-37), and therefore,
four dumrerpalsts the indd ponse (Fig. 2. In tun ghe
famly af IL.1 recepiers (IL-LiL] of 1} memdbers, including ne.

sl corecrpinn, whach we IL-1K1, L- 1KLL scesoy projess
IL-I Rk mmd IL-18R§, L-18Rn, T2 (or [L-33R), [L-36R, SGIHRA or

Cipracied o iireth Fiscaar Baviwa 57 (RET} 22

wf sl comples [100,214).

Anctiur inlemal reulation of @ [L-1 Gimily oo alsmeation in-
wolvis dhe action of L-38, an sbagonist that compeies for bindag o the
mrqhm&ﬂ-uhqﬂ—ﬂh““ﬂbﬁt,
IL-365¢ sl [L- 3}, whose sgraling i
fctor-ch [hl‘-cﬂml—hm--:lrnhird—-ln-Mﬂh-
nI:pl_l‘n.lnI.'l'hu, I.rﬂl--nﬂ-hhmr hmctmn thai sill

TIRE, TIGIRA-2 or [L-1AASA] and TIGIRR-1 o L-DRAFLE [15,16]. btiar lyin b e i b

AD of these cplokires have their gemes locaied on chromoseme 2, -J.ﬁh,—hm-ilhﬂuthmmwmh
‘with the sxepson of IL-L8 and [L-3%, which & dad on <} paihalogicsl I=7].
s L1 and % [ ) They am sbio comidenal “abirm cptokines™ de o Thie IL-1 Earndlly cytokine smyrabny i intrinscally relabed ¥
'h:drihhﬁq-d*-hgl_lﬂkdrn-hhj- that combion theer dlular i lobubn domsems [wath the
dastors and mcheny the jom of sdhs erdothenl P of TIRS or SGHRE, which contsms one] and & Tall £ 1L-1 re-
dh-dh:ﬁr_rl-[.ﬂ..!—'ll..lnngl]-:-ﬁ&ﬂp*-ﬁld coplie demain (Toll f interbeskin-1 pior f T in the cyfoplamic

Do, b il mﬂndh-ﬂ p:rH_[Hy;. 11, which has a sirmilarity shared with Tall-like necepion

hqﬂm&mﬁﬂ;ihﬂ}r-ﬂ-mh-ﬂtiﬂ.

thp.-hg-ﬂhd’lﬂl-"-_'—!‘llm-.‘-
aThi |
&mﬂﬂﬂ-ﬂmd—nwhplﬂ "h-].n.ldhtu

-:I.nhlrbﬁ

— e gl e
Mt of the cytukines of the (11 family s produced in binkgically

wonirdbuting o the sctvaizon of ThiT celli, a profile known o omedi
the progresnn of kshmemimm |20, 0], Eh'hdh'hl:l. L-5% has
h_.ﬂ-i'&;ljp!l-!u]d.l i

-dlmq[.n.in,-ﬂl.
feera o ﬁlﬁlrﬂ-ﬂun:h'duﬂh
muture form and capable of activaling the ngky, wane

L

[41L in addision b g davilogutan of type 1 3 3
[42)

her inL  Eysckine i IL-LA. The birding of [L-16 and IL-
18Rt form the 18R cormpl: beadks i infl ¥ uignaling mnd

Thi respmses. However, |me:-lhhdbl:n-rthdu
TIRE and alrw signaling of [L-37, 'ﬂ-'ml:pnt-d.-.ﬂh'r.lphn
the Eamdy, thus lissding do inhdition of & tion [4]. 1

b ko - Do aund [L-33 urvw theeir active precersor foema [435,45].
hﬂnbhdwﬂmﬂhf—d}r anviher way ol
inkhitiny the inflammaiury sevporoe directed by IL-1 = the sxpresion
uf decuy neceptonsuch m L-UR2, which ww shle to recogrize and bisd
in ghe cplokine, b fil o form e wyraling comgple:
pememaie the oo, [L-1K2 lacks the cytopleme: TIR domain sl
:‘m—ﬁqﬂ-bl}miﬂjﬂ-thnﬂ.blhh

imgly, the relesse of the metere forees of [L-1f, [L-16 snd the [L-57h
buform requins proceesmy by copes- a2 noud of the scEvalxn

A ERATNEN AN AR e TR

yiokine & not avedalble b biud io i ective recepior, simstralicing
H.:hmuimjplas,qu]
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4 Role of IL-1 in cutanecss keishmesdasis

ipraiing and Graweh Facter Pavies 57 (007} -2

qﬂ]qﬂhﬂrdlﬁ#nﬂpﬂ““nhhﬂ:ﬂ,

indicuting ¥ ¥ 1u inkdit cyio-
L& Ly, T st Ehe ool af they fumdly = the conlead l-pr.lh:h:ul‘l'i]

