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RESUMO

Infecgbes causadas pbeishmania (Viannia) braziliensiapresentam manifestagbes
clinicas diversas e a leishmaniose cutanea loc&izaCL) € a forma clinica mais
comum. Na Terra Indigena Xakriaba, localizada ndende Minas Gerais, 212 casos
autoctones de LCL foram registrados no periodoGfd 2 2007. O grande namero de
casos e as particularidades da &rea reforcam cesste de investigar aspectos da
resposta imune do hospedeiro em relacao a infe€asido nitrico (NO) é um potente
agente citotOxico presente na resposta imune Laighmania Na LCL, um dos
mecanismos de producdao de NO envolve a ligacdogHeab receptor CD23 de
macrofagos num microambiente de citocinas #Fdl+ IL-4. Apesar do papel crucial do
NO no curso da infeccdo, tem sido relatada a exigtéde isolados dé. (V.)
braziliensisresistentes a acao dessa molécula. Assim, oswvaigj&to presente trabalho
foram avaliar por citometria de fluxo, o perfil d&pressédo do marcador de ativagéo
CD23 e de producédo de NO intracelular por monocitas perfil de expressao das
citocinas IFNy e IL-4 por linfécitos T do sangue periférico dediiiduos nédo
infectados (NI, n=10), Teste de Montenegro positsem lesdo (TM n=13) e
portadores de leishmaniose cutanea localizada (Ib€LL7), considerando o tempo de
evolucdo da lesdo (LCL<60 dias, n=7; LCL>60 dias]10). Foi feita também a
dosagem dos niveis séricos de IgE dos individudgipantes. Além disso, investigou-
se a possivel presencaldgV.) braziliensigesistentes/susceptiveis ao NO em isolados
de pacientes responsivos (C, n=5) e refratariostratamento (FT, n=5) com
Glucantime®. Para o estudo imunoldgico foram real@s culturas de leucocitos do
sangue periférico na auséncia (CC) ou presencarde$ promastigotas vivas tle
(V.) braziliensis(LEISH) ou na presenca de antigeno soluvel. d@/.) braziliensisA
dosagem dos niveis séricos de IgE foi feita utililtase kit especifico baseado na
técnica ELISA sanduiche. Para identificacdo doilpgefresisténcia dos isolados foram
feitos ensaios de viabilidade utilizando-se a ®#wio MTT. Os resultados obtidos com
0 estudo imunolégico mostram que o grupo LCL apriesemaior expressao de CD23
e maior producdo de NO por mondcitos em relagdogamsos TM e NI, além de
menor expressio de IFNe IL-4 por linfocitos T CD4+ em relagéo ao grupd T Por
outro lado, o grupo TMapresentou aumento relevante no percentual d@raltiutores
das citocinas avaliadas, NO e CD23 quando compaadypupo NI. Ao dividirmos o
grupo LCL por tempo de lesao, observamos no grupb<660 grande frequéncia de
alto produtores de IL-4, NO e CD23, indicando unfipmisto de ativacdo/modulacéo
da imunidade inata. Os niveis séricos de IgE fotam menores no grupo LCL quando
comparado aos grupos NI e TMavendo reducéo do grupo Tm relacdo ao grupo
NI. Além disso, dos 10 isolados testados, 8 forasistentes a acdo do NO, sendo que,
0s 2 sensiveis foram provenientes de individuoporesvos ao tratamento com
Glucantime®. Diante disso, foi possivel inferir qogtras fontes celulares, além dos
linfécitos T, podem estar envolvidas na producaeitteinas no grupo LCL e que no
grupo TM™ ha forte indicio da participacdo do mecanismoti@gio de mondcitos e
inducéo de NO investigado neste estudo, favorecermmtrole da infeccéo, impedindo
assim, o aparecimento de lesbes. Além disso, aéekia de isolados de. (V.)
braziliensisresistentes a acdo do NO corrobora com achadositdes autores e pode
estar diretamente relacionada com a resisténgidado Glucantime®.
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ABSTRACT

Infections caused bylLeishmania (Viannia) braziliensigpresents many clinical
manifestations and localized cutaneous leishmanifsCL) is the most common
clinical form. At the Xakriaba Indigenous Land, &bed in the northern Minas Gerais,
212 autochtone cases of LCL was reported duringptveod of 2001 to 2007. The
elevated number of cases and particularities of ahea reinforces the interest to
investigate aspects of the host immune responsaation with infection. Nitric oxide
(NO) it's a potent cytotoxical agent present in #mti-Leishmania immune response. In
LCL, one of many mechanisms of NO production inegivthe IgE bind to the
macrophages CD23 receptor in a cytokines {F0I- IL-4 microenvironment. Despite
the crucial role of NO in the infection course, Hasen related the existence of
Leishmania (Viannia) braziliensisolates resistant to NO action. Thus, the aimihisf
study was evaluate, by flow cytometry, the expmssprofile of CD23 activation
marker and NO production by monocytes, and theesgmon profile of cytokines IFN-
and IL-4 by T lymphocytes subpopulations of periaheblood of noninfected
individuals (NI, n=10), Positive Montenegro SkinsTevithout lesion (TM, n=13) and
patients with Localized Cutaneous Leishmaniasis L(L®=17), considering the
evolution time of the lesion (LCL<60 days, n=7; L€d0 days, n=10). Was made too,
the seric IgE levels dosage in the participantssidgs this, was investigated the
possible presence of the resistant/susceptlble(V.) braziliensis isolates from
responsive (C, n=5) and refractory (FT, n=5) pasié¢n treatment with Glucantime®.
For the immunological study, was realized leucosyigtures of peripheral blood in the
absence (CC) or presence of live(V.) braziliensispromastigotes/. (V.) braziliensis
soluble antigen (LEISH). The dosage of seric Igéele was made using a specific kit
based on sandwich ELISA technique. For the redistagceptible profile investigation,
viability assays was made using the MTT techniqliee obtained results with
immunological study show that the LCL group presegher CD23 expression and
higher NO production by monocytes in relation witkl® e NI groups, besides lower
expression of IFNre IL-4 by CD4+ T lymphocytes when compared to Tdvbup. On
the other side, TMgroup presents relevant increase in the percentégeigher
producers of evaluated cytokines, NO and CD23 vdoenpared with NI group.

Dividing LCL group for lesion evolution time, washserved in LCL<60 increase
frequency of higher producers of IL-4, NO and CD&flicating a mixed profile of
activation/modulation of the innate immunity. Troegall IgE seric levels was lower in
the LCL group when compared to the NI and ‘Tfoups, with a reduction of TMn
relation with NI group. Besides this, of 10 isokatested, 8 was resistant to NO action
and the 2 sensible was obtained from individuads Was responsible to the treatment
with Glucantime®. In front this, was possible tdeinthat other cellular sources, besides
T lymphocytes, could be involved in the cytokineduction in LCL group and in the
TM™ group there is a strong possibility for the paptition of monocytes activation and
induction mechanism and NO induction investigatethis study, favoring the infection
control, preventing the occurrence of skin lesiddssides this, the existence of NO
resistant_. (V.) braziliensigsolates, corroborates with other authors findiagd could
be directly related with Glucantime® treatment s&sice.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, assim como em outros paises do Novo Murad Leishmaniose
Tegumentar (LT) constitui um problema de saudeipal{Ministério da Saude, 2010).
Dados epidemiologicos da FUNASA demonstram queBrasil, a LT representa a
segunda doenca tropical de maior prevaléncia, sesdeegides norte e nordeste as
principais areas endémicas. Além disso, a LT ewérida no grupo das 13 Doencas
Tropicais Negligenciadas (DTN) e é classificadaai@goria de “doencas emergentes e
sem controle” (Lindoso & Lindoso, 2009).

A importancia da LT como problema de salde pultks&de ndo apenas na sua
elevada incidéncia, mas também no risco da ocaaéte forma clinica mucocutanea
de dificil tratamento e que pode produzir deforrdeta(Leifso et al., 2007).

A ocorréncia de focos de leishmaniose tegumentatrieos indigenas no Brasil
tem sido pouco estudada. Os primeiros relatos sataeocorréncia datam das décadas
de 50-60 e referem-se a estudos em tribos do edtaddato Grosso (Forattini & dos
Santos, 1956; de Carneri et al. 1963).

O estilo de vida dos povos indigenas e as condighesis a que estdo
submetidos, mé& nutricdo, falta de higiene e sanemeonvivio estreito com animais
no ambiente doméstico e peridomiciliar, favorecemtransmissdo de diversas
parasitoses (Pena, 2004), dentre elas a LT. Dess® f trata-se de uma oportunidade
rara estudar aspectos diversos relacionados a Ljijogos indigenas.

Alguns trabalhos anteriores tém chamado a atenef@ @ importancia dos
padrdes de resposta imune na LT. Os estudos témmndérado que o estabelecimento e
a evolucao das lesdes causadas por infeccodse@hmania (Viannia) braziliensigue
caracterizam as diferentes formas clinicas da L® sBiamente dependentes da
imunidade celular (Pirmez et al., 1993; Da-Crualet 1994; Coutinho et al., 1996;
Baratta-Masini et al., 2007).

Vérios trabalhos sugerem que a resposta imunéacela tipo 1, caracterizada
pela producao de IFM-tenha um papel protetor na LT. Em modelo murRbl-y tem
mostrado uma acdo simultdnea com outra citocin@atir de macréfagos, o fator de
necrose tumoral alfa (TN&), ativando a enzima éxido nitrico sintase indulz{iOS
ou NOS2) para produzir o oxido nitrico (NO) resmita na morte do parasito

intracelular (Liew et al., 1990; Bogdan et al., @D0
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Em 1995, Vouldoukis e colaboradores demonstraraenajligacéo de IgE ao
seu receptor de baixa afinidadeRd /CD23 em macréfagos humanos é forte e induz a
producdo de NO, apoés a ativagdo com IL-4 ou {-Mestringindo assim o crescimento
deLeishmania major.

Outros trabalhos demonstram que o NO tem sido fuedtal para o controle de
infeccdo por_eishmania spp(Giudice et al., 2007). Apesar do papel fundamnieda
NO no controle da doencga, a resisténcia do paraséesa molécula tem sido descrita
(Giudice et al., 2007). Dessa forma, é possivelbedecer correlagdo positiva entre a
gravidade da doenca e o isolamento de cepas rgsst¢Fang, 1997). Porém a
resisténcia do parasito a acdo do 6xido nitricdaairéo esta totalmente esclarecida.

No presente trabalho, a Terra Indigena Xakriabde$aolhida para o estudo,
principalmente em funcdo do interesse dos prépgrides, manifestado em reunides
prévias com membros de nossa equipe, representimfésndacao Nacional de Saude
(FUNASA) e das instituicbes municipais. Outro fatonucial para a escolha da
localidade foram os casos autéctones de LT redssra partir de 2001. Até o ano de
2007 foram identificados 212 casos entre os habdada reserva (MS/FUNASA,
2008).

Por ndo existirem estudos prévios na Terra Indig@hkaiaba, a Unica estratégia
de controle atualmente adotada € o diagndsticocdsss suspeitos e tratamento dos
doentes. O estudo da resposta imune, através Hacaeado perfil de ativagéo celular,
da producéo de citocinas envolvidas na ativacamalerofagos e inducdo de NO e da
producdo de Oxido nitrico intracelular, e, assawsach avaliacdo do perfil de
resisténcia/susceptibilidade ao NO, irdo carad@erizpossiveis biomarcadores
indicadores de estabelecimento/manutencao e ceftwod da infeccao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar o perfil imunolégico e de resisténcia/sygtdglidade ao oxido nitrico
em portadores de leishmaniose cutanea localizadeeda Indigena Xakriaba, Minas

Gerais, Brasil.

2.2 Objetivos especificos:

1) Caracterizar o perfil de expressdo do marcador wwerficie CD23 por

mondcitos e das citocinas IFNe IL-4, por subpopulagcfes de linfocitos T do sangu
periférico de individuos nao infectados (CT), TedteMontenegro positivo sem lesao
(TM+) e portadores de leishmaniose cutanea loadiZ&CL), considerando o tempo

de evolugéo da lesao;

2) Avaliar o perfil de producdo de Oxido nitrico axelular por mondcitos do
sangue periférico de individuos nao infectadosterée Montenegro positivo sem lesao
e portadores de leishmaniose cutanea localizadsgjd®rando o tempo de evolugcao da

lesdo;

3) Avaliar o perfil panoramico dos biomarcadores iolagicos NO, CD23, IFN-
e IL-4 em individuos ndo infectados, Teste de Montenegrotiposisem lesdo e
portadores de leishmaniose cutanea localizadajdeyasado o tempo de evolucdo da

lesao;

4) Correlacionar o perfil de expressao do marcadorsueerficie CD23, das
citocinas IFNy e IL-4, bem como, o perfil de producdo de Oxidmico emindividuos
nao infectados, Teste de Montenegro positivo sediole portadores de leishmaniose

cutanea localizada, considerando o tempo de evoldgdesao;

5) Dosar niveis séricos de IgE totah amostras de individuos nao infectados,
Teste de Montenegro positivo sem lesdo e portaddeeseishmaniose cutéanea

localizada
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6) Identificar o perfil de resisténcia/suspiilade de isolados dd.. (V.)
braziliensis ao 0xido nitrico e associar com cura e falha atariranto com

Glucantime®.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 As leishmanioses

No Novo Mundo as leishmanioses sdo um grupo de gdgemle carater
zoonotico causadas por parasitos da familia Tryganatidae, génerdeishmania
(Ross 1903), transmitidos ao homem e outros mansifdomésticos e silvestres pela
picada de fémeas de insetos dipteros conhecidos flettotomineos (Psychodidae:
Phlebotominae).

Os protozoarios do génet@ishmaniaapresentam duas formas principais: uma
promastigota flagelada, encontrada no tubo digestovinseto vetor e outra amastigota
sem flagelo livre, observada nos tecidos dos haspesdvertebrados (Figura 1). As
amastigotas sdo intracelulares obrigatorias prahcipnte das células do sistema
mononuclear fagocitario (SMF) (Ministério da Sal@)7).
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Figura 1: Formas promastigotas dd_eishmania sp(A), Formas amastigotas dé.eishmania sp(B) (Fonte:
Manual de vigilancia da LTA/MS 2007).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OdS)eishmanioses
afetam 98 paises ou territérios em 5 continentesofia, Asia, América, Africa e
Oceania), com uma incidéncia de 2 milhdes de caspsano (0,5 milhoes de
leishmaniose visceral e 1,5 milhoes de leishmarcasgnea) (WHO, 2010). No Brasil,
0 Ministério da Saude relata uma incidéncia de@Bdasos ao ano.

