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RESUMO

ESTUDO DO POLIMORFISMO -670 E DA EXPRESSAO DO GENE FAS NA
LEISHMANIOSE CUTANEA: POSSIVEL ASSOCIACAO COM DADOS CLINICOS.
GILVANEIA SILVA SANTOS. A expressdo de Fas/FasL tem sido descrita como
crucial para resisténcia a infecgao por Leishmania, independente de uma resposta
Th1, no modelo murino. Visto que esses dados na leishmaniose humana sao
ausentes, nés quantificamos a expressao de Fas (CD95) ex vivo em PBMC de
pacientes com leishmaniose cuténea localizada e investigamos o polimorfismo —
670 da regido promotora do gene Apo-1/Fas por PCR-RFLP. Foram realizadas
marcagbes com anti-CD95 e marcadores de linhagens (CD3, CD4, CD8, CD14,
CD16, 16b, CD56 e CD49d) em PBMC separados pelo gradiente de densidade e
analise por citometria de fluxo. Quarenta pacientes com leishmaniose cutanea
localizada (oriundos da area endémica de Jequié e Jequiri¢a-Ba) foram incluidos
apos consentimento livre e esclarecido. Os resultados foram comparados com um
grupo de 27 controles urbanos sadios e correlacionados com dados clinicos e
demograficos (idade, IDRM, sorologia, tamanho de les&o, tempo da doenga). As
analises do polimorfismo na posi¢do -670 do gene Fas demonstraram que o
gendtipo GG foi o mais frequente entre os pacientes com LCL (45%), com 35% e
20% de GA e AA, respectivamente. Em controles normais, a frequéncia dos
genodtipos GA, AA e GG foram 51,9%, 18,5% e 29,6%, respectivamente. A
expressao de Fas em PBMC, dos pacientes comparados com os controles, foi
aumentada em linfocitos e monodcitos, mas um maior aumento foi observado em
monoécitos. A expressdo de Fas em mondcitos correlacionou negativamente
(p=0,03, r=-0,53) com duragdo da doen¢a. Nenhuma correlagdo foi observada
entre a expresséo de Fas e resposta imune humoral (IgG anti-Leishmania) ou
celular (IDRM), sugerindo que a expressao de Fas e/ou apoptose poderia ser um
terceiro parametro imune independente modificando a evolugédo da doenca.

Palavras chave: Leishmaniose Cutanea, Apoptose, Polimorfismo.



ABSTRACT

EXPRESSION AND -670 POLYMORPHISM OF FAS GENE IN CUTANEOUS
LEISHMANIASIS: POSSIBLE ASSOCIATION WITH CLINICAL DATA
GILVANEIA SILVA SANTOS. Fas/FasL expression has been shown to be crucial
to resistance to Leishmania infection, independent of a Th1 immune response, in
the murine model. Since data in human leishmaniasis are lacking, we quantified ex
vivo Fas (CD95) expression in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from
patients with localized cutaneous leishmaniasis and we investigated the promoter —
670 polymorphism in the Apo-1/Fas gene by PCR-RFLP. Staining with anti-CD95
and lineage markers (CD3, CD4, CD14, CD16, CD16b, CD19, CD56 and CD49d)
was performed on density gradient-separated PBMC and analysis by flow
cytometry. Forty patients with localized cutaneous leishmaniasis (from endemic
area of Jequié and Jequirica-BA) were included after informed consent was
obtained. Results were compared to a group of 27 healthy urban controls and
correlated to clinical and demographic data (age, DTH, serology, lesion size,
disease duration). Analyses showed that the Fas-GG (-670 polymorphism)
genotype was the most frequent in patients with CL (45%), whereas 35,0% and
20,0% displayed GA and AA genotypes, respectively. In normal controls, the GA,
AA and GG frequencies were 51,9%, 18,5% and 29,6%, respectively. Fas
expression in patients, compared to controls, was increased in lymphocytes and
monocytes, but the strongest increase was observed in monocytes. Monocyte Fas
expression was negatively correlated (p=0.03, r=-0.63) to disease duration. No
correlation was observed, however, with cellular (DTH) or humoral (anti-
Leishmania 1gG) immune response, indicating that Fas expression, and possibly
apoptosis, might be a third, independent, disease-modifying immune parameter.

Key words: Cutaneous Leishmaniasis, Apoptpsis, Polymorphism.



1 INTRODUGAO

1.1 CONSIDERAGOES GERAIS DA LEISHMANIOSE

A leishmaniose &€ uma zoonose predominante em paises tropicais e
subtropicais. A doenga ameacga 350 milhdes de individuos que vivem em areas de
risco em 88 paises ao redor do mundo. A Organizagdo Mundial de Saude estima
um total de 2 milhdes de casos novos de leishmaniose a cada ano, dos quais,
apenas 600 mil sao oficialmente notificados (WHO, on line, 2002).

A leishmaniose é causada por protozoarios unicelulares do género
Leishmania, pertencentes a familia Trypanosomatidae ordem Kinetoplastida.
Estes apresentam duas formas principais: uma flagelada ou promastigota,
encontrada no trato digestivo do inseto vetor, e outra amastigota, sem flagelo livre,
parasita intracelular obrigatério do sistema fagocitico mononuclear dos
hospedeiros vertebrados (NEVES, 1997).

O modo de transmiss&o habitual da doenga é através da picada de insetos
que podem pertencer a diversas espécies de flebotomineos, dos géneros
Psychodopygus ou Lutzomya (COSTA et al., 2000). Ao exercer o hematofagismo,
a fémea do flebotomineo com suas mandibulas lesa o tecido subcutaneo, logo
abaixo da epiderme, formando um afluxo de sangue, onde sdo inoculadas as
formas promastigotas metaciclicas (NEVES, 1997).

A variedade de respostas existente no curso da leishmaniose depende da
espécie de Leishmania envolvida e de caracteristicas genéticas e imunolégicas do

hospedeiro. Diferentes formas clinicas da doenga tém sido descritas,
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compreendendo dois grupos principais: Leishmaniose Visceral e Leishmaniose

Tegumentar (LAISON et al., 1978, BARRAL et al., 1991).

1.2 LEISHMANIOSE VISCERAL (LV)

A LV é considerada como uma doenga esporadica, com exceg¢ao das
epidemias que tdm ocorrido na india e Leste da Africa (PERSON & SOUZA,
1990). A doenga pode ser causada pelos parasitas Leishmania chagasi, L.
amazoensis, L. donovani e L. infantum. Essa forma da leishmaniose é
caracterizada por episodios irregulares de febre, perda significativa de peso,
hepatoesplenomegalia, disenteria e anemia.

A incidéncia anual da LV varia em diferentes regides entre 1 a 10 casos por
1000 habitantes, com flutuagdes sazonais e anuais (BADARO et al., 1986). A
transmissdo da doenca depende da presenca de um reservatério adequado de
infecgdo e da susceptibilidade da populagdo. Os pacientes com LV apresentam
uma marcante ativagdo policlonal de células B, com abundante produ¢do de
anticorpos, 0s quais parecem néo participar da recuperag@o ou da resisténcia
contra a leishmaniose. Durante a fase aguda da LV, os pacientes ndo exibem uma
reacao de IDRM positiva, e a conversao para uma resposta positiva é indicativo de
sucesso terapéutico. Uma resposta IDRM positiva esta diretamente correlacionada

com resisténcia a futura doenga (BARRAL-NETTO & BITTENCOURT 1995).
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1.3 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA)

A LTA é considerada a sexta endemia mais importante do mundo (WHO, on
line, 2003). No Brasil, esta zoonose encontra-se em franca expansao geografica,
sendo uma das infecgdes dermatoldgicas mais importantes, nao so pela
frequéncia, mas principalmente pelas dificuldades terapéuticas, deformidades e
sequelas que pode acarretar. Nos ultimos anos, o Ministério da Saude registrou
média anual de 35 mil novos casos de LTA no pais (CENEPI, 1989). A doenga
vem ocorrendo de forma endémico-epidémica apresentando diferentes padrdes de
transmissdo, relacionados ndo somente a penetragdo do homem em focos
silvestres, freqientemente em areas de expansao de fronteiras agricolas. Tem-se
evidenciado a ocorréncia da doenga em areas de colonizacdo antiga. Nestas, tem-
se discutido a possivel adaptagcdo dos vetores e parasitas a ambientes
modificados e reservatorios (FUNASA, on line, 2003).