&hlbmmﬂ“.ﬂ.--mjmhtltm— Eren mn, Ihrrfmnfﬂ.p]hq'-lhhrm“i&
bribuien B0 e paih in [k Iik "--1‘]\.] = } dation of the = [fu) Within thin contest, onn
direcily in e scireation of e i pathogens m, mmhbli&mm&“ulhmh
tha of theve cyiokem | s crucisl for an effecior and m&ﬂ.m-ﬂln;mﬁnnﬂrrdnd-ﬂ.dndhll.‘].
harmsm agains Loshmania. The bal ol bk rusiy is while | effict af beoy -t paure of
an—_yhh_l-hgpnlun.ldldmlh L!lhhmhh{lﬂimrﬂﬁhmh

r.i' b bn addition, wd the laber sage of infection [57].
ruhd'nil y IL-1 cyioki which ol e thee ']hhn:l.ﬂurl.rlhmﬂﬁlﬁﬁmlbhhh-n_hld
of H dves, can it [ .tn-q;n-.h: m::d’llpl-:.m. deiry them hological runditiom
l-nw.hl-rhnnhr-dmhw wach i = y and asthriiz Ihth.thrhﬁ.bmlm—

sty emovdel, we have g L rescn. = in the table Below
{Table ].Thlﬂ*-q*-:—-dh-mlﬂ:nh:ﬂrﬂn—:hlu
b studiad in CL

I lhze ax ghe maim sindy medd' = [F m

Thrr*d'ﬂ.plqﬂnnml—'phulj-dr‘__ﬂhhd-

marsn i still & sul of , fvEm m dim with murioe

ki, Do bt ibution in the activalion and 25, mtion of T
Cixd+ bk ard the develng of e Thl sewpure, s
sbudien horve highlighted IL-1x ax o particiy in the induction of the

s rwpome b L megor oheesved in st C57HLAE mace. On
tha other hamd, kiwer bevehs of exprisoson of this cyiokine sre obsereed
by s af susceptible BALB/c mace, knowm o succumb o ksshmenii
dhue developmy strong Th respenses [17,51,52], In the smee, amcther
sbuhy shered that infection by L major in macrophape of BALE e mace
imduces the pme sxprasion of [L-lo foough o MyDEGH-depemdent

Tabida 1
Semmary & & moen funosons ol lgasds of the [L-1 lamiy is 0L
Cilghice  Ratwplen R i L el Pl Feeaced.
S - ek e
cpkal
B-la E-LRY, - i i ALl [1537]
LRY, - A o Thid R
LEAcH ey e Oy
1; Ences sl bareg-tm
vl e bt
e i
[T E-LRY, - ey b sosmciesd wiss  BAG mis,  [11,75]
LEL - oo il g i i EEEn
LR i
| P W
A-1Rs E-LRE1 I poTEST T g s RAlEA sl [10,15
o A m B4l
-8 E-liRa B [ S R et TR [l s,
Lia that it ol i EAEE B
i did the R
e prolle o e
o, g
cuaribie g - che
ddrpdd Sl iy
[ E-] T2 - gl wigh Th ALl [e557]
LEAcH i, ol daagy it F
i e el o
i ol L
samubaly il
Tl mapadd s dnd F 4
[ EreadeiTiag
M, f,  RDSE, - wfe e -
qamdils  LEAF
F =
LB L-Lika, s s -
T
eneE;
[E- ) L-JGE, s s -
TGIRE-T
AN g licad <olly, nfa - noe arodyaed

thecisan of [L-17, -dﬂmhn_dpnh:b_.ﬂlrli-dlm-j
[54]). Despile fhe, the knockout of the antagoosit wa slio deicrdbaed
:qlh_.lﬂh'ﬂilhh-_‘l&_.lﬂlil-
inthe afiernetios of [L-1 neuked in o lower sn o boia

111

IL-L§ in d by b P ﬂlh._.]rm-d
merytes, wnd has a meen 1o -l
wha:hl--mlnhﬂ:lrm[u,hl_”hq;hﬂ.plpmhlht
differentstion of ifecios T (D44 ymphocy e, which al the
of the infction profect agai L k Il- Irmd'ihq;l:
production during the chrome phase of e infection o leads 1o the
prugremion of the disses [ 5], In addition, even though IL-1) signaling
m“jfﬂn-wmhmﬂmhm

i in mics & o md N0 proshection by macrophages, it
rolir o nok seem o be crocml e eossilbencor oboservind in CSTELY
macw, bt @ BALB/e [S050) This muy be bacnss the alneady difies-
miisted Thi culls do nof expres cecepioss for [IL-1, and oo the
tytokene b oo effect on g [52]. In both V0 and (1, for example,
thaeing infections by L d d and L e mciSvation of the
infl whex b impased, el pamily Hue f treg af
[L-1. This inderf has T m ghe ol of | i
57,54,

mwﬂ.ﬂ.plp.ﬂwq'ﬁ—lblﬁ:mhﬂjpuhlﬂnlm
that i <} d by 1. & preuks ic of IL-16 i that ghas
qﬁ.mhﬂhnlﬂﬁ!mhﬁgm&lr—nr
[F1= b in e mi i [#0, 20 Contoverss] sesalis
gy ils comizibution jo CL s obsereed depemding on the Leish-
o specien and the hoat's i bac d. The dedetson of [L-18
in reistan CSTELS micy mivcted with L mogpor reslied in incsessnl
leniczny, beak thene wan no chamge in Bue bevels of [FR-p s =othe abasty
I geremte @e Thl nmpons, tho the mice were 588 capable of