No Novo mundo, as Leishmanioses apresentam duasigais formas clinicas
no homem, a Leishmaniose Visceral (LV) e a LeishosmTegumentar (LT), com um
amplo espectro de manifestagfes. Nas leishmaniasédsyma clinica é altamente
dependente da espécieldgshmaniaenvolvida e dstatusimunolégico do hospedeiro.
Assim, existem as espécies dermotropicas, que deonpeele e mucosas e as especies
viscerotrépicas, que possuem afinidade pelo telidoide e 6rgdos como figado e
baco {Tabela ).
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Tabela 1 Espécies deeishmaniaencontradas no homem.

Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. 4¥nia)
Velho Mundo L. donovani L. major
L. infantum L. tropica
L. killicki
L. aethiopica
L. infantum
Novo Mundo L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis

L. mexicana L. guyanensis .
L. panamensis
L. pifanoi L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
L. garnhami L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni
L. lindenbergi

L. peruviana

L. colombiensis

Principal tropismo Viscerotrépica Dermotropica Dermotropica Mucotr@pic

Fonte: WHO Technical Report Series- Control ofldishmaniasis, 2010.

3.2 Leishmaniose Tegumentar

A Leishmaniose Tegumentar é uma doencga parasitfra acomete pele e
mucosas. E primariamente uma infeccio zoonotiegado outros animais que n&o o
homem, o qual pode ser envolvido secundariamenteNbvo Mundo, existem 15
espécies deéeishmaniacausadoras da LT divididas em dois subgénéreishmaniae
Viannia(Tabela 1).

A LT distribui-se amplamente no continente amemcastendendo-se desde o
sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, €cecao do Uruguai e do Chile.
De acordo com o Ministério da Saude, no Brasil ®do encontrada em todos os
estadosFigura 2, tendo sua expansao iniciada a partir da décad#dMinistério da
Saude, 2006).
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O processo de expansao da LT tem modificado o9eadie transmisséo da
doenca, antes associada apenas a trabalhadorssowtebitantes de areas proximas a
mata. Atualmente, a ocorréncia da LT tem sido adetambém em areas periurbanas e
regides desmatadas (Shimabukuro et al., 2010).

No Brasil, a LT é uma doenca com diversidadegdmies, de reservatorios e de
vetores que apresenta diferentes padrfes de trgs@Ime um conhecimento ainda
limitado sobre alguns aspectos, o que a torna filgl diontrole. Até o momento, sete
espécies do géneteishmaniaforam identificadas no Brasil como causadoras Te L
Seis dessas espécies pertencem ao subgé&hienmia e apenas uma pertence ao
subgénerolLeishmania As espécies mais importantes sBeishmania (Viannia)
braziliensis Leishmania (Leishmania) amazonensismibas amplamente distribuidas no
territério nacional e da.. (V.) guyanensjsque ocorre na regiao Norte. As outras
espéciesl. (V.) lainsonj L. (V.) naiffi L. (V.) shawie L. (V.) lindenbergcontribuem
para um numero menor de notificagbes e sdo restda estados do Norte e Nordeste

como mostrado na Figura 2.
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Figura 2: Distribuicdo geogréafica das principais espéciesa@doras da LT no Brasil (Fonte:
SVS/MS 2007)
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3.2.1 Manifestacdes clinicas da LT

Muito tem sido estudado a respeito das relacdeaspathospedeiro na LT,
principalmente a resposta imune dos hospedeirog f6s0 na imunidade remete ao
importante papel desempenhado pelo sistema imureunso da infeccdo. Contudo, vale
ressaltar que diversos fatores, em conjunto, ir@terchinar o complexo espectro de
manifestacdes clinicas da doenca.

Além da espécie de.eishmaniaenvolvida, had alguns fatores intrinsecos ao
hospedeiro, comostatus imunoldgico, presenca de co-morbidades, ma neotriea
predisposi¢do genética, que podem torna-lo mageptisel a acdo do parasito e agravar 0s
sintomas da doenca.

A LT possui um amplo espectro de manifestacfésicak, sendo a forma
cutanea (LC), a mais comum. Na forma cutanea laddi a lesdo é, geralmente,
caracterizada pelas bordas altas e o fundo granuesado na maioria das vezes indolor
(Figura 3A). Ha& também a forma cutanea disseminéigigura 3B) caracterizada por
lesBes ulceradgsequenas, muitas vezes acneiformes, distribuidatogo o corpo do
individuo. Na LC, a imunidade celular é preservadgue pode ser verificado através
da positividade ao teste de Intradermorreacdo detéviegro (IDRM). Esta resposta
celular especifica, bem modulada, mas com predowi@éde citocinas do tipo 1,
reflete a tendéncia a cura espontédnea e boa raspmsiatamento.

Na LC, sabe-se que a incapacidade de montar wspasta imune celular eficaz
esta associada a evolucao clinica da doenca easnetzes a falhas terapéuticas. Em
pacientes imunocomprometidos a LC pode apresentargs clinicos atipicos, com
tendéncia a disseminacdo e ma resposta aos esquguiTadteripicos usuais
(Ministério da saude, 2006). A leishmaniose dif(Bgura 3C) é considerada forma
rara da LC e se encontra distribuida em algunepaiss Américas, Africa e Asia. Essa
forma clinica é caracterizada por maci¢co comprameito dérmico e natureza crénica.
Isso ocorre devido a auséncia de resposta imunkacefetiva contra o parasito, que se
multiplica sem controle, aumentando o numero déeleg expandindo sua distribuicdo
na superficie corporal. Na forma difusa, o testdareeo de Montenegro é
caracteristicamente negativo, devido a ausénciagpmsta inflamatoria do hospedeiro.

Ao contrario da leishmaniose difusa, a leishmaniosacosa (LM) é
caracterizada pela exacerbacdo da resposta cahfidreishmania,com escassez de
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parasitos e IDRM positiva. O principal agente égiato da LM é d.. braziliensis e o
comprometimento das mucosasn@, maioria das vezes, secundario as lesées de pele
(Figura 3D). Essa forma acomete a mucosa e catilagasofaringeas e maioria das
areas endémicas, 1 a 10% de infec¢des cutanedigddea resultam na forma mucosa num

periodo de um a cinco anos apos a cura das lestieeas (Marsden, 1986).

Figura 3: Manifestacbes clinicas da LT: (A) Forma localizamhéca; (B) Forma disseminada;
(C) Forma difusa; (D) Forma mucosa. Fonte: ManedVdjilancia da LTA/MS 2007.

Além destas manifestacfes clinicas da LT, alguatsathos (Lescuret al, 2002;
Guimaraes et al., 2009; Baptista et al., 2009}agiacasos de leishmaniose cutanea que ndo
se enquadram em nenhuma das formas clinicas beacter@radas da doenca, cuja
denominacédo adotada tem sido LT atipiegura 9. A presenca de lesbes incomuns e néo
da Ulcera tipica caracteriza esta forma na quabogentes podem ser portadores de lesdes

verrucosas, crostosas, vegetativas e até mesnes|egidides (Freire et al., 2011).
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Figura 4: Lesdo de paciente portador de leishmaniose cutatipa em placa da Terra
Indigena Xakriaba.

Além disso, € importante ressaltar que cerca & dOs individuos residentes
em area endémica apresentam teste de hipersataieilitardia a antigeno de
Leishmaniapositivo e ndo desenvolvem a doenca, caracterizant forma subclinica
de LTA (Follador et al, 2002). Corroborando conteegstudo, em inquérito
epidemiolégico realizado na Terra Indigena Xakriab@& 2008 por nosso grupo, foi
verificada uma prevaléncia de 19,2% de individuo® @presentaram Teste de
Montenegro positivo sem a presenca de lesbes airizes condizentes com LT
(Freire, 2011).

3.2.4 Diagnostico e tratamento da LT

O diagndstico laboratorial da LT pode ser paradificb, imunolégico ou
molecular. O diagnostico parasitologico baseia-se pesquisa de parasitos em
esfregacos de lesdes, cultures\itro) de fragmentos de bidpsias de lesdo ou aspirados
de leséo cutanea. O diagndstico imunoldgico podé&e#e de forma indireta, através da
mensuracdo da resposta imune celular com a injegéedérmica de antigenos do
parasito (intradermorreacdo de Montenegro - IDRille deve ser lida em 48 a 72
horas, sendo consideradas positivas as reacfeareantle enduracdo maior ou igual a
5mm. O diagnéstico imunoldgico por sorologia é matidizado no diagndéstico da
forma visceral, uma vez que a LT produz baixaditéb de anticorpos. J& o diagnostico
molecular, consiste na deteccdo do DNA do paradievés de métodos baseados na

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
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O tratamento da LT reside na utilizagdo de quimapieos. H4 mais de 50 anos
o antimonial pentavalente tem sido administrad@& a droga de primeira escolha,
preconizada pelo Ministério da Saude (Ouellett®420

A OMS e o Ministério da Saude recomendam paratanr@nto da LT 20mg de
antimoénio pentavalente/Kg durante 20 dias, no assdorma cutanea e difusa, ou
durante 30 dias para a forma mucosa, podendo-séirreptratamento caso haja falha
terapéutica (Ministério da Saude, 2007).

O mecanismo de acdo do antiménio ainda nao émetdaé conhecido.
Acredita-se que a droga atue nas formas amastigotgsrasito, inibindo a atividade
glicolitica e a via oxidativa de &cidos graxos (Ban, 1988). A principal limitacdo
desse medicamento, que produz efeitos adversoagmiteente graves e fatais, é a
toxicidade (Sampaio et al. 1997, Oliveira et alD2)0 impedindo sua administracdo em
pacientes com doencas pré-existentes, além der arignitoramento cuidadoso de
diversas funcdes organicas (Herwaldt & Bermam, 1992

Héa drogas alternativas como stibugluconato de pediaa e anfotericina B,
utilizadas nas formas rebeldes ao tratamento canweal e quando ha contra-indicagcao
ao uso do antimonial. Ha também a anfotericina Bseenforma lipossomal, que reduz
bastante os efeitos colaterais, porém seu custi®eaievado (Ouellette, 2004).

Outra droga tem sido bastante estudada, por senia e via oral, a
miltefosina. Tal medicamento se mostrou eficazratainento da LV e alguns casos de
LT ja foram tratados (Sundar, 2002).

Vale enfatizar que mesmo com o tratamento adeqaamiorréncia de recidivas
e/ou comprometimento mucoso é freqiente, send@ardad casos tratados e ao redor

de 10% nos casos néo tratados (Basano & Camargé).20

3.2.2 Aspectos imunolégicos da LT

A resposta imune celular tem papel importante nagémese da leishmaniose
tegumentar. Segundo alguns autores, formas prayotestidd_eishmaniaspp ligam-se
a receptores especificos em macréfagos e sao aligauas por um processo
denominado fagocitose (Mosser & Rosenthal, 1993).inferacdo inicial dessas
promastigotas com macréfagos é fundamental parstabelecimento da infeccdo no
hospedeiro (Rosenthal et al. 1996).
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Apés a internalizagdo dos parasitos via fagocitbgetransformacdo da forma
promastigota em amastigota, capaz de sobrevivantedor dos macréfagos. Dessa
forma, o macréfago parasitado servirhA como célygeesentadora de antigeno e
produzira citocinas para atrair e ativar outraslesldo sistema imune.

Na leishmaniose cutanea e na leishmaniose mucosa,intensa resposta do
tipo 1, com alta producdo de IFNe TNFa é observada. Esse tipo de resposta
inflamatoria, apesar de estar associada ao cordeolefeccdo, se ndo modulada, pode
levar ao dano tecidual. Essa ativacdo de célulaipdol € observada em todas as
formas clinicas da infeccdo causada peirshmania braziliensi€omo também por
outras espécies comd.aguyanensig L. amazonensi@€onvit et al, 1993).

Por outro lado, a diminuicdo da resposta inflaniatocom aumento das
citocinas reguladoras, como a IL-10, por exemphkofece a disseminacdo e a
multiplicacéo do parasito.

Alguns individuos s@o capazes de montar a respast@ccdo sem desenvolver
a doenca aparente. Follador e colaboradores (26@2parou a resposta imune de
individuos sem histéria de doenca e com Teste datéviegro positivo, com a resposta
de individuos com leishmaniose cutanea. Os resudtatitidos demonstraram que os
individuos Teste de Montenegro positivo tém resptipb 1 em niveis bem menores
gue agueles com LC, sugerindo que a resposta tipodulada pode ser suficiente para
proteger contra o estabelecimento e desenvolvimed#o infeccdo evitando
ocomprometimento tecidual.

Uma vez que d.eishmaniaé um parasito intracelular obrigatério do sistema
mononuclear fagocitario, o principal mecanismo déesh do organismo é a producdo
de IFN+, necessaria para ativacdo de macrofagos e sittederivados do oxigénio,
como oOxido nitrico (NO) e peroxido de hidrogénig@) (Carvalho et al., 2005).

Alguns estudos em camundongos C57BL-6, demonstrgisna resposta do
tipo 1, associada a producédo de IL-2, IFH-TNF«, esta relacionada a resisténcia do
individuo ao patégeno e consequentemente a cumnt@sga da lesdo, enquanto a
resposta tipo 2, caracterizada pela producéo dedlUL-5 em camundongos BALBI/c,
esta associada a susceptibilidade a infeccéo (Stcalt 1988). Entretanto, o paradigma
Thl versus Th2 ndo explica a patogénese das formas clinieadedhmaniose
tegumentar causadas péla(V.) braziliensis Em contraste com a observagéo que na
leishmaniose cutanea difusa existe uma ativacacéhgas do tipo 2 ( Bomfim et al,

1996), pacientes infectados cam(V.) braziliensisproduzem grandes quantidades de
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citocinas proé-inflamatérias, que a despeito derotart a multiplicacdo do parasito, ndo
impedem o desenvolvimento da lesao (Bacellar 04l]).

Apesar do importante papel da IL-4 na resposta Trhindo a producdo de
importantes citocinas ativadoras de macrofagos, sedo avaliado o papel dessa
citocina no contexto da resposta inflamatéria. @nento de INOS e consequente
producdo de o6xido nitrico foi relatada por algungoees apos o tratamento de
macréfagos com IL-4 (Vouldoukis et al., 1995; PRulgene et al., 1995). Além disso,
em estudo realizado por Mossalayi e colaboraddr®89), foi demonstrado que um
pico na producao de IL-4 nos momentos iniciaisndiacicdo, coincide com os niveis de
IFN-y, e se mantém até a cura, sugerindo que ha siramgia essas duas citocinas e
participacdo de ambas na ativacdo de macrofagos.