No estado da Bahia existem registros de casos de LTA desde o inicio

da colonizagdo (COSTA, 1986). O Estado tem sido confirmado como um dos

| lideres no numero de registros de casos juntamente com o Maranhao e Ceara na

regido Nordeste, mantendo-se com uma média de 3.000 casos anuais (BARRETO
et al., 1981; MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

As trés principais espécies de Leishmania responsaveis pela transmissao
da LTA sao L. braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis (CIMERMAN, 2001),
sendo o complexo L. brasiliensis responsavel pela forma mais grave daLC (LM e

LD).
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A LTA inclui as seguintes sub-formas:

1.3.1. Leishmaniose Cutanea (LC)

O aspecto mais frequentemente observado nos casos de LC sao ulceras
com bordas elevadas nas partes expostas do corpo como a face, bragos e pernas
(WHO, on line, 2002). Estas lesbes se iniciam no local de entrada do parasita
como pequenas papulas, que se desenvolvem em nddulos que ulceram no centro
(WALTON, 1987). Menos frequentemente podem ser observadas lesdes
verrucosas e vegetantes. A cura esponténea da lesdo € um achado freqiiente em

algumas areas endémicas (COSTA et al, 1987).

1.3.2. Leishmaniose Cutdnea Mucosa (LCM)

A forma mucocuténea € na maioria das vezes secundaria as lesdes
cutaneas, acometendo principalmente as cavidades nasais, podendo levar a
destruicdo parcial ou total da mucosa do nariz, seguidas da faringe, laringe e
cavidade oral, provavelmente, devido a distribuicdo hematogénica dos parasitas
presentes na lesdo primaria. E vista mais frequentemente em homens adultos,
sendo incomum em criangas. De acordo com dados epidemioldgicos,
aproximadamente 3% dos pacientes com infecg¢ao por L. braziliensis evoluem para

a forma cutaneo-mucosa (BARRAL et al, 1997).

1.3.3. Leishmaniose Cutanea Disseminada (LCD)
Em cerca de 1% dos casos de LC pode ser observado um padrio de leséo

disseminada. Essa forma clinica da doenga pode ser causada tanto pela espécie
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L. brasiliensis como L. amazonensis, certamente devido a disseminagao
hematogénica do parasita. As lesbes aparecem como elementos acneiformes,
papulas e pequenas ulceras disseminadas presentes na face, térax e membros
(COSTA et al., 1986 & CARVALHO et al., 1994).

A doencga caracteriza-se por um pélo ndo responsivo ou anérgico aos
antigenos de Leishmania. A resposta humoral & exacerbada na auséncia de

resposta imune mediada por células (CONVIT et al., 1972).

1.4 IMUNOLOGIA DA LEISHMANIOSE

O estabelecimento dos modelos experimentais murinos na leishmaniose
tém sido de fundamental importancia para a compreensao dos mecanismos
imunomodulatérios da doenga. Os modelos de infecgdo em camundongos BALB/c
e C3H/HeN definiram os dois padrées de resposta imune, nos quais sub-
popula¢des diferentes, Th1 e Th2, determinam a susceptibilidade ou resisténcia a
doenga. Nos camundongos BALB/c, observa-se um pélo de resposta com o
controle da multiplicagdo do parasita e cura espontanea da doenca, enquanto em
camundongos C3H/HeN observa-se uma forma progressiva e severa da doenga
(HEINZEL et al., 1989).

Na leishmaniose humana a polarizagdo Th1/Th2 observada no modelo
murino ndo é regra (RIBEIRO DE JESUS et al, 1998). A resposta imune
observada em humanos € muito complexa, podendo ocorrer perfis distintos de

citocinas. Uma situagcéo que exemplifica estas diferengas € o papel do TNF-a. Em

modelos experimentais, o TNF-a parece exercer um importante papel na defesa
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do hospedeiro (TITUS et al., 1989, LIEW et at., 1990), todavia em humanos, titulos
elevados de TNF-a no soro parecem nao estar associado com protegéo imune
contra infecgdo por Leishmania (PISA et al, 1990). Alguns trabalhos tém
observado ainda, que o TNF-o tem sido implicado no agravamento de varias
doencas infecciosas (GRAU et al., 1989, SARNO et al, 1991, BARNES et al.,
1992, MCGUIRE et al., 1994). Estudos mostraram que inibindo a producio do
TNF-a, pacientes com LCM apresentavam melhor resposta a terapéutica (LESSA
et al., 2001). Em pacientes com LC a produgédo 6tima de TNF-a em associagao
com outras citocinas pode induzir mecanismos envolvidos na resolugio da lesao,
ao passo que, uma liberagdo elevada de TNF-a sollvel pode ter um efeito
deletério, levando ao agravamento da doenga. BAFICA et al., (2003) sugerem que
na LCL a resposta imune é localizada no sitio da Ulcera e que o TNF-a pode
colaborar para uma pior evolugdo clinica da lesdo, uma vez que no soro dos
pacientes & observado niveis diminuidos de TNF-a, contrastando com a intensa
expressao de TNF-a na leséo desses pacientes.

A resposta imune em pacientes com LC é caracterizada por uma forte
resposta celular com evidéncias de uma reagéo de hipersensibilidade tardia em
resposta aos antigenos de Leishmania, proliferacdo de linfocitos e producéo
elevada de IFN-y (CASTES et al, 1983). IFN-y € a principal citocina associada com
a morte da Leishmania, atuando na ativacao de macroéfagos e potencializando sua
atividade leishmanicida. Essa citocina também €& produzida na infecgéo por L.
braziliensis, mas a razao pela qual tais pacientes desenvolvem a doenca

permanece sem resposta. Estudos sugerem que o IFN-y pode desempenhar um
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duplo papel na LC, podendo estar associado com o controle da multiplicagéo do
parasita e/ou estar envolvido na patogénese da doenga. Uma vez que o IFN-y

regula positivamente a producdo do TNF-a, talvez essa citocina pro-inflamatoria
participe da destruicdo tecidual observada na leishmaniose tegumentar (RIBEIRO
DE JESUS et al, 1998).

Algumas diferencas também tém sido observadas no perfil de citocinas em
pacientes com lesdes de curta duragdo quando comparados com pacientes com
lesGes duradouras. Pacientes com lesao cronica apresentam uma forte expressao
de citocinas pro-inflamatorias tais como o TNF-a, IL-1, IL-10 e TGF-B, quando
comparado com a expressdo de citocinas nas lesdes iniciais. Os resultados desse
trabalho indicam que a expressé&o temporal e diferencial de citocinas, in situ, pode
ter um papel na patogénese da leishmaniose e que os padrdes de citocinas

podem ser espécie-especifico (MELBY et al, 1994).

2 APOPTOSE

A apoptose, ou morte celular programada, € um suicidio celular ativo, pois
requer a sintese de uma série de proteinas que traduzem o sinal apoptético para o
interior da célula (HETTS, 1998). A apoptose é um processo fisioldgico
fundamental na regulacdo do sistema imune, critico para a homeostase tecidual
em organismos multicelulares, que tem sido implicado na patogénese de diversas
doencas do sistema imune.

Estudos tém mostrado que a apoptose poderia ser um mecanismo usado

na defesa do hospedeiro contra virus e provavelmente outros agentes infecciosos
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como bactérias e parasitas intracelulares (VAUX et al., 1994). A desregulacao da
apoptose tem sido relacionada com doengas neurodegenerativas, AIDS, etc,
enquanto defeitos na apoptose estdo relacionados com cancer, doengas auto-
imunes e infecgdes virais (KATOCH et al.,, 2002).