Iving the di [0} H -d]-ﬂrin—d“l]-
s krochoot moss musdel ind | wath L dervelugal
-:.‘-h-::-:.lnﬂpu-*hld.mhlngﬂll IL-18 weould be

erd] in peisility o ink i'rﬂ-l-ﬂws-l‘“]ﬂ-r-r
T — T A with the mduction af
H:rﬂiphnrn:rndldﬂ—nlhrﬂ.ldlm'p-hrqlrdr
in ghe ambalance of Thl /Th nesg Sabed ol bewtion &
sl of the interse lioae =mismestionfinury o Loshoonia prs-
bmcw, repectivedy [£2,69)

The pularizstion of the Thi nmpones, which i alw asocisied with
thae diFfsr and w2 | foeres of keish is [£4) may abw be =iu.
mond by [L-33, & cyiokoe of the -1 Sdy thet contribaie o -
coptibilsty = VL, megeireely modulstng the Thi sespome and the
mecruitment of mmome ool in Se Bver [<2,65]. In 4, thene v some
studion that focus on the expremion of it necepior (ST2) in
e Th cells, initially idemisfied o an orphan recepior and whoss

irgy o msecsaied with the [IL-53 Byand oaly in 2005 [66-68].
Alibough the performnce of IL-13 dom nol seem b be erocial dn the
differenttion of Thl celly sl the preduction of cyiokine in this pro-
file, e suppresion of i signaliog with monocional sis-STE antoadic
in BALEYe micn, during infection with L mofor, lesd 0 a0 stroomger Thi
respeme, then il sems do pliy 2 ok in aocoplibilty o the paraste
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4.1 What n ksown i bumass and whet are the pos o G577

ECipriin and Graweh Facser Raviews 57 (3007 | E-83

€06 + T celb, but the desailed mechamisn is still not well mderind
[75]. Comidring this, v st daorwed e offect of he pelaralent
smlimanish on plasrs kel af [L-1f, The G, curied o by Kooyl
it al. [74], obuwrved & G-l § FRTIRIT) PR RERc———" -

Thers ww fow stadicn that coendate the B-1 Gnily and CL in 21 daya of with Gl ikt parnd in the beitew tnmi-
E-m.-dﬁ--nfnirnlh:m'ninh-dl:—ni-prh mﬂmﬁl.ﬂdrﬂ,’['lllﬁn’!ﬂﬂh*hhﬂﬂal}m
of waizapolating ronl due o e varisbkes of the infection mode] fi L 1 (P Bl | b
il [ )] Lmuhmwmhﬁ.m_ healthy mdividak, thet significeily decresm] sfer St aud
rqnﬂhhpdﬁnm;hmuﬁlmh}l" ; In ! | care. Due 1o heslulogasl d fusther siudss are

order b budld & pamarinic v on thin in Ehai bopie wa have

n-:hﬂ:um:hhn;lhrlr—h—ﬂ:h.—luuw-hnu:uh-d

e the Eudingy availible in the Blesatare sl Bun indeaie ghe the bevels of cysoki = thw off Leuh indction
spaces o be flled. Huuugh-ﬂhdmﬂnnidnﬁ;ﬂm

Only theee [L-1 cpiokines hove been diml = far o b (] sewalis are abo IL-18 durng Lo
including e main inflamesiory [L-le s L1, ad e dual [L-18. 2 mﬁmﬁrﬂluﬂllutilﬂlﬂh—dhﬁwhﬁiﬂ«m
ureey of | fected wigh L & with localised levices = = frum PHMC cullure sSmubiind with
allowed the vaamlization af ll-la, with 2 =reass in lioas Ln!l'-rl'-lﬁ'ﬂ'-lrm. i with chromc (1 lions pared o

wlder than 4 months when compasnd 1o S of 2 months in duntion.
The authors justify thes ard ghe lativm with oiber cyinki
whem conmaderny the el stson of infltnsed T | =t hoson
[=0) I Foc, s e oo cyfokine may be lnkod o ghe durstion of
hlu-:-.l lﬂ.hm._rmh_dlnbrﬁ-ﬂm;huir
E. b uff doeor dumiiom, uekar of T ool s fhe

of this hine. Mo other shadion wese Sound gt beoaghe
Llcmhmuur&-d—ﬂﬁ&-—mhuh&n
that this cysokine is consstustveely presmit in epithelial cells, so i is
mpertant fo enderitand ik contribution o pethogmeis in the conless
aof this catameous dissoe.
I.-:Iﬂ.l.nﬁ'lbl-:.uhthu hhnﬁlmh’Lm

1 1 1 =1 5

shcanidy

in the aruée sl o ool it howrn o 1 1 byt prexducttion af
Mmqﬁmn“ﬁ]iﬂ:‘d’hmml‘i]

O the oibeer hand, & study made @ survey of all produc]
by burmss macrophaga derreed from the P cal line afier infection ol
thh‘wﬂh..ld.mhlhmﬂlq:hulrmpﬂdd
e w28 This mary indi ghe lation ghat Leuh
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