De acordo com alguns autores, a LC tende a cumntspea (Goto & Lindoso
2010). Dessa forma, tem sido evidenciado que @dtute células de pacientes
apresentando cura espontanea das lesGes produzserni-hg que pacientes com lesao
ativa (Carvalho et al. 1995). J& na cura clinigghsatratamento especifico, observa-se
maior producdo de IFN-por linfécitos T CD4, T CD8 e células NK que ativam
macrofagos. Estas células produzem TdNBue em sinergia com o IFNinduzem
ativacdo de iNOS e producdo de NO, agente citaddedsponsavel pela destruicdo das
formas amastigotas e eliminacdo do parasito. Assiongdita-se que o grau de
resisténcia dos parasitos aos mecanismos leishis@nicdos macréfagos esteja

diretamente relacionado com a severidade das lesde$§ (Giudice et al. 2007).

3.2.3 O Oxido nitricoe a LT

O Oxido nitrico (NO) € um radical livre gasoso cam curto espaco de meia-
vida biolégica (Santoro et al., 2001). O NO constitma das menores e mais simples
moléculas biossintetisadas e esta presente em tp@se 0s sistemas do organismo
(Morris & Billiar, 1994).

O NO tornou-se uma das substancias mais amplarastutdadas por causa de
seu papel paradoxal importante em vérias func@ddicas (Lampiao et al., 2006). Em
1992, foi selecionado pela revista "Science" canidlolécula do ano" (Strianese et
al., 2010). Isto refletiu a importancia crucial @esolécula em uma variedade de
processos bioldgicos.

O oxido nitrico é gerado a partir da oxidacdo dogénio guanido-terminal da

L-arginina por uma enzima dependente de NADPH, adodxnitrico sintase
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(NOS)(Voudoulkis et al.; 1995). O NO é sintetizguo duas isoformas distintas dessa
enzima a NOS induzivel (iNOS, NOS 1), e a NOSregpa constitutivamente (NOS-3,
ecNOS, NOS Ill) (Nathan & Xie, 1994).

Todas as NO sintases catalizam a reacao mostrada @bigura 9:
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L-arginine N®-hydroxy-L-arginine L-citrulline

Figura 5: Sintese de NO a partir da L-arginina. (Fonte: DAHF,0).

A enzima NOS catalisa a sintese do NO em dois<idistintos, produzindo a
N-hidroxi-L-arginina como produto intermediario d_&itrulina como subproduto. Os
dois ciclos consomem uma molécula de oxigénig) Onecessitam da participacédo de
elétrons exdgenos que sdo fornecidos pela nicoiitsaadenina dinucleotideo fosfato
(NADPH). A atividade da NOS também é influencia@étop co-fatores flavina adenina
dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FM&l)a tetrahidrobiopterina (BH4)
(Gorren & Mayer, 2007).

A sintese do NO pode ser inibida por analogos daginrina como a NG-
monometil-L-arginina (L-NMMA), N-imino-etil-L-orniha (L-NIO), NG-amino-L-
arginina (L-AA), NG-nitro-L-arginina (L-NA) e o mitéster correspondente, o NG-
nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME). Esses iniloices atuam de forma competitiva
sobre as trés isoformas da NOS. Além desses imésda aminoguanidina (AG)
também é capaz de inibir a NOS apresentando relatletividade para a iINOS
(Uchida et al., 2007).

O NO esta envolvido em diversos processos fisioi®yie patoldgicos. Sua
importancia biolégica é representada pela capaeidbd atuar como um importante

segundo-mensageiro, ativando ou inibindo molécabas-envolvidas em diferentes
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processos como regulacdo do ténus vascular, ceritmnolégico e neurotransmissao
(Rathel et al., 2003; Barreto et al., 2005).

O oxido nitrico tem sido descrito como um potentgerde citotoxico e
citostatico na resposta imune celular, capaz detalimo crescimento de varios
microorganismos intracelulares (Arturo et al., 2010

Na LT, o NO é produzido apOs ativacdo dos macr&agor citocinas
inflamatorias IFNy e TNFa (Goldman et al.,, 2001). Além disso, Vouldoukis e
colaboradores (1995), demonstraram que a ligacatyiEleao seu receptor de baixa
afinidade FeRIl /CD23 em macrofagos humanos é forte e induzoalygdo de NO,
restringindo o crescimento deeishmania majarTem sido descrito que niveis séricos
de IgE e a expressdo do CD23 estdo aumentados istandmiose cutanea, e
mondcitos/macréfagos humanos expressasRIHECD23 apos a ativacdo com IRNsu
IL-4 (Sousa-Atta et al., 2002; Delespesse efl@b]).

Apesar do poder de citotoxicidade do NOLeishmaniautiliza de alguns
mecanismos de escape. Uma vez fagocitado pelo fagor6o parasito consegue
induzir a producao de TGfk-citocina capaz de bloquear a produgéo de NO (Geee
al., 1994). Além disso, beishmaniautiliza a arginina como nutriente. Essa arginina é
convertida em ornitina pela arginase, enzima ptesen parasito que compete com a
INOS pelo substrato, diminuindo assim a sintesd@¢gIniesta et al., 2002; Roberts et
al. 2004).

34



4 METODOS
4.1 Area de estudo
A Terra Indigena Xakriabd estd localizada no mpiocide S&o Jodo das

Missdes (14°53'01” de latitude Sul e 44°05°26” tlngitude Oeste), na regido norte
do Estado de Minas Gerakdura 9.

Figura 6: Localizacdo geografica do municipio de Sdo Joadvissdes, Minas Gerais, Brasil
(Fonte IBGE 200p

O clima tende a ser quente e seco, com chuvasrée eeo tipo de vegetacéo
predominante € o cerrado com areas mescladas tiageaao centro-oeste (IBGE,
2006). A reserva possui aproximadamente 8.380 eémdigy agrupados em 20 aldeias
(FUNASA, 2010) (Figura 7).

Nas ultimas décadas, entretanto, o espaco soaigiado pelos Xakriaba vem
sofrendo um rapido processo de transformacéo deéricerpolitica, cultural, ecolégica
e econdmica. Ritmos, dinamicas e referéncias thstinoontribuem para novas formas
de articulacao sécio-politica e de organizacdo 6ggod-econdmica dessa populacdo
(Diniz et al, 2006).
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A principal atividade econémica dos Xakriaba é acagiura, cultivada de modo
tradicional e voltada para a subsisténcia da famiié na reserva grande precariedade
de suas condicbes de vida diante de uma produgéenddr insuficiente, da crescente
escassez de recursos hidricos, esgotamento das ¢ettivaveis e caréncia de servigos
bésicos (Clementino & Monte-Maor, 2006).

As condi¢cdes de saneamento dos Xakriaba sdo baspaetéarias, fazendo
aumentar a incidéncia de verminoses e outras pasasi Além disso, a atuacdo da
FUNASA na reserva é recente. As equipes de sautidmfoontratadas a partir de 2000
e as intervencles sanitarias foram iniciadas efietante em 2001 (Pena & Heller,
2008).

A reserva indigena foi selecionada para o estud@aeo grande namero de
casos de LT registrados nos ultimos anos. No pertochpreendido entre 2001 e 2007
foram registrados 212 casos. O grafico abaixo mastdistribuicdo destes casos por
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Figura 7: Distribuicdo anual de casos de LT na Terra Indigéaaiabéd no periodo de 2001 a
2007.

Um amplo estudo da epidemiologia da LT na resereftridba esta sendo
realizado por diferentes equipes do Centro de PesxjRené Rachou, com o auxilio de
diversos colaboradores externos. O estudo abopatas da fauna flebotominica e de
pequenos mamiferos, bem como a identificacdo deceEspdd eishmaniague infectam
umanos, flebotomineos e animais silvestres, sidpicss e domésticos. Além disso, o

estudo em humanos aborda aspectos epidemiologmdscos, imunoldgicos e
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moleculares, na busca do diagnédstico, tratamentac@mpanhamento dos casos
identificados e determinagédo de biomarcadores daitaracdo das diferentes formas
clinicas da doenca. O objetivo final deste grapdgeto é produzir conhecimentos
necessarios a adequacdo dos servicos de saude rsegbiea de promover a

implementagcéo de medidas preventivas e de corgdaquadas a realidade local.

4.2 Procedimentos éticos

O trabalho foi realizado em concordancia com aluego 196/96 do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Saude, que aewmta a pesquisa em seres
humanos, mediante aprovacéo do Comité de Eticaedtr@de Pesquisas René Rachou
(CEPSH/CPQRR - Protocolo n° 021/2007), da Comid&izional de Etica em Pesquisa
(CONEP — Processo n° 25000.037372/2008-88) e aat@d para ingresso em terra
indigena fornecida pela FUNAI (Processo n° 2098/08)

Todos os casos detectados na reserva no decorregsolo receberam
assisténcia adequada, com diagnostico e tratamémdependente de terem sido
alocados para os propoésitos da presente investigaca

A participacdo no estudo foi condicionada a assimatdo Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido pelos participardu seus responsaveis legais, no

caso de menores de 18 anos.

4.3 Caracterizacado da populacdo avaliada

Inicialmente foi realizada IDRM em todos participgsrdo estudo no local de
domicilio. Posteriormente, os individuos foram amcados a comparecer ao Posto de
Saude mais proximo, 48 horas apos a realizacdmatulo, para leitura do teste e
realizacdo de exame clinico e, se necessario,adsfiiiopsia da lesdo pelo médico
responsavel.

Dessa forma, foram consideradgs casos clinicos(leishmaniose cutanea
localizada - LCL), pacientes com lesdo caracteristica associada arncagfo
parasitologica (exame direto ou cultivo de aspifididpsia da lesdo ou reacdo em
cadeia da polimerase - PCR positivos) e imunolofioRM); ii) individuos Teste de
Montenegro positivo (TK), aqueles com IDRM positiva na auséncia de lesdes ou
cicatrizes;iii) individuos ndo infectados (NDaqueles que ndo apresentaram sinais
sugestivos de LT e IDRM negativ&iqura §. Em seguida, os resultados foram
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encaminhados para o setor médico responsavel, andmsos detectados receberam

tratamento e acompanhamento adequados.

[ Avaliacdo Clinica ]

[ Lesﬁocaracteristica-] [ Ausénciade sinais ]

Parasitologico
{exame
direto/cultura/PCR) e

Imunolégico
IDRM

IDRM positiva

.

[ IDRM Positiva ] [ IDRM Negativa
| & Y
e 15T -\

Casos Clinicos Teste. (.ie Montenezgro N3o Infectados

LCL Positivo sem Lesao NI
n=17 TM+
13 n=10

n= )

LCL<60 LCL>60
n=7 n=10

Figura 8: Desenho esquematico ilustrando os procedimentiizados para classificacdo da
populacéo avaliada pelo estudo.

Os pacientes do grupo clinico (LCL) foram separagims dois subgrupos de
acordo com o tempo de evolucdo da lesdo para esatismparativas posteriores.
Foram consideraddesdes recenteaquelas com tempo de evolucdo até 60 dias
(LCL<60 n = 7), etardias aquelas com tempsuperior a 60 diagLCL>60 n=10). A
separacao foi feita de acordo com critérios estaids por nosso grupo, tendo em

vista que ndo ha um padréo para classificar o tetep/olucéo da lesédabela 2.
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Tabela 2: Populagéo avaliada classificada segundo o tempealacéo da leséo

ID TL Classificacéo

333 2 LCL<60
430 1 LCL <60
416 2 LCL<60
412 2 LCL<60
301 1 LCL<60
377 1 LCL <60
387 1 LCL <60
316 24 LCL > 60
314 3 LCL > 60
344 4 LCL > 60
339 12 LCL > 60
320 3 LCL > 60
66 12 LCL > 60
338 12 LCL > 60
373 12 LCL > 60
376 4 LCL > 60
380 3 LCL > 60

ID: identificacdo de paciente; TL: tempo de evotuda lesdo (meses); LCL: Leishmaniose
Cutanea Localizada

A tabela abaixo mostra as caracteristicas geragydgpos avaliados no estudo
imunoldgico Tabela 3.

Tabela 3: Caracterizacao da populagéo do estudo imunolégico

GRUPO FE SEXO NL TL
Clinico — LCL (n=17) 7-45 10M - 7F 1-9 1-24
Teste de Montenegro 13-63 6M-7F - -
positivo sem lesédo — TM
(n=13)
Controle — CT (n=10) 14-52 3M-7F - -

FE: Faixa etéria (anos); NL: Numero de lesbes;Tdmpo de lesdo (meses).
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4.3.1 Critérios de incluséo

Apos realizacdo dos exames diagndsticos, os indigidoram selecionados de

acordo com 0s seguintes critérios:

Idade compreendida entre 7 a 65 anos;
Concluséo dos exames propostos;
Assinatura do termo de consentimento livre e escido pelo voluntario

ou responsavel.

4.3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos desse estudo todos os individuesngw preencheram os

critérios de inclusédo definidos acima ou que apr@sam:

Qualquer doenca sistémica significativa crénicaaguda que pudesse
interferir nos resultados dos métodos propostos;

Diagndstico conhecido de infeccédo por HIV ou outragnodeficiéncias
OuU uso de imunossupressores;

Uso de medicacdo topica sobre a lesdo cutanea eprésao de
leishmanicidas;

Alcoolismo, definido como consumo médio semanafmacde 420 g de
etanol (média diaria acima de 60 g de etanol) (®kiet al. 1984);
Gravidez, definida por critérios laboratoriais;

Anemia significativa, definida como hemoglobina mewue 10 g/dL
(Stoltzfus & Dreyfuss 1998).

Desnutrig&o.

4.4 Tratamento dos pacientes diagnosticados com LCL

Todos os pacientes diagnosticados com LCL atraleds exames clinico,

parasitologico ou molecular e imunologico, forancaninhados para o tratamento.

A droga escolhida foi o antimoniato de N-Metil Gdntina (Glucantime®),

preconizada pelo Ministério da Saude, utilizanddsmg/Kg/dia, durante 20 dias.

Antes de dar inicio ao tratamento, 0s pacientasgsam por uma série de

exames, com o objetivo de avaliar a funcao rerggdatica e cardiaca, uma vez que,
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certas alteracdes nesses exames e doencgas peftesdtmpedem a administragdo
do antimonial, além de exigir monitoramento cuidadale diversas funcgdes
organicas.