Existem duas vias principais para a indugdo da apoptose: a via dos
receptores de morte e a via regulada pela mitocdndria. Os receptores de morte
identificados até o momento pertencem a superfamilia do receptor para o fator de
necrose tumoral (TNF) e sdo o FAS, TNFR e TrailR. Esses receptores ligam-se a
ligantes especificos, incluindo Fas ligante (FasL), TNF, TRAIL e APO2ZL
(ASHKENASI et al., 1998).

Dentre os receptores, APO-1/Fas & o receptor de morte melhor
caracterizado. Este receptor & uma proteina transmembranar expressa na
superficie de muitos tipos celulares, tais como linfécitos, epitélio, fibroblastos e
algumas células endoteliais (LEITHAUSER et al., 1993). O gene que codifica para
o receptor APO-1/ Fas (CD95) foi mapeado no cromossomo 10 em humanos na
posicdo 10923 / 10924.1 (BEHRMANN et al., 1994; INAZAWA, et al., 1992) e
consiste de 9 éxons e 8 introns com extensdo de aproximadamente 26 kb
(CHENG et al., 1995). O papel preciso de APO-1/Fas na regulagido imune, ainda
ndo esta bem definido, mas estudos tém sugerido a participagdo de Fas na
predisposicao e evolugdo clinica de varias doengas (KRAMMER, 2000,
BRUNNER, 1995). Expressdo anormal do gene APO-1/Fas tem sido observada
em diversas doengas imunes, tais como sindrome linfoproliferativa autoimune e
ldpus eritematoso sistémico (HUANG et al., 1997). A expressdo do gene APO-

1/Fas estd aumentada nas células T de criangas infectadas por HIV (BAUMLER et
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al., 1996), doenca de Hodgkin (XERRI et al., 1995) e lupus eritematoso sistémico

(MYSLER et al., 1994).

2.1 LEISHMANIOSE E APOPTOSE

Recentemente tem-se sugerido a possibilidade do envolvimento da
apoptose na patogénese e desenvolvimento das formas clinicas da leishmaniose.
Um estudo com LC mostrou que ha um aumento de células TCD8+ apoptoticas
quando comparado com células TCD4+ nas lesdes dos pacientes com
leishmaniose cutanea ativa (BERTHO et al., 2000). Em modelos de camundongos
deficientes para Fas e FasL infectados com L. major, foi demonstrada a
importancia funcional do sistema Fas-FasL para eliminagdo do parasito e na
resolugdo da lesdo provocada por L. major (CONCEICAO-SILVA et al., 1998).
Nesse mesmo trabalho foi demonstrado que a infecgdo in vitro de macréfagos
murinos com L. major, aumentava a expressdo de Fas na superficie dos
macréfagos em resposta ao IFN-y. Corroborando com esses resuitados, HUANG
et al.,, (1998) demonstraram que camundongos MRL//[pr (mutantes para Fas) néo
controlam o desenvolvimento da lesédo, apesar de desenvolverem uma resposta
Th1 com elevada produgéo de IL-12 e NO, ratificando a importancia da expressao

de Fas na resisténcia a infecgdo por Leishmania.

Na literatura existe apenas um trabalho avaliando o papel do sistema Fas-
FasL na leishmaniose cutanea em humanos. Os resultados desse estudo
mostraram que a via de citotoxicidade Fas-FasL é um potente indutor de

apoptose, sendo necessario para resolugio da lesdo (EL-KOWRANY et al., 2001).
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Na leishmaniose visceral, EIDSMO et al., (2002) demonstraram que os niveis de
Fas e FasL soluvel no plasma de pacientes com LV se correlacionaram com as
mudangas patoldgicas observadas durante a infecgéo. Os niveis médios de FasL
soluvel no plasma de pacientes com LV ou LV-HIV foram 2.9 a 4.2 vezes mais
elevados quando comparados com 0s niveis em doadores normais. Quando a
doenga e carga parasitaria eram controladas, os niveis dos marcadores

apoptéticos, Fas e FasL, retornavam aos valores normais.

2.2 POLIMORFISMOS DO GENE FAS

Recentemente foram identificados dois polimorfismos na regido promotora
do gene APQO-1/Fas (HUANG et al., 1997). O primeiro polimorfismo € uma
substituicdo de uma G por uma A no nucleotideo de posigdo —1377 dentro da
regido silenciadora. Essa substitui¢do nao cria nem deleta sitio de restrigdo, mas
ocorre na sequéncia do sitio de ligagao para o fator de transcricdo SP-1. Esse
polimorfismo & raro na populagdo, sendo observado em apenas 20% dos
individuos normais (HUANG et al., 1997). O segundo polimorfismo esta localizado
no nucleotideo 670 dentro da regido enhancer devido & substituicdo de uma A
por G, que cria um sitio de restricdo para a enzima Mval, resultando em trés
diferentes genodtipos GA, GG e AA (HUANG et al., 1997). O polimorfismo —670
ocorre na sequéncia consenso do sitio de ligagdo do elemento de transcrigdo
nuclear GAS (Gamma-activated sequence), podendo influenciar a expresséo do
gene APO-1/Fas, dependendo da forma alélica expressa. Gas € uma sequéncia

de 9 bases com residuos TT e AA terminais, requerido para ativagado génica em
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resposta ao IFN-y (SHUAI, 1994). O gene APO-1/Fas apresenta dois sitios para a
enzima Mval, um deles localizado na posicdo —858 (sitio constante, n&o
polimorfico) gerando um fragmento constante com 98 pb e outro localizado na
posigado -670 (sitio polimdrfico) (HUANG et al., 1997).

Estas descobertas induziram todo um conjunto de estudos que investigaram
a possibilidade desses polimorfismos serem marcadores genéticos de
susceptibilidade e progressdo de doengas, nas quais a apoptose & importante na
patogénese. O polimorfismo do gene APO-1/Fas tem sido avaliado como possivel
marcador genético em diversas doengas tais como esclerose muitipla, lapus
eritematoso sistémico (LES) e artrite reumatdide. HUANG et al., (1999) em um
estudo com duas coortes de pacientes com LES, demonstraram um aumento na
frequéncia do genodtipo GG em alguns pacientes (esses com Uulcera oral,
fotossensibilidade, artrite renal e neuropsicose) quando comparados com
controles normais, sugerindo um possivel papel do genétipo GG em conferir
susceptibilidade a fotossensibilidade em pacientes com 'LES, por envolver a
expressdo do gene APO-1/Fas. VAN VEEN e colaboradores (2002), observaram
que o polimorfismo —670 do gene Fas influencia na susceptibilidade a esclerose
multipla, visto que individuos com o gendtipo GG tém risco diminuido para o
desenvolvimento de esclerose multipla. A associagdo com o polimorfismo —670
também tém sido observada na doenga de Alzheimer's (FEUK et al., 2000) e em
pacientes derrame cerebral coreanos, nos quais, ¢ polimorfismo -670 parece néo
ser fator de risco para a doenga (SEO, et al., 2002). Todos os trabalhos existentes

até o presente avaliando o polimorfismo —670 do gene APO-1/Fas foram
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realizados em doengas autoimunes e cancer (WANG, et al., 2003). Em doengas
infecciosas, entretanto, ndo existem trabalhos que correlacione esse polimorfismo

genético com dados clinicos da doenga.

Diferencas raciais tém sido reportadas como um importante fator na
infeccdo por Leishmania. Em populagdes co-existentes de indios amerindios e
negros que tiveram conservada a sua integridade genética, observaram-se
diferencas na velocidade e evolugdo da lesdo mucosa. Na populagdo negra, as
lesbes mucocutaneas desenvolviam-se rapidamente, resultando em um dano
facial grave e forte reagdo de hipersensibilidade tardia. Por outro lado, embora
muitos casos de leishmaniose foram registrados na populagéo indigena, as lesbes
apresentavam desenvolvimento lento, ndo destrutivo e resposta diminuida aos
antigenos de Leishmania, sugerindo que as mutilagdes observadas nos negros,
foram resultantes de uma exagerada resposta imune inflamatéria (WALTON &

VALVERDE, 1979).