Para isso, ao iniciar o tratamento, o pacientsquapor duas avaliagcdes no
dia 10 e dia 20 apés o inicio da administracdo @dicamento. Em seguida, o
paciente passou a ser monitorado nos retornos a 3@adlias. Caso no terceiro
retorno (90 dias) o paciente ndo apresentassectnatamento era repetido com 30
doses de Glucantime®. Os pacientes foram monitsratioo 7° retorno (12 meses

apos a 202 dose) como mostrado no esquema albaNm(9.

Diagnostico

Exames pré-tratamento

Dial Dia10 Dia20 Dia30 Dia60 Dia90 12 meses

Inicio 12 22 1° 20 32 72
15mg/Kg/dia  avaliagdo avaliacao retorno retorno retorno retorno

12 ciclo— 20 dias Cura?

Sim Nao

22 ciclo
30dias

Figura 9: Esquema de tratamento utilizado nos portadoré£tieda Terra Indigena Xakriaba.

O tratamento dos pacientes foi realizado pela caédifectologista de nossa
equipe, Dra. Janaina de Moura Freire e auxiliada @guipe do posto de saude da
reserva.

As amostras de isolados He(V.) braziliensisdos individuos portadores de
LCL da Terra indigena Xakriaba selecionados para estudo de
resisténcia/susceptibilidade ao NO foram classifisade acordo com a evolucao
durante o tratamento com Glucantimemlalela 4. Foram selecionados isolados de
5 pacientes que foram responsivos ao tratamentegjayobtiveram cura durante ou
apos a administracdo do primeiro ciclo de tratamenin antimonial, estes foram

classificados como “Curados” (C). Os outros 5 idotaforam obtidos de pacientes
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gue necessitaram de mais de um ciclo de tratanoendpresentaram recidiva apés a
epitelizacdo da lesdo. Estes foram classificadesoctFalha Terapéutica” (FT)
(Tabela 4).
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Tabela 4 Classificacdo da populacéo avaliada no estudesisténcia/susceptibilidade ao NO.

ID I SEXO FC NL AL TC DA RECIDIVA CURA1°C CLASSIEACAO
387 22 F LcL 1 Ulcera/Papula 81 15mg/kg/dia Nao Sim C

316 20 M LCL 2 Ulcera/Péapula 16 15mg/kg/dia N&o Sim C
426 18 M LcL 1 Ulcera 90 15mg/kg/dia Nao Sim C
327 09 M LCL 1 Placa 28 15mg/kg/dia N&o Sim C
396 16 F LCL 3 Ulcera/Placa 240 15mg/kg/dia N&o Sim c

390 42 M LCL 2 Verrucosa/Papula 170 15mg/kg/dia N&o N&ao FT
340 12 LCL 1 Ulcera 125 15mg/kg/dia Sim Sim FT
370 32 M LCL 1 Ulcera 126 15mg/kg/dia Sim Sim FT
339 09 LCL 9 Papula 60 15mg/kg/dia Sim Sim FT
416 19 M LCL 2 Ulcera/Papula 60 15mg/kg/dia Sim Sim FT

ID: identificacdo do paciente; |: idade (anos); F&€ma clinica; NL: Numero de
lesBes; AL: aspecto da lesdo; TC: tempo de cueas)dDA: dose de antimonial;

CURA 1° C: cura no 1° ciclo de tratamento.
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4.5 Caracterizacao do perfil de expressao do marcadde superficie CD23 por
mondcitos e das citocinas IFN-e IL-4 por subpopulagdes de linfécitos T

4.5.1 Obtencéo de formas promastigotas de Leishan&h) braziliensis e marcacao
com Isoticianato de fluoresceina (FITC)

As formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis
(MHOM/BR/1986/MSS), foram obtidas a partir de cwd8 em erlenmayers contendo
30 mL de meio liquido complexo LIT suplementado c@@% de soro fetal bovino
(SFB), por 7 dias (final da fase estacionaria des@mento), em estufa B.O.D a
temperatura de 26°C (Sadigursky & Brodskyn 1986juSter & Sullivan 2002). Os
parasitos foram transferidos para tubos conicopalgropileno de 50 mL (Falcon,
Becton Dickinson - BD, E.U.A.) e a suspensao fhinsetida a centrifugacao diferencial
a 10 x g (Centrifuga Beckman, Modelo J-6B, E.U.Aurante 10 minutos a temperatura
ambiente, para remoc¢éo de contaminantes comocidsoe grumos de parasitos ndo
viaveis no sedimento. Os parasitos foram recupsragds um periodo de repouso de
30 minutos em estufa B.O.D a temperatura de 2666teHormente, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo conico de polipropilesh® 50 mL e o sedimento foi
desprezado. Em seguida, adicionou-se 20 mL de @mfpéato salino PBS 0,015M, pH
7,4 - PBS 1X (SIGMA, E.U.A.) suplementado com 10863FB, homogeneizando com
movimentos circulares e centrifugou-se a suspewgsfidar a 357 x g, durante 07
minutos a 18. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado edimneato foi
ressuspendido cuidadosamente. Adicionou-se 1 nRB&1X suplementado com 10%
de SFB, os parasitos foram contados em camara deabler e a suspensdo ajustada
para 1x18promastigotas/mL.

Para marcacéo das leishmanias, inicialmente vawegaivalentes de parasitos
vivos e da preparacédo do fluorocromo FITC 2@@mL (Fluorescein Isothiocyanate,
Isdbmero | - GiH1iNOsS), foram incubados por 30 minutos em estufa B.@.D
temperatura de 26°C. Apos incubacéo dos parasitosHtTC, esses foram lavados por
centrifugacdo a 357 x g, durante 10 minutos &€18&m PBS 0,015M, pH 7,4 - PBS
1X. Em seguida, o sobrenadante foi desprezadousmesséao foi ressuspendida com
PBS 1X para um volume adequado de parasitos, aulesepndo-se em consideragéo o
namero de amostras a serem testadas e a relacasit@aglula previamente
estabelecida (0,5/1). Separou-se uma aliquotagpat@¢ao no citbmetro de fluxo a fim

de se avaliar as caracteristicas morfométricas mhrasitos e a intensidade de
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fluorescéncia apresentada por eles apds a marcagd®ITC. A maioria dos parasitos
apresentou intensidade média de fluorescéncia (e 16 e 16 (Figura 10.
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Figura 10: Selecdo e marcacao de formas promastigotdseddmania (V.) braziliensigA)
representa o perfil das formas promastigotageishmania (V.) braziliensiselecionadas na
janela “gate” em grafico de distribuicdo pontual de tamanho usergranulosidade.Bj
representa a intensidade média de fluorescéncesamada pelos parasitos apds a marcacao
com FITC em grafico de histograma.

4.5.2 Ensaio de fagocitose de formas promastigd¢dseishmania (V.) braziliensigor
monadcitos do sangue periférico

Na execucdo dos ensaios de avaliacdo imunolégicamf usadas duas
abordagens metodoldgicas, sendo uma destinaddiacaeado perfil de expresséo de
marcadores de superficie celular e outra ao pekél citocinas intracelulares.
Inicialmente, foram coletadas amostras de sangudémpe em tubos contendo
anticoagulante EDTA (4 mL) e heparina sodica (30 (Macutainer, Becton Dickinson
- BD, E.U.A.). Em seguida, hemograma foi realiz&da partir do valor da global de
leucécitos de cada individuo avaliado, calculowseajustes necessarios para obtencao
de uma preparacao celular com 1 xl&0cécitos/mL.

Posteriormente, o sangue periférico coletado gnaria sédica foi transferido
para um tubo cénico de polipropileno de 50 mL (&ajcBecton Dickinson - BD,
E.U.A.) e centrifugado a 664 x g a temperatura 88C1por 10 minutos. Apds
centrifugacédo, o plasma obtido foi armazenado emuloo de polipropileno de 15 mL,
inativado por 30 minutos a temperatura de’C56aliquotado e criopreservado.
Adicionou-se PBS 1X suplementado com 10% de SFBsifimevolume de plasma

retirado), homogeneizou-se a suspensao celular fouéavada, em seguida, por
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centrifugacédo a 664 x g a temperatura d¥C18or 10 minutos (esse procedimento foi
repetido por mais uma vez). Em seguida, foi redbza ajuste da concentragéo celular
para 1 x 10leucécitos/mL.

ApoOs ajuste, leucdcitos do sangue periférico foraoubados com parasitos
vivos, em tubos de cultura de polipropileno de 14, or uma hora sob agitacéo
constante em homogeneizador hematologico (HemogaiMod. H1, Brasil), (Falcon,
Becton Dickinson - BD, E.U.A.), em estufa a 37°Ghtendo 5% de COAIém disso,
foram realizadas também culturas nas mesmas casddgscritas acima, entretanto, na
auséncia de parasitos, que foram utilizadas cortaras controle. Apos esse periodo
de incubacéo, foi adicionado 20 pL de BrefeldinaB¥A (Sigma, E.U.A.) em todos os
tubos (concentracéo final de u§/mL), que foram mantidos por mais quatro horas em
estufa nas condicbes mencionadas anteriorment¢éeriosiente, foi adicionado 220
puL de EDTA (Sigma, E.U.A.) 20 mM, concentracao ffidl@ 2 mM, e as amostras foram
incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente abdgo da luz. E importante
mencionar que foram realizadas culturas em duplipatra avaliacdo do perfil de

expressao de marcadores de superficie celulan@ra@s intracelulares.

4.5.2.1 Avaliacao do perfil de expressao do marcati superficie celular CD23 em
monadcitos do sangue periférico

Amostras de 200 pL das culturas obtidas nos ensdgo fagocitose foram
transferidas para tubos de poliestireno de 5 mlc@Ra Becton Dickinson - BD,
E.U.A.), contendo 2L de anticorpos monoclonais para identificacdo olpufacao de
monaocitos (anti-CD14-PerCP), e da molécula CD28-@D23-PE), receptor de baixa
afinidade para IgET@abela 3. Em seguida, as amostras foram incubadas porra@tos,

a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Postaite foram submetidas a etapa de
lise dos eritrgcitos, utilizando-se 3 mL de solug® lise comercial (Facs Lysing
Solution - FLS, Becton Dickson - BD, E.U.A), dilaidlez vezes em agua destilada, e
incubadas por 10 minutos, a temperatura ambierde abrigo da luz. As amostras
foram centrifugadas a 357 x g a temperatura d€ J®r 7 minutos. Em seguida, os
sobrenadantes foram desprezados, as suspensdesesetassuspendidas em vortéx e
adicionou-se 3 mL de PBS 0,015M, pH 7,4, conten8&00de albumina bovina sérica e
0,1% de &zida sddica (Sigma, E.U.A.) - PBS-W. A&laé foram lavadas por
centrifugacdo a 357 x g a temperatura d¥C18or 7 minutos. Posteriormente, os tubos

foram vertidos, as suspensodes celulares ressusisnein vortéx e adicionou-se 150
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uL de solucao fixadora - MFF (10 g/L de paraformadde 1% de cacodilato de sédio,
6,67 g/L de cloreto de sbdio, pH 7,2) em cada téipds periodo de 15 minutos a 4°C,
um total de 3.000 mondcitos foram adquiridos eaisedos parametros morfométricos
e imunofenotipicos foi determinada com o auxilio aidmetro de fluxo FACScan
(Becton Dickson - BD, E.U.A)).

Tabela 5: Anticorpos utilizados para avaliagdo do erfil de expressdao do marcador de
superficie celular CD23 por mondcitos.

Marcador Fluorocromo Clone Concentracdo Funcdes

Molecula de ativacéo
celular, receptor de
Anti-CD23 PE M-L233 0,5 ug baixa afinidade de
IgE (FaRII)

Receptor para
complexo de
lipopolissacarideo e
Anti-CD14 PerCP 9 0,5 ug proteina ligadora de
lipopolissacarideo
(LBP) expresso em
células
mielomonociticas

Fonte: CD Reference Chart. 8th HLDA International Workshop£dmunobiologia: o sistema imune na sadde e na
doenca 2007.

4.5.2.2 Aquisicao e analise vitro da capacidade fagocitica e expressdo do marcador
CD23 por mondcitos do sangue periférico

Para identificacdo da populacdo celular de interess determinacdo da
capacidade fagocitica e do valor percentual doscadares fenotipicos avaliados
utilizou-se o software FlowJ&low Cytometry Analysis Software, verséo 7.6.1.).

A Figura 11 representa, de forma esquematica, toduoéutilizado para analise
desses resultados. A estratégia consistiu na faagfio da populacdo de mondcitos,
que foi selecionada por uma janeldgate”, através da constru¢do de gréficos de
densidade de fluorescéncia-3 (FL3, CD14-PerCP)ugegsanulosidade celular (Side
Scatter - SSC) (Figura 11A). Apos a selecao da lpgpa de interesse, foram
construidos graficos de fluorescéncia 1 (FL1, le@ahias-FITC) versus fluorescéncia 3
(FL3, CD14-PerCP) para analise do perfil de fagsetdel. (V.) braziliensispor
mondcitos. As figuras 11B e 1ll@presentam o perfil de mondécitos na auséncia e
presenca de formas promastigotas lde(V.) braziliensis respectivamente. Como
demonstrado na figura 11C, observa-se, no quaddamie positivo (Q2), o percentual

de mondcitos que fagocitaram leishmanias-FITC.
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Figura 11:. Andlise do perfil de fagocitose de leishmanias&or mondcitos do sangue periférico por
citometria de fluxo. (A) representa o perfil cetutda populacdo de mondcitos, selecionada na janela
“gate” de mondcitos em grafico de fluorescéncia-3 (CD&d=P) em funcdo da granulosidade. (B)
representa o perfil de andlise da populacéo de citostna auséncia de formas promastigotak. d¥'.)
braziliensisem gréfico de fluorescéncia-1 (FL-1) versus flsoéncia-3 (CD14-PerCP). (C) representa o
perfil de analise da populacdo de mondécitos naepgesde formas promastigotasldgV.) braziliensis
marcadas com FITC, indicando no quadrante dupldatipms(Q2) o percentual de mondcitos que
fagocitaram o parasito-FITC em grafico de fluorest® 1 (FITC) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP).