2.3 POLIMORFISMOS DO TNF-a. ASSOCIADOS A LEISHMANIOSE HUMANA
Um estudo tipo caso-controle com 46 pacientes com LCM sugeriu uma
associacao entre susceptibilidade de desenvolver essa forma da doenga com um
polimorfismo genético no alelo TNF2 afetando a produ¢do de TNF-a (CABRERA
et al, 1995). KARPLUS et al., (2002) estudando individuos com infecgdo com L.
chagasi assintomaticos e sintomaticos, demonstraram que existe uma forte
associagéo entre os individuos assintomaticos (IDRM+) e um polimorfismo na

regido promotora do TNF-a. Nesse mesmo estudo foi sugerido que aiguns



27

gendtipos do locus do TNF podem estar associados ao desenvolvimento de
formas contrastantes da doenga como visceral e mucocutanea. Também se
observou que a produgcdo de niveis elevados de TNF-o, geneticamente
determinada, em resposta a infecgdo por L. chagasi, pode predispor individuos,

pelo menos em parte, para o desenvolvimento da forma visceral grave da doenga.

3 JUSTIFICATIVA

No Brasil, tem-se observado um elevado crescimento do nimero de casos
de LTA, tanto em magnitude como em expans&o geografica, com surtos
epidémicos nas regides Sul, Sudeste, Centro—Oeste, Nordeste e Norte (COSTA et
al, 2000).

Na Bahia, mais precisamente na regido cacaueira de Trés Bragos e Corte
de Pedra, diversos estudos foram desenvolvidos entre as décadas de 70 e 80, os
quais serviram de modelo para o entendimento de alguns aspectos relacionados a
epidemiologia, clinica e terapéutica da doenga. Uma das regides endémicas em
destaque € a do sudoeste, que juntamente com a regi&o sul, concentram o maior
numero de casos de LTA no Estado (COSTA, 1986).

Os avangos no ambito cientifico, em particular nos estudos da imunologia,
tém ampliado nosso entendimento da resposta imune do hospedeiro contra
infeccdes por Leishmania e muitos outros patdgenos. Diferengas na
susceptibilidade a infecgdo primaria e/fou na evolugdo da les&do cutanea tem sido
propostas como alternativas para explicar os mecanismos envolvidos na rapidez e

extensdo das lesbes em algumas populagdes.
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Na leishmaniose experimental murina, a resposta imune do hospedeiro e a
resisténcia adquirida tem mostrado importante papel em reposta a infecgdo. Na
leishmaniose humana, estudos tém fornecido evidéncias para componentes
genéticos do hospedeiro na susceptibilidade & infecgdo por Leishmania,
influenciando a severidade e resisténcia da doenga (SHAW et al., 1995).

Um aumento significativo na expressdo do CD95 tem sido observado em
PBMC de pacientes com leishmaniose cutanea localizada (SANTOS et al., 2003).
Considerando a importancia do processo apoptotico na patologia da leishmaniose,
acreditamos que a investigagcdo do polimorfismo do gene APO-1/Fas nos
pacientes com LC podera fornecer dados para melhor compreensdo da
patogénese da doenga, uma vez que a literatura € muito escassa com relagéo a
estudos que avaliem o processo apoptético na leishmaniose humana.

Contrastando com os padrdes de resposta imunes Th1/Th2 definidos até o
momento, propde-se que a apoptose mediada por Fas pode ser um terceiro
parametro imune a ser abordado na leishmaniose humana. Portanto, sugerimos
que a combinagdo de estudos genéticos e imunoldgicos pode responder varias
questdes a cerca da relagao entre imunidade, resisténcia/susceptibilidade genética
e evolugdo clinica da leishmaniose.

A utilizagdo de marcadores imunogenéticos em associagdo com testes
sorologicos, podera apresentar-se como possiveis medidas profilaticas na
identificacdo de pacientes com melhor ou pior prognéstico, possibilitando

intervengdes terapéuticas que acelerem o processo de resolugdo das iesdes.
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HIPOTESE

O gendtipo GG correspondente ao polimorfismo —670 do gene Fas
influéncia na resposta imune do hospedeiro e no quadro clinico da leishmaniose

cutanea localizada.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

» Investigar o papel de Fas na leishmaniose cutanea localizada.

4.2 ESPECIFICOS

« Determinar a frequéncia dos diferentes gendtipos correspondentes ao
polimorfismo -670 do gene Fas em pacientes com LC comparando com

controles sadios;

« Avaliar a expressdo do receptor Fas (CD95) na superficie das ceéluias
mononucleares do sangue periférico dos pacientes com LC comparando

com controles sadios;

» Correlacionar os gendtipos do gene Fas com a expresséo do receptor Fas
(CD95) na superficie das células mononucleares do sangue periférico de

pacientes com LC e controles sadios;

e Correlacionar os gendtipos do gene Fas com dados clinicos e resposta

imune “in vivo” (IDRM+, sorologia) na leishmaniose cutanea localizada.
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5 CASUISTICA

5.1 PACIENTES ESTUDADOS

Este estudo contou com a participagdo de 40 pacientes portadores de
Leishmaniose Cutanea, provenientes das areas endémicas de Jequié e Jiquiriga-
BA, atendidos no Posto de Salde local pela equipe de médicos e pesquisadores
do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, que visitam a area periodicamente.

Os critérios de inclus&o adotados no estudo foram lesdo compativel com
diagnodstico de leishmaniose cutanea, intradermorreacéo de Montenegro positiva e
visualizagdo de formas amastigotas na analise histopatologica da leséo. O
recrutamento dos pacientes foi aleatério, ndo houve restrigdo por idade, género ou
etinicidade. O periodo da coleta das amostras foi de outubro de 2002 a dezembro
de 2003.

O diagnoéstico para leishmaniose foi realizado através do exame clinico e
confirmado através da Reagéo Intradérmica de Montenegro, sorologia e bidpsia da
lesdo. Os pacientes apresentavam uiceragfes cuténeas unicas, na maioria dos
casos, localizadas mais frequentemente nos membros inferiores. A idade dos
pacientes variou entre 3 e 86 anos, dos quais 18 eram do género feminino e 22 do
género masculino. As caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes estao

sumarizados na Tabela 1.
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5.2 CONTROLES

Voluntérios dos laboratérios (LIMI e LIP) e doadores normais do HEMOBA —
BA foram recrutados como grupo controle para o estudo. O estudo contou com um
total de 27 doadores, com idade entre 20 e 50, sendo 17 do género feminino e 10

do género masculino.

5.3 CONSIDERAGCOES ETICAS
Esse trabalho foi submetido & avaliagdo pelo comité de Etica da Fundagéo
Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz {Termo de consentimento em

anexo, Anexo 1).

6 METODOS

6.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Cada paciente e controle sadio doaram 20 mL de sangue periférico para o
estudo, coletados por pungdo venosa, através do sistema de coleta a vacuo
(Vacutainer Franklin Lakes-NJ-EUA) em tubos heparinizados, apds consentimento

livre e esclarecido.

6.2 DEFINICAO DOS PARAMETROS CLINICOS ADOTADOS

Linfadenopatia - Foi verificada questionando-se ao paciente a presenga ou
ndo de ‘ingua’. Em alguns casos foi possivel detectar a presenga de
linfadenopatia através do exame fisico nas regides submandibular, axilar ou

inguinal do paciente pela equipe.
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Tamanho da lesdo — O tamanho da lesao foi determinado com o auxilio de
uma régua, mensurando-se o didmetro da mesma. Nos calculamos a superficie da
lesdo ulcerada através da medida do diametro.

Tempo de doenga — O tempo de doenga foi definido segundo o tempo
relatado pelo paciente do surgimento da lesdo, até o diagndstico realizado no
posto de saude.