A primeira estratégia (Figura 12A) consistiu naniifecacdo da populagédo de
mondcitos A figura 12B ilustra, no quadrante duplositivo (Q2), a deteccdo do
marcador de superficie CD23 na populacdo de mas)a@m grafico de densidade de
fluorescéncia-2 (FL2, CD23-PE) versus fluorescéf3qigL3, CD14-PerCP).
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Figura 12: Analise da expressédo de CD23 por mondcitos dgusaperiférico por citometria de fluxo.
(A) representa o perfil celular da populacéo de duodos, selecionada na janélgate” mondcitos em
grafico de densidade de fluorescéncia-3 (CD14-PegDP funcdo da granulosidade. (B) representa o
perfil de andlise da populacdo de mondcitos pasitpara o marcados de superficie CD23 no quadrante
duplo positivo (Q2) em grafico de densidade de résoéncia-2 (CD23-PE) versus fluorescéncia-3
(CD14-PerCP).
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4.5.2.3 Avaliacdo do perfil de expresséo das aitasilFNy e IL-4 intracelulares em
subpopulacdes de linfocitos T do sangue periférico

Amostras de 500 pL das culturas obtidas nos ensdgo fagocitose foram
transferidas para tubos de poliestireno de 5 mlcéRa Becton Dickinson - BD,
E.U.A.) contendo anticorpos monoclonais para ifieatdo das subpopulacdes de
linfécitos T (anti-CD4-PerCP e anti-CD8-PerCP) (@uwa2). Em seguida, as amostras
foram incubadas por 30 minutos, a temperatura artéi@ ao abrigo da luz.
Posteriormente foram submetidas a etapa de lisernitodcitos, utilizando-se 3 mL de
solucéo de lise comercial (Facs Lysing Solutiol.SFBecton Dickson - BD, E.U.A),
diluida dez vezes em &agua destilada, e incubadasl@aminutos, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. As amostras foranritegddas a 357 x g a temperatura
de 18C por 7 minutos e posteriormente, o sobrenadamtéefsprezado e a suspensao
celular ressuspendida em vortéx. Em seguida, adiacise 500 puL de PBS 0,015M, pH
7,4, contendo 0,5% de albumina bovina sérica e @d%vrida sddica (Sigma, E.U.A.) -
PBS-W, homogeneizou-se em vortéx e posteriormetaf acrescentados 3 mL de
PBS-W contendo 0,5% de saponina (Sigma, E.U.ABS-P. Os tubos foram fechados,
homogeneizados por inverséo e incubados por 10tosina temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Apoés incubacao, as suspensdes dUlaram lavadas por centrifugacao
a 357 x g a temperatura de’C8or 7 minutos. Os sobrenadantes foram desprezasios
suspensdes celulares ressuspendidas em vortéxienadise 3 mL de PBS-W. Em
seguida, as células foram lavadas por centrifugac@b7 x g, a temperatura de’@8
por 7 minutos. Posteriormente, os sobrenadantemmfadesprezados e as células
ressuspendidas em 250 uL de PBS-W. Aliquotas dqul30das amostras foram
transferidas para placas de fundo em U de 96 p@@ison, Becton Dickinson - BD,
E.U.A.), contendo 2@QiL de anticorpos monoclonais anti-citocinas IL-4~8lly (Tabela
6), previamente diluidos em PBS-P, e, em seguidaJbedas por 30 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos agddy adicionou-se 1Q0. de PBS-
P/poco, homogeneizou-se levemente e a placa foietidta a centrifugacéo a 357 x g, a
temperatura de 18°C por 7 minutos. Os sobrenadémtas desprezados, as células
ressuspendidas em vortéx e, em seguida, adiciano@@0 pL de PBS-W,
homogeneizou-se levemente e as suspensdes celoliaeslavadas por centrifugacéo
a 357 x g, a temperatura de’@8or 7 minutos. Os sobrenadantes foram desprezados

as células ressuspendidas em vortéx, adicionowdfepR de solugdo fixadora -
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MFF/poco e, em seguida, as suspensoes celulaems faansferidas para microtubos de
poliestireno de 50QlL (Falcon, Becton Dickinson - BD, E.U.A.). Apés ymriodo de
15 minutos a 4°C, um total de 20.000 linfécitosaforadquiridos e a andlise dos
parametros morfométricos, fenotipicos e funciofi@isieterminada com o auxilio do

citbmetro de fluxo FACScan - BD.

Tabela 8 Anticorpos utilizados para avaliacdo do perfiloitecinas intracelulares

Marcador Fluorocromo Clone Concentracdo Funcbes

Ativacdo de células B,
mudanca para IgE,
induz diferenciagdo em
Anti-1L-4 PE 8D4-8 0,25 ug células Th2. Produzida
por células T e
mastdécitos.

Ativacéo de

macrofagos, aumento

da expressao de
moléculas MHC e dos

Anti- IFN-y PE 4S.B3 0,25 ug componentes do

processamento de
antigenos, mudanca de
classe de Ig, supressao
de Th2. Produzido por

células T e NK.

Co-receptor para
moléculas do
complexo de

histocompatibilidade
Anti-CD4 PerCP SK3 0,5 ug principal de classe II.
Expresso em
subgrupos de
timocitos, linfécitos T,
monacitos e
macréfagos.
Co-receptor para MHC
de classe I, expresso
Anti-CD8 PerCP SK1 0,5 ug em subgrupos de
timocitos e linfocitos T
citotoxicos.

Fonte: Sigal 2004 (Part | and II), Imunobiologia: o sista imune na sadde e na doenca 2007.

4.5.2.4 Aquisicdo e andlise poés-estimulacdo inovie citocinas intracelulares em
subpopulacdes de linfécitos T do sangue periférico

A identificacdo da populacédo celular de interesse @eterminacdo do valor
percentual de citocinas intracelulares foram radbs pelo software FlowJo. A primeira
estratégia consistiu na identificacdo da populagéolinfécitos totais por meio de
graficos de tamanho celular (Forward Scatter - R&@jus granulosidade celul&gira
13A). A figura 13B ilustra, no quadrante duplo positivQ2]j, a deteccéo

intracitoplasmatica da citocina IFjNaa populacédo de linfocitos T CDQ8
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Figura 13: Analise do perfil de expressdo de citocinas pofotitos T do sangue periférico por
citometria de fluxo. (A) representa o perfil cetutia populacgdo de linfocitos totais, selecionadf@nala
“gate” linfocitos totais em grafico de tamanho versusiglasidade. (B) representa o perfil de andlise da
populagéo de linfocitos TCD®ositivos para citocina IFN-ho quadrante duplo positivo (Q2) em gréafico
de fluorescéncia-2 (IFN-PE) versus fluorescéncia-3 (CD8-PerCP).

4.6 Avaliacao do perfil de producao de oxido nitrio intracelular por mondocitos

4.6.1 Obtencéao de antigeno soluvelLeeshmania (V.) braziliensiGASL)

As formas promastigotas de Leishmania V. braziliensis
(MHOM/BR/1986/MSS) foram cultivadas conforme decrino item 4.5.1 da
metodologia. Posteriormente, verificou-se a vidhilie dos parasitos pela técnica de
“Trypan blue”, e também a presenca de agentes roomaates. Em seguida, as formas
promastigotas foram recuperadas por centrifugac860ax g, durante 10 minutos a
18°C e submetidas a duas lavagens com PBS 1X. Pasterite, foi realizado o ajuste
da concentracdo celular para aproximadamenfepaéasitos/mL. Para obtencdo do
LSA, os parasitos foram submetidos a trés procegsogongelamento (-70) e
descongelamento (32), intercalados com processos de sonicacdo paegd0ndos,
utilizando-se homogeneizador de tecido com pisté tdflon (Wirtis, DT).
Posteriormente, o lisado de parasitos foi centaifloga 37.000 x g, durante 90 minutos
a #C. O sobrenadante foi coletado e dialisado cor#@ PX, durante 72 horas &8Cle,
em seguida, esterilizado por filtracdo em membrama porosidade de 0,28n (Filter
milex HA, E.U.A.). O conteudo protéico presentepngparacao do antigeno soluvel de
Leishmanigoi determinado pelo método descrito por Lowrgle(1951). A preparacdo
antigénica foi conservada a *@em aliquotas (concentracdo de 325 pg/mL) para uso

posterior nos ensaios de avaliacdo dos niveis ide @itrico intracelular em mondcitos
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do sangue periférico apos estimulagéovitro com antigenos solluveis de (V.)

brazilienzis

4.6.2 Avaliacdo dos niveis de oOxido nitrico intlat@ em mondcitos do sangue
periférico, apds estimulacéo in vitro com antigesokiveis dé.. (V.) braziliensis

A determinacdo de NO em amostras biolégicas cansiin desafio devido
principalmente a infima meia-vida desse composimacde quatro a seis segundos no
plasma e dez a sessenta segundos nos tecidos |&Kiddalinski, 1993). Diversos
métodos utilizando as mais avancadas tecnologiasit#o propostos na literatura para
determinacdo de NO, tanto direta quanto indiretd@epor meio de ensaios que
reflitam a sua presenca. A determinacao direta gedéeita por ressonancia eletronica
paramagnética (EPR), quimioluminescéncia e detecgi@roquimica através de
sensores (Archer, 1993).

A medida indireta de NO é frequentemente feita petgdo de Griess, onde
seus metabolitos estaveis, nitrato @JOe nitrito (NQ) sdo avaliados. Esta
metodologia pressupfe a reducdo prévia do nitramitriao, utilizando-se a enzima
nitrato redutase ou cadmio e a posterior deterrAmap nitrito pela reacado de Griess
(Tsikas, 2007).

Recentemente, foi proposta a determinacéo de N&calitlar por citometria de
fluxo, utilizando-se o diacetato de 4,5-diaminofkeaceina (DAF-2DA) (Strijdom et al.,
2004). Tal metodologia é baseada na capacidadeN@o de oxidar o 4,5-
diaminofluoresceina nao-fluorescente para uma foilo@escente (DAF-2T)HRgura
14). A medida da fluorescéncia é feita pela leitumeachostra no citbmetro de fluxo e é
proporcional a concentracao de NO nas células (htgvet al., 2001).
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Figura 14: Oxidacao do DAF-2DA para uma forma fluorescentdE2T através da acao de esterases na
presenca de NO (Fonte: SCHACHNIK, 2008)

Para a realizacédo dos ensaios, foi feita a coletsadgue dos participante sem

tubos contendo EDTA para a realizagdo do hemogeema tubos contendo heparina

para a realizacdo dos experimentos. Inicialmentereentracdo celular foi ajustada

para 1 x 10 leucécitos/mL. Apdés remocdo do plasma adicionouP®S 1X

suplementado com 2% de albumina sérica bovina (B&&smo volume de plasma

retirado). Em seguida, realizou-se culturas deacduracdo em tubos de polipropileno

de 5 mL, como descrito abaixo:

1) Controle da reacdp 30 L PBS 1X 2% BSA + 100uL de
amostra (as amostras foram incubadas por 3 horastifia 37C, 5% de CG).

2) Controle positivo (indutor da sintese de NOJO uL de
lipopolissacarideo d&scherichia coli(LPS) 100 pg/mL + 10@QL de amostra
(as amostras foram incubadas por 1 hora em estifi@, % de COQ.
Posteriormente, acrescentou-seuPde DAF-2DA 10uM (Sigma, E.U.A.) e 0s
tubos foram mantidos por mais 3 horas em estufaoradicées ja mencionadas.

3) Controle de especificidade (inibidor da sinteseMNi®): 10 uL de
aminoguanidina (AG - Sigma, E.U.A.) 1M + 100de amostra (as amostras
foram incubadas por 10 minutos em estufdC3%% de CG). Posteriormente,
acrescentou-se 2L de DAF-2DA 10 pM e os tubos foram mantidos poisma
3 horas e cinquenta minutos em estufa nas condjg@aesncionadas.

4) Estimulo especifico (antigeno bruto de formas pratigotas de
L. (V.) braziliensis - LSA): 10 uL de antigeno 325 pg/mL + 1Q@ de amostra

(as amostras foram incubadas por 1 hora em esfti@, $% de CO).
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Posteriormente, acrescentou-se20de DAF-2DA 10 pM e os tubos foram

mantidos por mais 3 horas em estufa nas condigdeefcionadas.

5) Producédo basal10uL de PBS 1X 2% BSA + 2QL DAF-2DA

10 uM + 100uL de amostra (as amostras foram incubadas poras leon estufa

37°C, 5% de CQ.

Além disso, é importante mencionar que foi feito twho controle para cada
estimulo, ou seja, um tubo na auséncia do read@hke2DA, com intuito de avaliar
possiveis reacdes inespecificas. Um total de 3r@6Adcitos foram adquiridos e a
analise dos parametros morfométricos e imunofeico8pfoi determinada com o

auxilio de um citbmetro de fluxo FACScan, Bectork3bn — BD.

4.6.3 Aquisicdo e analise do perfil de producdo @edo nitrico intracelular em
monadcitos do sangue periférico

A identificacdo da populacédo celular de interesse @eterminacdo do valor
percentual de células DAF-2Toram realizadas pelo software FlowJo. A figura 16
representa 0 metodo utilizado para andlise desssgtados. A primeira estratégia
(Figura 1#\) consistiu na identificacdo da populacdo de miasc A figura 15B
representa o perfil de mondécitos na auséncia dgerd@ DAF-2DA. Ja a figura 15C
ilustra, no quadrante duplo positivo (Q2), a deiecge mondcitos produtores de NO,
em grafico defluorescéncia-1 (FL1, DAF-2Vgrsus fluorescéncia-3 (FL3, CD14-
PerCP).
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Figura 15: Andlise do perfil de producao de NO por mondécidossangue periférico por citometria de
fluxo. (A) representa o perfil celular da populaggomondcitos, selecionada na jarfglate” mondcitos
em gréafico de granulosidade em funcédo da fluoresaéh (CD14-PerCP). (B) representa o perfil de
analise da populagdo de mondcitos na auséncieademte DAF-2DA em grafico de fluorescéncia-1 (FL-
1) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP). (€)resenta o perfil de andlise da populagdo de aitoso
produtores de NO (DAF-ZJ no quadrante duplo positivo (Q2) em gréafico derfescéncia-1 (DAF-2T)
versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP).

4.7 Quantificagdo dos niveis séricos de IgE total

4.7.1 Niveis séricos de IgE total

A dosagem dos niveis séricos de IgE das amodgirdsitia utilizando-se o kit
Human IgE ELISA (Bethyl Laboratories, Inc.). Estié & baseado na técnica ELISA
sanduiche. A IgE humana (hlgE) presente na amtesitada é capturada pelo anticorpo
anti-lgE humana que é pré-absorvido na superfimsepbcos de microtitulagcdo. Depois
da ligacdo da amostra, proteinas e moléculas goganam ligadas sdo lavadas e o
anticorpo de deteccdo biotinilado foi adicionads gmwc¢os para se ligar a higE
capturada. A AS-HRP foi adicionada em seguida peatalisar uma reacao
colorimétrica com o substrato cromogénico TMB. Aga@ colorimétrica gerou um
produto azul, que se tornou amarelo quando a refa¢anterrompida pela adicdo de
acido sulfarico diluido. A leitura foi feita em esprofotdmetro a 450 nm, conforme
recomendacé&o do fabricante.
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4.8 ldentificacdo do perfil de resisténcia/suscefilidade de isolados delL. (V.)
braziliensisao 6xido nitrico

4.8.1 Identificacdo de isolados de (V.) braziliensisresistentes/susceptiveis ao 6xido
nitrico através do método do MTT

Amostras isoladas em culturas provenientes demieatps de biopsia ou
aspirados de lesdo foram submetidas a ensaios ag@lidade para avaliar a
resisténcia/susceptibilidade Ha(V.) braziliensisao NO (Tabela 2). Os isolados foram
previamente identificados por métodos bioquimidos enoleculares combeishmania
(Viannia) braziliensis

Para este ensaio, foi empregado protocolo despatoGiudice et al. (2007),
adaptado. Utilizou-se o método do MTT (Sigma-Albdjijcque se baseia na converséo
deste sal de cor amarelada em um composto formaeanor lilas ou acastanhada,
formado pela clivagem do grupo tetrazolium pelairaazdesidrogenase. A conversao
para a cor lilds ocorre quando ainda ha atividadecondrial, ou seja, quando néao
houver morte de parasitos na presenca do NO. Destea, € possivel avaliar e
identificar possiveis cepas resistentes.

Para isso, culturas de isoladosldgV.) braziliensisobtidos de fragmentos de
bidopsia ou aspirado de lesdo de individuos da Térdigena Xakriaba, foram
centrifugadas a 620 x g, 4°C, durante 10 minutgmsAdescartar o sobrenadante, as
amostras foram lavadas duas vezes com Solucéo diesHed 5.0 (HBSS/ Sigma-
Aldrich), centrifugando-se a 3900 x g, 4°C por ::aos. Em seguida, foi feito o ajuste
para 1 x 1®parasitos/mL.

Primeiramente, foram pipetados 18Q de HBSS pH 5.0 em cada poco da
placa. Para iniciar a diluicdo, na ultima fileirarizontal de pocos foi colocado 3@Q
de Nitrito de Sodio (NaN@Sigma-Aldrich) na concentracdo de 1M. Retirou-8@ |iL
e passou para a fileira de pocos seguinte, homzgem®-se bem, e assim por diante,
correspondendo entdo as diluicbes 512, 256, 128,384 16, 8, 4, 2 e 1 mM,
respectivamente. Um poco controle (sem Ng@N@ adicionado ao experimento, além
da utilizagc&o da cepa referéncia M2903 para cogédrda curva padréo.

Logo em seguida 10QuL de parasitos (70 parasitos por poco) foram
adicionados aos pocos e a placa foi incubada agoatha luz por 4 horas a 24°C. Apos
a incubacéo, a placa foi centrifugada a 620 x gJtbmin a 4°C e o sobrenadante

retirado, vertendo-se a placa. Em seguida, adicisecd0uL de HBSS pH 7.0 em cada
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poco e 20 pL de MTT, previamente preparado. Umaanogubacao de 4 horas foi
realizada, alterando-se a temperatura para 37°@, ypg@a melhor funcionamento do
MTT.

A reacao foi parada adicionando-se 100 pL de H&ftspanol em cada um dos
pocos, homogeneizando-se bem para solubilizar ie&isr formados. Em seguida, a
placa foi lida em espectrofotometro SpectraMax M comprimento de onda de 492
nm. Os arquivos de andlise foram gerados a parsoftware SoftMax Pro 5.3.

4.9 Andlise Estatistica

4.9.1 Caracterizacdo do perfil de expressdo do @mdwc de superficie CD23 por
mondocitos, das citocinas IFNe IL-4 por linfécitos e do perfil de produgéo d® dor
monaocitos

As analises foram feitas utilizando o software GRgd Prism (San Diego,
E.UA., versao 5.00). Para a analise comparative elais grupos foi empregado o teste
T de Student para dados paramétricos e o teste aten MVhitney para dados nao
paramétricos. Para a analise comparativa entregti§ss foi empregado o teste de
Andlise de Variancia (ANOVA), seguido pelo poés#esie Tukey, para dados
paramétricos e o teste de Kruskal-Wallis, seguielo pos-teste de Dunns para dados
ndo paramétricos. Para verificar a existéncia deelegdes entre os parametros
avaliados, foi empregado o teste de correlagdo gdearBan. As diferencas
estatisticamente significativas foram consideraglzendo o valor de foi menor que
0,05.

4.9.2 Quantificacao dos niveis séricos de IgE total

As analises foram feitas utilizando o software @GRgd Prism (San Diego,
E.UA., versao 5.00). A curva padrao foi estabekea@través da regressdo nao-linear,

utilizando-se a equacao quarto parametro logistipeesentada abaixo:

y = ((A-D)/(1+(x/C)"B))+D

Apos plotagem das absorbancias obtidas no ensditeacdo das concentracdes
de IgE total sérico, foi feita a analise compagtwntre os grupos como descrito no item
4.9.1.
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4.10 Andlise do perfil panoramico de biomarcadores

Para a analise do perfil panoramico dos biomaresdavaliados (NO, IFN;
IL-4 e CD23), a seguinte estratégia foi adotada:
1°- Quantificacdo do % de células biomarcadogema cada subpopulacdo celular
estudada nas culturas néo estimuladas e estimuwadds. (V.) braziliensisou ASL(no
caso do NO);
2°- Célculo do ponto de corte para segregar baiadtoe produtores, empregando a
mediana global, ou seja, mediana de cada biomarcamtwsiderando os grupos de
estudo (CT, TM, LCL, LCL<60 e LCL>60);
3°- Categorizacao de baixo e alto produtores araes valores observados para as
medianas globais de cada biomarcador do grupo;
4°- Determinagéo da raz&o entre alto produtoreultiara controle e cultura estimulada
comL. (V.) braziliensigpara cada grupo de estudo;
5°- Célculo da frequiéncia de alto produtores padadiomarcador em cada grupo de
estudo, considerando a subpopulacdo celular praduf@ara tanto, foi necessario
determinar o nimero de individuos alto produtod@sdir pelo total de individuos do
grupo e multiplicar por 100;
6°- Determinacdo da assinatura de biomarcadoresasginatura ascendente de
biomarcadores do grupo controle (CT) foi estabdleciomo curva de referéncia para
comparagao aos demais grupos.
7°- As assinaturas de biomarcadores obtidas dd@®gaentre cultura controle (n&o
estimulada) e cultura estimulada cdm (V.) braziliensisforam comparadas pela
sobreposicdo da curva ascendente de referénciga(dar grupo controle — CT). As
diferencas foram consideradas ‘“relevantes” quand@requéncia de determinado
biomarcador ultrapassou )(o percentil 50, desde que tenha ultrapassadoéant

guartil da curva de referéncia.

4.11 ldentificagcdo do perfil de resisténcia/susptibidade de isolados deL. (V.)
braziliensisao 6xido nitrico

4.11.1 Determinacéo de IC50

A determinacdo da IC50 para os isolados.d€V.) braziliensisde pacientes
responsivos e refratarios ao tratamento com Glunaft foi feita com o auxilio do
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Software GraphPad Prism (San Diego, E.UA., versad0)5 Inicialmente as
concentracdes de NaN@ram transformadas em LogX e, em seguida, umbsarde
regressdo nao linear foi realizada, utilizando-s®a Llequacdo de dose-resposta por
inibicdo (Log inibidor versus resposta — quatro apaetros), para calcular a
concentracdo de NaN@ecessaria para produzir 50% de reducéo da \dab#i celular
(IC50).

4.11.2Calculo do percentual de inibicdo da viabilidade

Para calculo do percentual de inibicdo da viakidel que consiste numa
estratégia alternativa ao calculo do IC50, utilizeuos valores das absorbancias obtidos
nas diferentes concentracdes de NaNQOs valores de absorbancia obtidos para os
isolados dd.. (V.) braziliensigle pacientes responsivos e refratarios ao tratancem
Glucantime® nas culturas sem Naj@ram convertidos em percentual de viabilidade
celular, correspondente a 100% de viabilidadeizatido-se a seguinte férmula:

% Inibicdo da Viabilidade= 100-(Am x 100)/Aw:

em queAmsignifica a média dos valores de absorbancia de padiente nas diferentes
concentracdes de NaMN@®@ Am,na média dos valores de absorbancia na concentracéo
0, ou seja, na auséncia de NalNO

A partir dos resultados do percentual de inibiddwiabilidade, foi possivel
estabelecer a concentragdo de NaN€ressaria para produzir 50% de reducado da

viabilidade celular.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do perfil de expressdo do marcador dauperficie celular CD23 por
monaocitos do sangue periférico de individuos néo fiectados (NI), Teste de
Montenegro positivo sem leséo (TM) e portadores de LCL, considerando o tempo
de evolucdo da lesdo na presenca ou auséncia darfas promastigotas dd.. (V.)
braziliensis

5.1.1 Avaliacdo do perfil de expressdo do marcadersuperficie celular CD23 por
mondcitos do sangue periférico de individuos NI Evportadores de LCL, separados
por tempo de evolugao da lesao, na presenca ownaisgsée formas promastigotas de
L. (V.) braziliensis

A molécula de ativacdo CD23 foi analisada pel@wvpkercentual de mondcitos
positivos para esse marcador (Figura 16).

No grupo TM, a cultura estimulada apresentou aumento sigtiifcado
percentual de células CDT2D23" em relagéo a cultura sem estimulo do mesmo grupo.
O mesmo ocorreu no grupo LCL, havendo maior expoede CD23 por mondcitos na
cultura estimulada em relacdo a cultura controlendé& no grupo LCL, a cultura
estimulada apresentou aumento significativo quarotimparada as culturas estimuladas
dos grupos NI e TM Foi possivel observar também aumento signifioatie células
CD14'CD23 na cultura controle do grupo LCL em relacdo asucadt controle dos
grupos Nl e TM.

Para avaliacdo segundo o tempo de evolucdo da, lesdndividuos do grupo
LCL foram divididos em dois grupos, LCL<60 diass@le recente) e LCL>60 dias
(leséo tardia). A cultura estimulada do grupo LCQ<presentou maior percentual de
células CD14CD23" em relagédo a cultura controle do mesmo grupo eedmgio as
culturas estimuladas dos grupos NI e TMa o grupo LCL>60 apresentou maior
percentual de mondcitos CD28m sua cultura estimulada, quando comparado @rault
controle do mesmo grupo e também em relacdo araudtstimulada dos grupos NI,
TM" e LCL<60.
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Figura 16: Avaliacdo do perfil de expressédo da molécula tilmgio CD23 por mondcitos do sangue
periférico de individuos dos grupos N&o Infectadt),(Teste de Montenegro Positivo sem Les&o (TM
Clinico (LCL), Clinico Lesao Recente (LCL<60) e 1@itio Lesdo Tardia (LCL>60). Os resultados estédo
apresentados como percentual de mondcitos GQIN23" em formato de graficos de boxes que destacam
os valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maxifmdiferencas estatisticamente significativas
(p<0,05 entre os grupos N&o Infectado (NI), Teste de Moagro Positivo sem Les&o (TMClinico
(LCL), Clinico Lesdo Recente (LCL<60) e Clinico BesTardia (LCL>60) estdo representadas pelas
letrasa, ¢, b, d, hJa as diferencas estatisticamente significatvdase as culturas na auséncia (CC) ou
presenca (LEISH) de formas promastigotas vivak.d®.) braziliensisestao representadas por asterisco

)

5.2 Avaliacao do perfil de expressao intracelular @s citocinas IFNy e IL-4 por
linfocitos T CD4" e linfocitos T CD8 do sangue periférico de individuos n&do
infectados (NI), Teste de Montenegro Positivo semek&o (TM) e portadores de
LCL, considerando o tempo de evolucdo da lesdo nagsenca ou auséncia de
formas promastigotas dd_. (V.) braziliensis

5.2.1 Avaliacdo do perfil de expressao intracelutis citocinas IFN- e IL-4 por
linfécitos T CD4+ e linfocitos T CD8+ do sangue ii@rico de individuos NI, TMe
portadores de LCL, divididos por tempo de evolugadesadona presenca ou auséncia
de formas promastigotas dle (V.) braziliensis

As figuras 18 e 19 representam os resultados rééreao percentual de linfocitos T
CD4" IFN-y* e IL-4" e o percentual de linfécitos T CD8IFN-y" e IL-4",

respectivamente. A andlise dos dados mostrou aonestdtisticamente significativo de
linfocitos TCD41FN-y" no grupo TM, cultura estimulada (LEISH), em relagdo a

cultura controle (CC) do mesmo grupo e em relacéoltara estimulada do grupo NI.
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Além disso, podemos destacar uma diminuicdo sagtifia na expressao de IRNbor
linfocitos TCD4 na cultura estimulada do grupo LCL em relag&oltucuestimulada
do grupo TM. Ainda no grupo LCL, na cultura controle, verifitas um aumento na
expressao de IFM-em relacdo a cultura controle do grupo hgura 17.

Para avaliagdo segundo o tempo de evolucao da, lesdndividuos do grupo
clinico foram divididos em dois grupos, LCL<60 digsséo recente) e LCL>60 dias
(leséo tardia). Foi observado uma diminuicao sigaiifva da citocina IFNrna cultura
estimulada do grupo LCL, LCL<60 e LCL>60 em relaéamultura estimulada do grupo
TM™. Podemos destacar também uma diferenca significati expressado de IFNAa
cultura controle do grupo LCL>60 em relacao a caltontrole do grupo NI.

Ja na andlise da expressdo de IL-4 por linfoc@D4’, houve aumento
estatisticamente significativo da expressao degsaira na cultura estimulada do
grupo TM™ em relagdo a cultura controle do mesmo grupo erédagdo a cultura
estimulada do grupo NI. Os dados demonstraram aiid@auicdo estatisticamente
significativa da expresséo de ILpér linfocitos TCD4 nas culturas estimuladas dos
grupos LCL, LCL<60 e LCL>60 quando comparadas aucallestimulada do grupo
T™".
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Figura 17: Avaliacdo do perfil de expresséo das citocinBbl-y e IL-4 por linfécitos T CD4do sangue
periférico de individuos dos grupos controle (CTgste de Montenegro Positivo sem Lesdo (TM
Clinico (LCL), Clinico Lesédo Recente (LCL<60) e @itio Leséo Tardia (LCL>60). Os resultados estao
apresentados como percentual de linfécitos T ‘Cibekinas em graficos de boxes que destacam os
valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo. disrencas estatisticamente significativas
(p<0,05 entre os grupos controle (CT), Teste de Montam&grsitivo sem Les&o (T clinico (LCL),
Clinico Lesao Recente (LCL<60) e Clinico Lesado TaftlCL>60) estao representadas pelas letrds

d . J4 as diferengas estatisticamente significatvéi® as culturas na auséncia (CC) ou presen¢&K)EI
de formas promastigotas vivasldgV.) braziliensiestao representadas por asterisco (*).
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Apoés analise do perfil de expresséo de citocinasubgopulacdo de linfocitos
TCD4', foi analisado o perfil de expressdo de NFM-IL-4 por linfocitos TCD8. As
andlises dos dados demonstraram que tanto na paegeanto na auséncia de estimulo
ndo houve diferenca estatisticamente significatimére os grupos NI, TMe LCL

avaliados Kigura 19.