IDRM - O teste de intradermorreacao de Montenegro foi avaliado com base
na area de enduracdo formada apds a administragdo do antigeno de Leishmania.

O IDRM foi mensurado de forma semiquantitativa (-, +,++ e +++).

6.3 SEPARACAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE
PERIFERICO (PBMC)

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas a
partir do volume de 20 mL de sangue heparinizado (10UI/mL), diluido 1:1 com
solugéo salina a 0,9%, adicionando-se em seguida o Ficoll-Hipaque na proporgéo
de 2:1. Os tubos foram entdo centrifugados (400xg por 40 minutos) e o0 anel de
células coletado. As células foram lavadas 2 vezes com solugéo salina a 0,9% a
1000 rpm por 10 minutos e contadas, na ultima javagem, em cé&mara de

Newbauer.

Apds a contagem, a quantidade de células era dividida, parte para extragao

de DNA, RNA, proteinas e parte para citometria de fluxo.
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6.4 EXTRAGAO DO DNA

O DNA gendmico das células mononucleares obtidas a partir do gradiente
de FICOLL-Hypaque foi extraido usando protocolo de tratamento com proteinase
K e extragaéo com Fenol-Cloroférmio-Alcool Isoamilico.

O “pellet’ de células foi ressuspenso em uma solugéo de Tris - EDTA ~
NaCl (10 mM- 10 mM- 0,15 mM), SDS 20% e proteinase K (10 mg /mL). Essa
solugdo era incubada a 65°C por 2 horas. Em seguida adicionava-se uma outra
solucdo de Tris - EDTA — NaCl (10 mM- 10 mM- 0,656 mM) e fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico. Agitava-se vigorosamente e centrifugava-se a 10000 rpm por 5
minutos. Apés a centrifugagéo, transferia-se a fase aguosa para um novo tubo e
adicionava-se Etanol Absoluto para precipitagdo do DNA. O tubo era entao
homogeneizado e centrifugado a 10000 rpm por 20 minutos. O alcool era
descartado e o “pellet’ lavado com Etanol 75%, que apods centrifugagéo era
secado ao ar e ressuspenso em 75 pl de H2O MiliQ autoclavada. As amostras de
DNA foram quantificadas em gel de agarose e acondicionadas & —20°C para

posterior utilizagao.

6.5 GENOTIPAGEM POR PCR DO GENE APO-1/FAS

Reacbes de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foram realizadas para
amplificagdo da regido promotora do gene APO-1/Fas (CD95) como previamente
descrito por HUANG et al., (1997). As sequéncias dos primers utilizados foram 5'-
CTACCTAAGAGCTATCTACCGTTC-3* (APO-1/Fas Forward) e 5'-

GGCTGTCCATGTTGTGGCTGC-3' (APO-1/Fas Reverse), sintetizadas de acordo
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com dados publicados por HUANG et al., (1997), gerando um fragmento com 331
pb.

Cada reagao era composta de aproximadamente 60 ng de DNA, 0,5 U de
Taq polimerase, 0,25 pM de cada primer, 200 uM de dNTPs, 1.0 mM de MgClz
em tampao Tris-HCi 10 mM / KCl, 50 mM (pH 8.5) num volume final de 20 pL. As
reagbes foram amplificadas em termociclador Perkin Elmer com as seguintes
condigdes de temperatura: 94°C por 5 minutos para desnaturagéo do DNA, 55°C
por 1 minuto, para pareamento dos primers e 72°C por 1 minuto e 30 segundos

para extensao do primer pela Taq DNA Polimerase por 35 ciclos.

6.6 ANALISE DA DIGESTAO PARA O POLIMORFISMO -670 DO GENE
APO-1/FAS

Apos a amplificagdo da regido promotora do gene Fas, 10 uL da reagao foi
digerido com a enzima de restrigdo Mval. Ao produto do PCR adicionava-se uma
mistura de 5 uL contendo 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCil, 10 mM MgClz, 1 mM
dTT e 1U de Mval. As amostras eram incubadas 2 h a 37°C. Os produtos da
digestdo eram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 6%
(acrilamida:bis-acrilamida 29:1) em tampao de TBE 1X. Os géis eram corados com
Brometo de Etidio e fotografados em luz UV.

Apoés a digestdo com a enzima Mval o fragmento de 331 pb originou dois
fragmentos, um de 233 e outro de 98 pb na presenga da A na posigédo 670,

correspondendo ao genodtipo AA. Na presenga da G nesta posigéo, o fragmento de
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233 pb era clivado em um fragmento de 189 e outro de 44 pb, correspondendo ao

gendtipo GG (Figura 1A e 1B).

400 - - 331
300 -

-232
200 - _ 189
100 - -98

Figura 1A. Gel ilustrando o polimorfismo —-670 da regiado promotora do gene Apo-
1/Fas. O produto do PCR foi digerido com a enzima Mval e separado por eletroforese
em gel de poliacrilamida 6% e corado com brometo de etidio. Linha M representa o
marcador de pares de bases de 100-pb; Linha 1 produto do PCR sem digerir; Linha 2
genotipo heterozigoto GA; Linha 3 homozigoto AA; Linha 4 genétipo homozigoto GG.
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Figura 1B. Representagio esquematica do mapa de restrigio do gene APO-1/Fas
ilustrando os dois sitios para a enzima Mval (-858 e -670) e os possiveis fragmentos

gerados em fungao dos genotipos.
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6.7 PROTOCOLO PARA MARCACAO DE MOLECULAS DE SUPERFICIE
CELULAR

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) eram ressuspensas
em um tampao de bloqueio contendo PBS 1% BSA 0,1 % azida sddica + soro
humano na proporgao de 4:1, com a finalidade de reduzir as ligagdes inespecificas
dos anticorpos. As amostras eram incubadas a 4°C por 15 minutos para agéao do
bloqueio. Em seguida adicionavam-se os anticorpos fluorescentes (Tabela 2) e
mais uma vez as amostras eram incubadas por 30 minutos a 4°C protegidas da
luz. Passados os 30 minutos as amostras eram lavadas com 150 ul por tubo de
PBS + 1% BSA+ 0,1 % Azida sodica e centrifugadas a 1000 rpm a 4°C por 5
minutos. Apos a lavagem, as células eram fixadas com formalina 1% (200 plL por
tubo), vortexadas e acondicionadas a 4°C protegidas da luz para posterior

aquisicao.

6.8 CITOMETRIA DE FLUXO

A aquisi¢do e analise das amostras foram realizadas em citdmetro de fluxo
FACSort (Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA) através do
programa CellQuest versdo 3.1F. Inicialmente definiram-se os parametros de
tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) e sele¢ao das populacdes celulares.
Em seguida, era realizada aquisi¢do de amostras controles (células ndo marcadas
e isotipos), a fim de diferenciar a emissao de luz em comprimento de onda n&o

definido, da emissao de luz pela presencga da marcagao.
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6.9 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A analise estatistica dos dados e a elaboragéo dos graficos deste estudo
foram realizadas utilizando o programa GraphPad-Prism 3.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA-USA).

As associagbes realizadas entre os diferentes gendtipos do gene Fas e
dados clinicos dos pacientes com LC foram analisadas através da analise de
Pearson.

A andlise estatistica das associa¢des do polimorfismo —670 do gene Fas,
sorologia e linfadenopatia foram realizadas através do teste Exato de Fisher, com

intervalo de confianca de 95%.



Tabela 1: Caracteristicas clinicas e demograficas de 40 pacientes com leishmaniose cutanea oriundos da area
endémica de Jequié-Jiquirica, Bahia.

Amostras Idade Género Peso Tamanho Tempo Numero Localda Tratamento N° IDRM Linfade
da Lesédo de de Lesdo Ciclos nopatia
Doenga Lesoes

01 18 M 55 1,5 90d 1 MIE SBV 2 + Néo
02 9 M ND 1,5 30d 1 Antebraco SBv 3 + Néo
03 34 H 58 1,0 30d 1 MIE SBvV 2 ++ Sim
04 55 M 51 1,5 30d 1 Parietal D SBV 1 ND Sim
05 35 M 47 1,5 30d 3 MID SBV 2 ND Néo
06 24 H 57 6,0 30d 1 MIE SBV 3 ND Sim
07 32 H 70 0,5 30d 1 Escapula SBV 1 ND Sim
08 30 M 65 1,0 15d 1 Antebraco SBvV 2 ND Sim
09 04 M 16 1,0 15d 1 Antebraco SBV 1 ND Néo
10 08 M 23 2,0 20d 1 MIE SBV 2 ND Sim
11 65 M 57 3,0 90d 13 MMII SBv 2 ND ND
12 13 M 48 1,5 30d 1 Parietal SBvV 2 ++ Sim
13 22 H 68 1,0 60d 1 MIE SBv 3 ++ Sim
14 49 H 60 0,5 60d 2 MIE SMT ND + Néao
15 25 M 59 0,5 60d 1 MID SBV 2 + Sim
16 ND M ND ND ND ND ND SBV ND ND ND
17 ND M ND ND ND ND ND SBV ND ND ND
18 ND H ND ND ND ND ND SBV ND ND ND
19 ND H ND ND ND ND ND ND ND ND ND
20 ND H ND ND ND ND ND ND ND ND ND
21 9 M ND 20 60d ND ND SBv ND + Sim
22 46 H 63 2,5 60d 1 MIE SBv 2 + Sim
23 60 H 64 1,5 25d 1 MID SBv 1 + Néo

39



24 8 M 16 2,0 30d 3 MMIi SBvV ND + Sim
25 10 H ND 2,0 45d ND ND sSBv ND ND Sim
26 23 H 64 40 30d 5 MMII/SS SBvV 1 ND Sim
27 19 H 66 1,5 50d ND Face sSBv 3 + Sim
28 31 M 38 1,0 45d 1 Antebrago sSBv 1 ++ Sim
29 41 H 60 20 20d 1 Face SBvV 2 ND Sim
30 86 H ND 50 100d ND Coxa SBvV 1 ND Sim
31 24 M 55 2,0 15d 1 Antebraco SBV 1 ++ Sim
32 19 H 52 2,5 365d 1 MID sS8v 2 ++ Sim
33 3 M 11 2,0 30d 1 Face SBV 1 + Sim
34 12 H 40 35 30d 1 MIE SBv 2 ND Sim
35 41 H 80 3,5 30d 1 Escapula SBvV 1 + Sim
36 59 H 52 2,0 180d 44 MMII SBvV 2 + Sim
37 57 H 62 1,5 90d 1 MSE sSBv 1 ND Sim
38 28 H 52 1.5 60d 1 Face SBv 3 + Sim
39 17 M 45 2,0 180d 3 MID SBvV 1 + Sim
40 16 H 56 1,0 15d 2 MID SBV 1 + Néao
D = Dias

MID = Membros Inferiores Direito

MSE = Membros Superiores Esquerdo
MMl = Membros inferiores

MMII/SS = Membros Inferiores e Superiores
ND = N&o disponivel

SBV = Antimobnio Pentavalente

40
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Tabela 2: Anticorpos utilizados para marcagdao de moléculas de superficie

celular em PBMC de pacientes com LC oriundos das areas endémicas de

Jequié-Jiquiriga, Bahia e Doadores normais.

Anticorpo Conjugado Clone Fungéao Expressao
Celular
IgG1" FITC A85-1
IgG2a* PE G155-178
a-CD3° FITC UCHT-1 Transdugdo de sinal Célula T e timécitos
pelo TCR
a-CD4P FITC RPA-T4 Co-receptor para Célula T helper,
MHC de classe Mon, M¢
a-CD8" PE HIT8a Co-receptor para Cél T citotéxica,
MHC de classe | timdcitos
o-CD14° PE M5E2 Receptor para LPS e Mon
LBP
a-CD16' FITC 3G8 Receptor FoyRIll  Neutrofilos, células
medeia fagocitose e NK e M¢
ADCC
a-CD16b' FITC 1D3 Receptor FcyRIllb Neutréfitos
a-CD49d P PE 9F10 Integrina a4 Cél B, timdgitos,
Mon, DC,
eosindfilos
o-CD56' PE NS01 Molécula de Adesao Células NK
o-CD95? PE DX2 Regulagéo da Variedade de

apoptose e ativagdo

linhagens celulares

' = Immunotech; * = PharMingen

FITC = Isothiocinato de fluoresceina; PE = Ficoeritrina

ADCC = Citotoxicidade celular dependente de anticorpo

DC = Célula Dendritica; M = Macréfagos; Mon = Mondcito

LBP = Proteina ligadora de lipopolissacarideo; LPS = lipopolissacarideo
TCR = Receptorde célula T
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7 RESULTADOS

7.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DOS PACIENTES COM
LC ORIUNDOS DAS AREAS ENDEMICAS DE JEQUIE-JIQUIRICA, BAHIA.

Esse estudo teve a participagao de 40 pacientes com leishmaniose cutanea
dos quais 56% eram do género masculino. A média de idade entre os pacientes foi
de 27 anos. A presenca de linfadenopatia foi um achado em cerca de 70% (N=28)
dos pacientes, corroborando com os dados publicados em outras é&reas
endémicas para leishmaniose. Vinte e trés pacientes (77,4 %) apresentaram lesdo
unica e 22 6% tinham entre 2 e 5 lesdes, localizadas mais frequentemente nos
membros inferiores (57% dos casos). A média do tamanho das lesdes foi de 10,4
cm + 8,5. O tempo médio da doenga foi de 48,7 dias. Quarenta porcento dos
pacientes foram tratados com apenas 1 ciclo de SB*® e 18,75% dos pacientes
necessitaram de 3 ciclos de SB*.

Os dados acima estao sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3: Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com LC

oriundos da area endémica de Jequié-Jiquiri¢a, Bahia.

Freqiéncia Média SD Maximo Minimo
Género Masculino 56%
Idade 294 194 86 3
Linfadenopatia 70%
Les&o Unica 77.4%
2 ou + LesOes 22 6%
Lesao MMII 57%
Tamanho de Lesao
(cm) 1,97 6,0 0,5
Tempo de Doencga
(Dias) 48,7 40,22 180 7
1 Ciclo de SB*® 40,6%
2 Ciclos de SB*® 40,6%
3 Ciclos de SB*® 18,75%
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7.2 GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO -670 DO GENE FAS EM PACIENTES
COM LC ORIUNDOS DAS AREAS ENDEMICAS DE JEQUIE-JIQUIRICA,

BAHIA E DOADORES NORMAIS.

A genotipagem do polimorfismo —670 do gene Fas foi realizada em 40
amostras de pacientes com LC e em 27 amostras de doadores normais.

A distribuicdo genotipica do polimorfismo —670 da regido promotora do
gene Fas nas 40 amostras analisadas, demonstrou que 14 (35%) pacientes
apresentaram o genétipo heterozigoto GA, enquanto o genétipo AA foi observado
em oito (20%) amostras. O genétipo homozigoto GG foi o mais frequente entre os
pacientes com LC, tendo sido encontrado em 18 (45%) dos individuos.

Entre as amostras dos doadores normais observou-se que 14 individuos
(51,8%) apresentaram o genétipo GA, enguanto que os genoétipos AA e GG foram
observados em cinco (185%) e oito (29,6%), individuos controles,
respectivamente.

Apesar da aparente diferencga na frequéncia do genétipo GG entre as duas
populagbes estudadas, ndo houve diferenca estatisticamente significante na
distribuicdo dos gendtipos entre os pacientes com LC e doadores normais.

Os resultados observados na genotipagem demonstraram que o gene Apo-
1/Fas esta em equilibrio na populagdo normal segundo a Lei de Hardy-Weinberg.

A distribuicdo genotipica e freqiéncia alélica estdo descritas na Tabela 4.
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Tabela 4: Freqiiéncia dos genétipos e alelos do polimorfismo —670 da regidao
promotora do gene APO-1/Fas em pacientes com LC oriundos das areas

endémicas de Jequié-Jiquirica, Bahia e Doadores normais.