IFN-y

w| 50 3.0

©

c

Ks)

o]

o

Q

+

[ce]

S| 25

- ; 1.5

wv

o]

S

s - e

£ Q | |

S i = i = ! = i

= — = ]

(=] — ==

®| ool — —— 0.0-
CC LEISH CC LEISH CC LEISH CC LEISH CC LEISH CC LEISH CC LEISH CC LEISH CC LEISH CC LEISH

NI T™* LCL LCL<60 LCL>60 NI ™* LCL LCL<60 LCL>60

Figura 18: Avaliacdo do perfil de expresséo das citocingbl-y e IL-4 por linfécitos T CD8do sangue
periférico de individuos dos grupos N&o Infectaldt),(Teste de Montenegro Positivo sem Les&o JTM
Clinico (LCL), Clinico Lesdo Recente (LCL<60) e 1@itio Lesdo Tardia (LCL>60). Os resultados estao
apresentados como percentual de linfocitos T Clhinas em graficos de boxes que destacam os
valores: minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e méaximm Néuve diferenca estatistica entre os grupos
avaliados.

5.3 Avaliacdo dos niveis de Oxido nitrico intracelar em mondcitos do sangue
periférico de individuos Nao Infectados (NI), Testale Montenegro Positivo sem
Lesdo (TM") e portadores de LCL, considerando o tempo de evwaldo da leséo, na
presenca ou auséncia de formas promastigotas de(V.) braziliensis

5.3.1 Avaliacdo dos niveis de Oxido nitrico intracelulam mondcitos do sangue
periférico de individuos NI, TMe portadores de LCL, divididos por tempo de evaluca
da leséo, na presenca ou auséncia de formas prayosss del. (V.) braziliensis

A producdo de NO intracelular foi analisada petocpntual de células CD14
positivas para DAF-2TFgura 19.

Como controle positivo da reacdo, foi utilizadoestimulo com LPS, para
assegurar o aumento da producao de NO na presenga dntigeno indutor de NO. As
culturas estimuladas com LPS dos trés grupos deergas apresentaram aumento

significativo no percentual de células CDRAF-2T". Ja4 como controle de

63



especificidade, foi utilizada a aminoguanidina (A@ye inibiu significativamente a
producdo de NO nas culturas dos trés grupos dergasiestimuladas por esta molécula
(dados ndo mostrados).

A analise dos resultados mostrou que houve aumestatisticamente
significativo de mondcitos DAF-ZTnas culturas estimuladas em todos os grupos (NI,
TM*, LCL, LCL<60 e LCL>60) em relagdo as culturas colet Houve também
aumento significativo de mondcitos CODAF-2T" na cultura estimulada do grupo
LCL em relagdo a cultura estimulada dos grupos NIME . Além disso, podemos
destacar também um aumento significativo na pramuwd@ NO por mondcitos da
cultura estimulada do grupo LCL<60 em relagdo aosduitos da cultura estimulada
do grupo TM. J& no grupo LCL>60, além de observar aumentoifsigtivo de
mondcitos CD1ZDAF-2T' na cultura estimulada em relacdo a cultura estitiautio
grupo TM* e do grupo NI, observamos na cultura sem estimwio,aumento na

producdo de NO por mondcitos em relagéo a cult@oeestimulada do grupo NI
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Figura 19: Avaliacdo dos niveis de NO intracelular em motascdo sangue periférico de individuos dos
grupos N&o Infectado (NI), Teste de Montenegro tRessem Les&o (TN), Clinico (LCL), Clinico
Lesdo Recente (LCL<60) e Clinico Lesdo Tardia (L6Q} Os resultados estdo apresentados como
percentual de células CDTIAF-2T" em gréaficos de boxes que destacam os valoresmm,ii2i5%, 50%-
mediana, 75% e maximo. As diferencas estatisticemsignificativas [§<0,05 entre os grupos N&o
Infectado (NI), Teste de Montenegro Positivo sersdloe(TM+) e clinico (LCL), Clinico Lesdo Recente
(LCL<60) e Clinico Lesao Tardia (LCL>60) estdo esmntadas pelas letrbs c, d Ja as diferencas
estatisticamente significativas entre a culturatrode (CC) e a cultura estimulada com antigenovedl
del. (V.) braziliensi{LEISH) estdo representadas por asterisco (*).
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5.4 Andlise do perfil panordmico de biomarcadoresmunolégicos em individuos
néo infectados (NI), Teste de Montenegro positivees lesédo (TM) e portadores de

leishmaniose cutanea localizada (LCL), considerandm tempo de evolucdo da leséo

Apoés analise do perfil de expressdo de CD23 paracitos, IFNy e IL-4 por
linfécitos e do perfil de producdo de NO por motaxido sangue periférico de
individuos NI, TM e portadores de LCL, foi de nosso interesse, avalimpacto da
estimulacdo com formas promastigotad dgV.) braziliensisou com o antigeno soluvel
delL. (V.) braziliensisa expressao desses biomarcadores nos gruposudo,estraves
de uma analise do perfil global/panoramico de esgiie desses biomarcadores,
considerando a frequéncia de alto produtores. fata, foi utilizada uma estratégia
alternativa, ndo convencional, que emprega umaisanale dados de natureza
categorica, observacional, sem a aplicacéo de metestatisticos convencionais, como
descrito por Luiza-Silva et al. (2011). Sendo assas diferencas entre grupos néo
foram denominadas "significativas” mas sim "relégah quando contemplaram os
critérios de interpretacdo propostos. Os critébasearam-se na analise da frequéncia
de observacdes, empregando o percentil 50 coma diatsegregacédo. Situacdes em que
as frequéncias de observacdes se localizaram evs tgubstos do percentil 50 foram
consideradas como diferencas relevantes. A asenasicendente de biomarcadores do
grupo controle, nao infectado (NI), foi utilizad@mneo curva de referéncia para
comparacao aos demais grupos.

A andlise das assinaturas de biomarcadores demongtre individuos TM
apresentam maior frequéncia de linfocitos TCRdo produtores de IFN-e IL-4,
linfocitos TCDS alto produtores de IL-4 e mondcitos alto produtale NO, quando
comparados ao grupo NI (Figura 20B). No grupo LOL dossivel observar, menor
frequéncia de linfocitos TCD8alto produtores de IFN-e maior frequéncia de
linfocitos TCDE alto produtores de IL-4, mondcitos alto produtatesNO e mondcitos
com elevada expressao de CD23 (Figura 20 C).

Quando avaliamos os pacientes do grupo LCL, corside o tempo de
evolucdo da lesédo, foi possivel observar que oagiuplL<60 apresentou menor
frequéncia de linfocitos TCD8alto produtores de IFN-e maior frequéncia de
linfocitos TCDE alto produtores de IL-4, mondcitos alto produtatesNO e mondcitos
com elevada expressédo de CD23 (Figura 20D). JaimodcCL>60 apresentou maior

frequéncia de mondcitos alto produtores de CD2@ufii 20E).
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Figura 20: Comparacdo das assinaturas de biomarcadoresesfésulo comL. (V.) braziliensisou
antigeno soluvel de. (V.) braziliensis(A, B, C, D e E) Frequéncia de alto produtores giogpos Nao
Infectado (NI), Teste de Montenegro Positivo sersdioe(TM), Clinico (LCL), Clinico Lesdo Recente
(LCL<60) e Clinico Lesao Tardia (LCL>60), respeativente. A andlise comparativa foi realizada
utilizando a curva ascendente de biomarcadoresugmgontrole como referéncia. Situacdes em que as
frequéncias de observacdes se localizaram em Igplostos do percentil 50 foram consideradas como
diferencas relevantes.
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5.5 Analise de correlacdo entre a expressdo do madvor de superficie CD23,
citocinas IFN-y e IL-4 e os niveis de 6xido nitrico intracelularem individuos n&o
infectados (NI), Teste de Montenegro positivo senesdo (TM) e portadores de
leishmaniose cutanea localizada (LCL), considerandm tempo de evolucdo da leséo

A andlise de correlacdo € um indicador que atendeecessidade de se
estabelecer a existéncia ou ndo de uma relacé® \eniaveis. Assim, com o objetivo
de avaliar possiveis relagdes entre as variavaigadas, foi feito o teste de correlagédo
de Spearman

A analise correlacional demonstrou no grupo NI, audtura controle (CC)
correlagéo forte e positiva entre CD23 e NO (r850p = 0.0037) e entre I1L-4 e IFN-
(r = 0.85, p =0.0029). Jéa no grupo NI, cultusiireulada (LEISH), houve correlagéao
moderada e positiva entre IL-4 e IFNG = 0.67, p = 0.039) e correlagao forte e
negativa entre CD23 e IFi{r = -0.71, p = 0.0268). J& no grupo T,Multura controle
(CC), houve correlacéo forte e positiva entre CB280 (r = 0.72, p = 0.0055). Quando
estimulado, o grupo TMapresentou correlagdo moderada e positiva entdedlFNy
(r = 0.60, p = 0.0287) e correlacao forte e positntre CD23 e NO (r = 0.78, p =
0.0017). Os grupos LCL leséo recente e LCL les@baando apresentaram correlacdes

estatisticamente significativas.

5.6 Dosagem dos niveis séricos de IgE total em ividiuos ndo infectados (CT),
Teste de Montenegro positivo sem lesdo (T e portadores de leishmaniose
cutanea localizada (LCL)

A dosagem dos niveis de IgE total foi realizada 3Imamostras de soro de
individuos dos grupos LCL (n=16), TMn=13) e NI (n=10).

Utilizando-se a equacdo do quarto parametro iogistoi possivel chegar a
equacéo da reta correspondente & curva padracgetzdndo-se o valor dé+9,9927
(Figura 22A). Das 39 amostras de soro incluidas no estudanidstras foram excluidas,
pois obtiveram leitura de absorbancia superioradoryméaximo de absorbancia da curva
padrdo. Na Tabela 7 estdo mostrados os valoresndamtracao de IgE das 23 amostras
avaliadas.

A analise dos dados demonstrou que o grupo LCésaptou menor concentracao
de IgE total sérica quando comparado aos grupas TWI'. Observou-se ainda menor
concentracdo de IgE total sérica nas amostras wjgogfM" quando comparado ao
grupo NI (Figura 21B).
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Dosagem dos mivets sericos de IgE total nos diterentes grupoes avaliados
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Figura 21: Dosagem dos niveis séricos de IgE total nos afifes grupos avaliados. O grafico A
corresponde a curva padrdo e o grafico B as caaggmts de IgE total (ng/mL) no grupo NI, T
LCL. As diferengas estatisticamente significatieatre os grupos estdo demonstradas pelas éetrhs

5.7 ldentificacdo de cepas dé. (V.) braziliensisresistentes/susceptiveis ao oxido
nitrico

A viabilidade de isolados de (V.) braziliensisobtidos de cultura de fragmento
de bidpsia ou aspirado de lesdo de 10 portadore€dela Terra Indigena Xakriaba foi
avaliada pelo método do MTT. Dos 10 isolados testa® foram provenientes de
individuos que nao obtiveram sucesso no primeirdocide tratamento e/ou
apresentaram recidiva apos a cicatrizagdo da I€saoutros 5 isolados avaliados foram
obtidos de pacientes que obtiveram sucesso nameata, sendo constatada a cura
clinica apos 90 dias do tratamento com 20 dosé&ldmantime®.

A Figura 22nostra as médias das absorbancias (médias de gty geferentes
a avaliacdo do comportamento dos isoladesL (V.). braziliensigorovenientes de
pacientes responsivos (C) e refratarios (FT) aartranto com Glucantime® expostos a
concentracdes variadas de NaN®oi possivel observar diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos C e FT na concentrad@ 512 mM, onde pacientes
refratarios ao tratamento com Glucantime® foramsnrasistentes ao NO quando

comparados aos isolados de pacientes responsivos.
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Figura 22: Médias das absorbancias referentes a avaliagamportamento de isolados de(V.).
braziliensisprovenientes de pacientes responsivos (C) e rabatdT) ao tratamento com Glucantime®
expostos a concentracBes variadas de Nalor MTT. Diferenca estatisticamente significatifia
observada entre os grupos C e FT na concentracgb2daM.

Apds analise geral do comportamento dos isoladds @€). braziliensidrente
a exposicao a diferentes concentracdes de NaféOde nosso interesse, determinar a
concentracdo de NaN@ecessaria para produzir 50% de reducéo da \dab#i celular.
Para tanto, o calculo da IC50, foi determinada.

Nossos dados nao apresentaram perfil dose-dependssim, néo foi possivel a
determinacao da IC50 para nenhum dos 10 isoladasjderando as concentracdes de
NaNG, utilizadas em nosso trabalho. As curvas, quandalag) ndo apresentaram
perfil sigmoide caracteristico para definicdo sagia IC50.

Considerando os resultados obtidos para deternandgalC50, optamos por
avaliar o percentual de inibicdo da viabilidade ckmdados dd.. (V.) braziliensisde
pacientes responsivos e refratarios ao tratamento Glucantime® expostos a
diferentes concentracdes de NalN®@ determinacdo do percentual de inibicdo da
viabilidade possibilita estabelecer a concentraigidlaNQ necessaria para inibicdo de
50% da viabilidade celular (Tabela 7). Os resukaglemonstraram que apenas para 0s
isolados dos pacientes 426 e 387, responsivosasantento com Glucantime®, foi
possivel estabelecer a concentracado de NaN@essaria para inibir 50% da viabilidade

celular.
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Tabela 7. Percentual de viabilidade dos isoladod.d@/.) braziliensigle pacientes responsivos
e refratarios ao tratamento com Glucantime® expostdiferentes concentragdes de NaNO
[NaNG,] mM de inibigéo de

ID Grupo 50% da viabilidade celular
426 C o4
387 c 128
316 C >512
396 C >512
327 C >512
416 FT >512
339 ET >512
390 ET >512
340 ET >512
370 ET >512

ID = Identificagdo do paciente; C = responsivosHEfratarios.
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6 DISCUSSAO

Perfil Imunologico

Na leishmaniose cutanea localizada humana, tem dglnonstrado que,
diferentes formas clinicas da doenca, apresentaacteasticas imunoldgicas distintas,
sugerindo que a resposta imune possa estar assdeiatb com a progressdo da
infeccdo, com o controle e resisténcia ao parastoo também com a espécie de
Leishmaniacausadora da infec¢ao.