Pacientes com LC Doadores Normais
N=40 N=27
Freqiiéncia do Genétipo (%)
AJA 8 (20%) 5(18,5%)
G/A 14 (35%) 14 (51,9%)
GIG 18 (45%) 8 (29,6%)
Freqiiéncia do Alelo
A 39 44 4

G 61 55,6
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721 CORRELAGCAO ENTRE OS DIFERENTES GENOTIPOS PARA O
POLIMORFISMO —670 DO GENE FAS E LINFADENOPATIA EM PACIENTES
COM LC ORIUNDOS DAS AREAS ENDEMICAS DE JEQUIE-JIQUIRIGA, BAHIA.

Avaliou-se o risco de desenvolver linfadenopatia em associagdo com 0s
gendtipos entre os pacientes com LC. Dentre os 40 pacientes estudados, 34
apresentaram registro de linfadenopatia nos prontuarios. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre a presenca de linfadenopatia e os diferentes
gendtipos GG, GA e AA. Entretanto, ao agrupar os gendtipos GG + GA X AA,
observou-se pelo teste de Fisher, que 0s genétipos agrupados tem 1,5 vezes mais
risco para o desenvolvimento de linfadenopatia que os individuos com o gendtipo

AA (p=0,012, IC= 0,72-2,90).

Tabela 5: Correlagdo entre linfadenopatia e diferentes genétipos do
polimorfismo —670 do gene Fas em pacientes com LC oriundos de Jequié-

Jiquiri¢a, Bahia.

Linfadenopatia
Gendétipos Presenca Porcentagem %
A/A a/7 57,1
G/IA 1112 80,0
GIG 12/15 91,7

Total 27134 79,4
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722 ASSOCIAGAO ENTRE O0OS DIFERENTES GENOTIPOS DO
POLIMORFISMO -670 DO GENE FAS E IDRM EM PACIENTES COM LC

ORIUNDOS DE JEQUIE-JIQUIRICA, BAHIA.

Dos 40 pacientes analisados para o polimorfismo —670 do gene Fas,
apenas 20 apresentaram registro de IDRM nos prontuarios. Nao foi observada
diferenca estatistica entre os diferentes genétipos para o gene Fas e a intensidade

do IDRM entre os pacientes com LC.

7.2.3 ASSOCIAGAO ENTRE OS DIFERENTES GENOTIPOS DO
POLIMORFISMO -870 DO GENE FAS E TAMANHO DE LESAO EM PACIENTES

COM LC ORIUNDOS DAS AREAS ENDEMICAS DE JEQUIE-JIQUIRIGA, BAHIA.

Dos 40 pacientes estudados, 35 pacientes apresentaram registro do
tamanho da lesdo nos prontuarios. Nenhuma associa¢ido foi observada entre o
tamanho das lesGes e os diferentes genédtipos. A média do tamanho da lesdo entre
os pacientes com o genétipo GG foi de 1,8 cm (+ 0,3) e entre os pacientes com os
gendtipos GA e AA as médias do tamanho da lesdo foram 1,7 (+ 0,2) e 1,9 cm (+

0,4), respectivamente.
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7.24 ASSOCIAGAO ENTRE OS DIFERENTES GENOTIPOS DO
POLIMORFISMO -670 DO GENE FAS E TEMPO DE DOENCA EM PACIENTES

COM LC ORIUNDOS DAS AREAS ENDEMICAS DE JEQUIE-JIQUIRIGA, BAHIA.

Foi observada uma discreta variagdo no tempo de doenga quando
associado com a genotipagem do gene Fas em pacientes com LC. A media do
tempo de doencga entre os pacientes com os gendtipos GG, GA e AA foram (dias +
SE): 54 + 104, 41 + 6.5 e 42 + 10.1, respectivamente. Apesar da aparente
diferenca no tempo de doenga entre os pacientes com o genétipo GG (54 dias),
em relagdo aos demais, as diferengas observadas ndo foram estatisticamente

significantes.
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Tabela 6: Associagdo entre os dados clinicos (Médias e desvios) e os

diferentes gendétipos do polimorfismo —670 do gene APO-1/Fas em pacientes

com LC oriundos das areas endémicas de Jequié-Jiquiri¢ca, Bahia.

Diferentes Genétipos

Dados Clinicos AA GA GG
Tempo de doenga 41,7 +101 40,8 +6,5 54,4+104
(n=6) (n=12) (n=16)
Tamanho de Lesao 19+04 1,7+0.2 1,8+0,3
(n=7) (n=13) (n=15)
Ciclos de Sb*® 1,5+0,3 18+0,3 1,7+0,2
(n=5) (n=11) (n=16)
IDRM+ 1,4+0,24 1,0 1,38+0,18
(n=7) (n=10) (n=8)
IgG anti-Leishmania 0,300 + 0,277 0,579 £ 0,166 0,465 + 0,249
(n=5) (n=9) (n=13)
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725 ASSOCIAGAO ENTRE OS DIFERENTES GENOTIPOS DO
POLIMORFISMO -670 DO GENE FAS E SOROLOGIA ANTI- LEISHMANIA EM
PACIENTES COM LC ORIUNDOS DAS AREAS ENDEMICAS DE JEQUIE-
JIQUIRICA, BAHIA.

A quantificaggdo de IgG anti-Leishmania foi realizada no plasma dos
pacientes com LC e correlacionada com os diferentes gendtipos do gene Fas.
Foram realizados um teste x> simples e um teste x° para tendéncia entre a
sorologia e os diferentes gendétipos, mas as diferengas n&o foram estatisticamente
significantes (p=0,08) e (p= 0,13), respectivamente. Entretanto, agrupando-se os
gendtipos GG + GA e associando-os com o gendtipo AA, observou-se pelo teste
de Fisher, que os gendtipos GG e GA apresentaram um risco relativo de 1,59
vezes mais de ter sorologia positiva IgG anti-Leishmania que os individuos com o

gendtipo AA (p= 0,079, IC=0,77-3,27).
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7.3 EXPRESSAO DE FAS (CD95) NA SUPERFICIE DE LINFOCITOS E
MONOCITOS DE PACIENTES COM LC ORIUNDOS DAS AREAS ENDEMICAS

DE JEQUIE-JIQUIRICA, BAHIA E DOADORES NORMAIS.

A expressido, em porcentagem, de CD95 demonstrou que ha um aumento
na superficie de monocitos e linfocitos do sangue periférico dos pacientes com LC
quando comparado com a expressao em monocitos e linfécitos de controles

normais.
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7.3.1 CORRELACAO ENTRE TEMPO DE DOENGA E EXPRESSAO DE FAS
(CD95) NA SUPERFICIE DE MONOCITOS DE PACIENTES COM LC ORIUNDOS

DAS AREAS ENDEMICAS DE JEQUIE-JIQUIRICA, BAHIA.
Foi observada uma correlagdo negativa entre o tempo de doenca e a

porcentagem da expressdo de Fas (CD9S5) na superficie de mondcitos de

pacientes com LC (p=0,02, r=-0,53).

75+

Tempo de doenga

70 80 90 100 110
% CD95 monécitos
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8 DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

Apoptose € um mecanismo de morte celular, geneticamente regulado. Esse
fendbmeno tem importante papel no desenvolvimento e organogénese tecidual,
bem como na patogénese de varias doengas parasitarias (BARCINSKI et al.,
1999).

Muitos trabalhos tém relatado a importdncia de fatores genéticos
influenciando o curso de infecgbes causadas por patdégenos intracelulares, tais
como Salmonela spp, Plasmodium falciparum e Mycobacterium spp (ALTARE et
al,, 1998; BELLAMY, et al., 1999; MCGUIRE et al., 1994).

No presente estudo foi investigado se um polimorfismo geneticamente
determinado no gene Fas estaria associado com o quadro clinico da leishmaniose
cutanea. Dados preliminares do grupo ja haviam demonstrado um aumento na
expressdo de Fas em PBMC de pacientes com LC quando comparados com
controles normais (SANTOS et al.,, 2003). Polimorfismos do gene Fas tém sido
associado com diversas doengas autoimunes e cancer. Varios estudos tém
demonstrado a importancia da apoptose na patogénese da leishmaniose, no
entanto, nenhum estudo foi realizado, até o presente, avaliando o papel dos
polimorfismos em qualguer molécula implicada na apoptose. Porém, tém-se
demonstrado, aumento do risco relativo para LCM associado com o polimorfismo

do TNF-a (CABRERA et al., 1995).

Esse é o primeiro trabalho analisando um polimorfismo em genes

implicados na apoptose na leishmaniose cutdnea humana. Embora o estudo tenha
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contado com um numero pequeno de amostras, os resultados servirdo como base
para estudos futuros.

Nesse estudo avaliou-se um marcador genético, o polimorfismo —670 da
regido promotora do gene Fas, em pacientes com LC. Nao foi observada diferenga
estatisticamente significante na distribuigdo genotipica ou alélica entre os
pacientes e controles. Porém, ao comparar os resultados com os dados da
literatura (HUANG et al., 1997), observou-se um aumento da susceptibilidade a
infecgéo por Leishmania entre os pacientes com o genétipo GG (RR=1,7).

Um estudo de poder (Epi Info6) foi realizado para calcular o numero de
amostras necessario para um estudo de caso-controle, a fim de avaliar o risco
relativo entre os individuos expostos e n3o expostos e a susceptibilidade a
infeccdo. Os calculos para o risco relativo foram realizados com base nas
frequéncias observadas em nosso estudo e semelhantes as frequéncias dos
genétipos observadas entre controles caucasianos (HUANG et al., 1997). Entre os
individuos n@o expostos a frequéncia do genétipo GG foi de 29,6%, enquanto nos
pacientes com LC a frequéncia foi de 45% (Tabela 3). Seria entdo necessario para
um estudo do tipo caso-controle uma amostra com 166 pacientes com LC e 166
controles. Genotipando essas amostras sera possivel concluir ou ndo que os
individuos com o gendtipo GG s&o mais susceptiveis & infecgdo que os individuos
com o genotipo AA (RR estimado = 1,52, OR estimado= 1,95). Porém, se o calculo
do numero de amostras for realizado com base nas frequéncias dos genétipos em
controles caucasianos, sera necessario uma amostra com apenas 95 pacientes e

95 controles (RR estimado = 1,82 e OR estimado = 2,49).
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Os pacientes com o genétipo GG tenderam a apresentar maior tempo de
doenga quando comparados com os pacientes com os genotipos GA e AA, mas a
diferenga ndo foi estatisticamente significante. Também associou-se os diferentes
genotipos com a presenga de linfadenopatia entre os pacientes com LC e foi
observado que os individuos com os gendtipos GG + GA tém um risco aumentado
de desenvolver linfadenopatia, quando comparados com os pacientes com a
forma homozigota AA. A linfadenopatia € uma manifestagéo clinica inicial na LC,
podendo ser o unico sinal clinico da infecgdo (BARRAL et al., 1995). Estudos tém
mostrado, que o linfonodo € um local de intensa resposta imune com produgado de
citocinas que podem influenciar no curso e predominancia de uma resposta imune
protetora ou deletéria (SCOTT, 1991). Sendo assim, sugerimos que os individuos
com o gendtipo AA, os quais tem o sitio de ligagdo do elemento GAS funcional,
podem aumentar a transcrigdo do gene Fas resultando em maiores niveis de
apoptose e menor acumulo de células no linfonodo drenante.

Paralelamente, avaliou-se a expressdo do CD95 (Apo1/Fas) em PBMC dos
pacientes com LC e controles normais. Observou-se um aumento na expressao
de CDS5 nos mondcitos dos pacientes quando comparados com a expressao em
monocitos de doadores normais. Nao foi observada correlagéo entre a % da
expressao de Fas com resposta imune celular (IDRM) ou humoral (IgG anti-
Leishmania). Devido ao pequeno numero de amostras pareadas, ndo se observou
correlagdo entre os gendtipos do gene Fas e a expressdo do receptor Fas na
superficie de PBMC dos pacientes com LC e controles normais (Dados ndo
mostrados). Todavia, detectou-se uma correlagdo negativa entre a expressao de

Fas em mondcitos e o tempo de doenga em pacientes com LC. Os resultados
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observados na expressdo de Fas entre os pacientes com LC, indicam que
express&o de Fas e/ou apoptose mediada por Fas pode ser um terceiro parametro
imune, independente, modificando a evolugdo da leishmaniose.

O gendtipo GG pode resultar em uma completa delegdo da sequéncia do
elemento de transcricdo GAS e significante alteragdo da expressao do gene Fas
(HUANG et al., 1997). O polimorfismo —670 do gene Fas resulta da substituigcao de
um nucleotideo na sequéncia consenso do elemento de transcricdo nuclear GAS,
para a forma homodimérica do STAT1, identificado inicialmente em células

reguladas por IFN-y (IHLE, 1995). Existe a possibilidade do envolvimento de certas

citocinas observadas na LC, principalmente IFN-y, estarem regulando a expressao
génica de Fas, além de interferir com a expressao de outras moléculas pré- e anti-
apoptoticas. Deste modo, pode-se especular que a tendéncia observada dos
pacientes com o genétipo GG a apresentarem maior tempo de doenga, assim
como a correlacdo negativa entre a expressédo de Fas (CD95) na superficie dos
monocitos dos pacientes com o tempo de doenga, deve-se a redugdo na
“capacidade apoptética” desses individuos no inicio da doenga, resultando num
retardo na ulceracdo da lesdo e consequentemente no diagnéstico da doencga.

A fase atual do estudo impediu que fosse realizada a associagdo dos
gendtipos com o tempo de cura, mas espera-se, baseados nos achados com
camundongos deficientes em Fas/FasL, que os pacientes com o gendtipo GG
apresentem um aumento no tempo de cura quando comparados com 0s pacientes

com os genétipos GA e AA.



57

Os resultados desse trabalho necessitam ser confirmado com um numero
maior de amostras de pacientes e controles. Pretende-se ainda, a obtengéo de
amostras controles da area endémica, a fim de verificar como se comporta esse
polimorfismo entre a populagédo que é exposta, mas que ndo desenvolve doenga.
Contudo, apesar do pequeno numero de pacientes estudados, esse estudo
permitira calcular o numero de amostras necessario para um estudo
imunogenético, capaz de determinar marcadores genéticos associados com
fatores de risco na evolugéo clinica da leishmaniose cutanea, incluindo um grupo
de pacientes com LCM. Alguns fatores de risco para o desenvolvimento da doenca
mucosa incluem tamanho da les@o primaria, multiplas lesdes e terapia inadequada
no tratamento da lesao inicial (ALCAIS, et al., 1997). JONES e colaboradores
(1987), estudando uma area endémica para LC na Bahia, observaram que a
doenga mucosa foi mais comum no sexo masculino (2,3:1) e em pacientes que
tiveram lesdes multiplas ou com elevado tamanho da lesao primaria. Uma amostra
maior de pacientes, também possibilitara a realizagdo de analise multivariada,
visto que certos fatores de risco, genéticos, clinicos e imunolégicos, podem ou n&o

ser interindependentes.



58

9 CONCLUSAO

* Nesse estudo observou-se uma maior frequéncia do genétipo GG entre os

pacientes com LC, quando comparados com controles sadios.

o Observou-se um aumento na expressao de CD95 em PBMC de pacientes

com LC quando comparados com a expressao em controles normais.

o Verificou-se uma correlagdo negativa entre a expressdo de Fas em

mondocitos dos pacientes com LC com o tempo de doenga.

e Uma associagdo entre os gendtipos GG e GA foi observada com a

presenca de linfadenopatia nos pacientes com LC.
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