No processo de desenvolvimento da resposta imuiiné.eshmania ocorre a
secrecdo de fatores solUveis como citocinas e quinds, associada ao recrutamento
dos mondcitos circulantes, que no foco inflamatéadiferenciam em macréfagos. Os
macrofagos sao células centrais nas leishmaniqsss, sdo células alvo para os
parasitos, permitindo o seu desenvolvimento. O Ipdgsempenhado por estas células
depende do tipo de ativagcdo a da vulnerabilidadpatasito diante dos mecanismos
efetores (Horta et al., 2012). A sobrevivéncia tishmanias intracelulares esta
relacionada a sua capacidade de evitar a ativagsiondcréfagos (Kemp, 1997). Uma
vez ativadas, essas células sdo capazes de desrparasitos, principalmente via
producdo de NO e reativos intermediarios do oxigéRiOs) (Horta et al., 2012).

A habilidade do hospedeiro em controlar a infecg@esolver a doenca requer a
geracdo de uma resposta imune mediada por célafzaz ade ativar macrofagos e
eliminar os parasitos intracelulares. Na infeccémdna e em modelos experimentais
de LCL, o controle da infec¢do é mediado por lit6xT e depende da inducdo de uma
resposta imune Thl dirigida por IL-12, caracter&zgzkla producéo de IFN-por
linfocitos T CD4. Esta citocina desempenha um papel critico neagid de
macrofagos e na morte de parasitos intraceluldrasés da inducdo da producéo de
NO, crucial na morte de Leishmania (Cummings e28l10).

O NO esta envolvido em diversos processos fisiolisgie patoldgicos. Nesse
contexto, sua importancia biolégica deve-se aodagsa molécula ter a capacidade de
ativar ou inibir moléculas-alvo em diferentes pgsms como, regulacdo do ténus
vascular, resposta imunolégica e neurotransmisRathél et al. 2003, Barreto et al.
2005). Guzik e colaboradores (2003) demonstraraendguante o desenvolvimento de
um processo inflamatério ocorre sintese de grampesmtidades de NO via iINOS
(enzima o6xido nitrico sintase induzida que catabsd®ormacdo de NO). Esse NO
produzido, principalmente por macréfagos ativagossui acao citotdxica e citostatica,

promovendo destruicdo de microorganismos e célalamorais (Guzik et al.
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2003).Como mencioando acima, na leishmaniose oedOpapel crucial, uma vez que
esta associado a destruicdo dos parasitos e, eammgemente, ao controle da infeccao.

Trabalhos na literatura, tém demonstrado que o anrabto de
mondcitos/macréfagos humanos com M- IL-4, aumenta a expressdo do CD23,
receptor de baixa afinidade para IgE (Vouldoukialet1995; Mossalayi et al., 1999;
Paul-Eugene et al., 1995). A ligacdo do CD23 aoligante, aumenta a transcricdo do
mRNA da iNOS (Oxido nitrico sintase induzida), beamo a producio de NO (Paul-
Eugéne et al., 1995). Estudos realizados teishmania majomostraram que apos o
tratamento de mondcitos/macrofagos humanos comylENL-4, a infeccdo ndo se
estabeleceu e, os parasitos, ao entrarem na ¢étala imediatamente destruidos pelo
NO, sugerindo um papel protetor deste mecanismoul{dokis et al.,, 1994;
Vouldoukis et al., 1995).

A molécula CD23 é um receptor de IgE de baixa dfide que desempenha
importante papel em varios contextos da respostaeminclusive na resposta alérgica
(Delespesse et al.,, 1991; Gordon, 1994). Mondaitasiofagos humanos, apos
estimulacdo com varias citocinas, como IL-4, IL-dB IFN-y, passam a expressar a
isoforma CD23b e liberar fragmentos de CD23 sol{g€D23). Dugas et al.(1995)
reportaram que o aumento da expressao de CD23 adcitus ativados por IL-4 induz
a producdo de varios produtos proé-inflamatérioss Bomo TNFe e mediadores
lipidicos. Em situacdes patoldgicas, a cascataagsducao de sinal via CD23 que leva
ao aumento da producgéo de NO pode ser reforcadgpgworcionar um mecanismo de
defesa ndo especifico potente. Esta via esta wliegti@ envolvida na eliminacdo de
Leishmania spp. por mondcitos/macrofagos humanos, como denaoies por
Vouldoukis e colaboradores (1995). Apos a induc@o edpressdo do CD23 na
superficie de mondcitos/macréfagos humanos norraaiggacdo especifica de CD23
por IgE induz a ativacdo do gene que codifica iIN@&ndo a producdo de NO,
resultando em: (1) producdo de mediadores proamatarios; (2) diferenciacdo de
células, e (3) morte celular por apoptose (PauleBaget al., 1994; Paul-Eugéne et al.,
1995).

Nesse contexto, nosso objetivo foi caracterizar esfilpde expressdo do
marcador de superficie CD23 e das citocinas fFNiL-4, envolvidos na inducéo de
producao de oxido nitrico por mondcitos do sangerédgrico de individuos residentes
na Terra indigena Xakriaba nédo infectados (NI),t& @k Montenegro positivo sem
lesdo (TM) e portadores de leishmaniose cutanea localiza@4)( considerando o
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tempo de evolucéo da leséo.

Diferentes padrdes de distribuicdo de linfocitosak lesGes cutaneas ativas tém
sido descritos: CD4> CD8 (Barral et al. 1987; Pirmez et al. 1990), CB4CDS§'
(Lima et al. 1994) e CD4< CD§ (Vieira et al. 2002; Amato et al. 2003), sugerindo
heterogeneidade dos subtipos de células T nassles@eedita-se que estas células
participem do reconhecimento antigénico e/ou dadygéo de citocinas no
microambiente da lesdo (Da-Cruz et al. 2005). Badasini et al. (2007),
demonstraram que linfocitos T de pacientes poresdde LCL sédo capazes de produzir
citocinas pro-inflamatorias, como IFjNe TNF@. Segundo alguns autores, a secre¢éo
dessas citocinas esta associada a ativacdo de fagog0 producdo de NO e
consequente destruicao deishmania(Titus et al. 1989, Liew et al. 1990, Barral-Netto
et al. 1998). No entanto, ndo é a polarizacdo dposta imune o fendbmeno mais
importante para o controle e resolucdo da infeagé@s, a modulacdo da resposta, onde
observa-se aumento na expressédo das citocinapald,tque irdo ativar os macrofagos
e matar os parasitos, modulada pela presenca deelll--10, que regulam a resposta
tipo 1, para que ela ndo se torne exacerbada segdentemente, associada a lesédo
tecidual extensa como descrito para os casos stemaniose mucosa (Céacers-Dittmar
et al., 1993; Melby et al., 1994; Pirmez et al93;9Gaafar et al., 1999; Antonelli et al.,
2004; Baratta-Masini et al., 2007).

Uma vez que a resposta imune na LCL vem sendo iadao@ um perfil
modulado, com producéo de citocinas inflamatém@asi-inflamatérias e moduladoras,
tem sido discutido por alguns autores 0s provaveescanismos associados ao
estabelecimento da infeccdo e aparecimento deslesft@neas. Acredita-se que no
inicio da infeccao (lesdo recente, LCL<60dias)pasasitos através de mecanismos de
escape, modulem a resposta do tipo 1, criando wroambiente com predominio das
citocinas IL-4 e IL-10, favorecendo assim, o ed&tmento da infeccdo (Baratta-
Masini et al., 2007). Ribeiro-de-Jesus et al. (39@®aliando individuos infectados,
com diferentes tempos de evolugéo da doenca, saigeque alteracées na resposta
imunoldgica no inicio da infeccdo poderiam ser oespveis pela multiplicacdo dos
parasitos e desenvolvimento da infeccdo. Rochl @i999), acrescentaram que haveria
modulacdo da resposta Thl durante a fase iniciahfdacdo por.(V.) braziliensise
que, este fenbmeno, ocorreria devido a presencd-d® no inicio da infeccgéo,
facilitando assim a multiplicacdo dos parasitos estabelecimento da infec¢do. J& o

perfil de resposta imune tipo 1, com presencatoeioas inflamatérias IFN-e TNFq,
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modulado por IL-4 e IL-10, seria marcante nos mmtas de LCL com mais de 60 dias
de evolugéo das lesdes.

Ao avaliarmos as subpopulacdes de linfécitos Tindieviduos portadores de
LCL residentes na Terra indigena Xakriaba, obseogague a estimulacdo com formas
promastigotas vivas de. (V.) braziliensispromoveu uma queda no percentual de
linfocitos T CD4 expressando as citocinas IfNe IL-4 quando comparado ao grupo
TM™ (Figura 17). Ao separarmos o grupo LCL por temgoedolucdo das lesdes,
observamos que tanto para os individuos portadieekesdo recente (LCL<60dias)
quanto para os portadores de leséo tardia (LCLa8Ddissa reducdo no percentual de
expressdo dessas citocinas foi mantida (Figura BH33e resultado foi comprovado
quando avaliamos o impacto da estimulacdo toiVv.) braziliensisatravés da analise
do perfil panoramico de biomarcadores (Figura 2@eondo houve diferencas entre o
grupo LCL e o grupo referéncia NI. Ao contrarioglee observamos, Baratta-Masini et
al. (2007) demonstraram aumento da expressio dey IFdt linfocitos T CDZ4 no
grupo LCL com lesdes recentes (menos de 60 dias)deas (mais que 60 dias). Os
autores sugerem que a ativacdo das células T @D#m processo mais precoce na

leishmaniose humana, bem como a sintese dey.IFN-

Nenhuma diferenca foi observada também ao avalsran subpopulacdo de
linfécitos T CD8 (Figuras 17 e 18). No entanto, a frequéncia de pibdutores
observada para a razéo cultura estimulada / cuttum&role, que nos permite avaliar o
impacto da estimulacdo na assinatura de biomaresddo grupo, mostrou maior
frequéncia de linfocitos T CD8alto produtores de IL-4 e menor frequéncia de
linfocitos T CD8 alto produtores de IFN-no grupo LCL em comparagio a curva
referéncia do grupo NI. Essas diferencas avalipdasempo de lesdo mostraram estar
associadas a lesdo recente (Figura 26). Tem sidoritbe aumento de IFN-na
populacédo de células T CDapenas no grupo LCL>60dias, mostrando que asasélul
associadas a cura e/ou resisténcia na LCL expre#sHry (Baratta-Masini et al.,
2007). Apesar da baixa producdo de citocinas pdoditos T CD8 e auséncia de
diferencas estatisticamente significativas entrgropos avaliados, sabemos que estas
células tém um papel fundamental na resposta imuntie_eishmania Varios autores
tém atribuido uma grande importdncia a esta pofalagelular no controle da
leishmaniose tanto no modelo murino quanto na gifedhiumana. Neste contexto, Da-
Cruz et al. (1994); Coutinho et al. (1998); Da-Crizal. (2002) observaram um

aumento no nimero de células T Ck#itigeno especificas em PBMC de individuos
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curados, quando comparados a individuos com LGla.a@®s autores sugerem que as
células T CD8 possam estar associadas ao processo de cura n&hOhosso estudo,
nao observamos diferencas significativas no pddikitocinas intracitoplasmaticas na
populacdo T CD8 quando comparamos os grupos avaliados. Entret@amtta-
Masini et al. (2007) observaram que as células T8'Ci@spondemin vitro aos
antigenos soluveis do parasito, aumentando a sidésscitocinas do tipo 1 como IRN-

e TNFq, e também de IL-10 que apresenta atividade regrdacinportante. Diante
disso, € interessante observar que, nos indivithfestados, estas células respondem
vitro ao antigeno sollvel desishmania(ASL), aumentando a expressao de algumas
citocinas. Em geral, acredita-se que antigenos emasy e sollveis induzem uma
resposta especifica da subpopulacdo de linfécitosCO4", que esta restrita
principalmente ao MHC de classe Il. No entanto,oda@centes tém demonstrado que
células apresentadoras de antigenos (APCs) podguoiriachntigenos exdégenos, por
meio de fagocitose e apresenta-los aos linfécitcS8DB™ no contexto de moléculas
MHC de classe | (Rock., 1991; Grant & Rock., 1982ck., 1993). Assim, sugerimos
que a baixa producéo de citocinas intracelularasaaséncia de diferencas estatisticas
entre 0os grupos avaliados nas subpopulacdo deitiéT CD8 podem ter ocorrido
devido a estratégia de estimulacdo utilizada, rsm,cpromastigotas vivas de (V.)

braziliensis

Assim como em outros trabalhos publicados, obssmgaum aumento no
percentual de mondcitos expressando CD23 no gr@hodm relagdo aos grupos TM+
e NI (Baratta-Masini et al., 2007; Cabrera et2003; Vouldoukis et al., 1995; Freitas-
Teixeira et al., 2012). Esse aumento se mantémdgudividimos o grupo LCL por
tempo de lesdo, havendo diferenca estatatisticansegrtificativa no grupo LCL>60 em
relacdo ao LCL<60. E sabido que a sintese de IgE expressdo de CD23 estio
aumentadas na LCL (Mossalayi et al., 1999). Odtaztns do teste soroldgico realizado
para quantificacdo de IgE no soro dos individuatigg@antes do estudo nos levou a
uma série de questionamentos a respeito da estratigada (Figura 21). Diante dos
resultados obtidos na sorologia, constatou-se unumceotragdo de IgE
significativamente maior no grupo controle, em¢étaaos demais, sendo que o grupo
LCL apresentou os menores niveis dessa molécujagmao era esperado por nosso
grupo diante alguns trabalhos publicados (Cabreral.e 2003; Lynch et al., 1982;
O’Neil et al., 1993; Vouldoukis et al., 1994; Sous#a et al., 2002) e diante dos altos
niveis de expressdo de CD23 por mondcitos nesge gm comparacdo aos demais. A
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nossa hipétese para este achado € que os indiviueosompde o grupo dos nao
infectados produziram maior quantidade de IgE deaidoencas de origem alérgica ou
helmintica, caracterizadas pela alta expressacadessnoglobulina. Assim, para a
obtencdo de resultados confiaveis seria necessabasca por IgE especifica para
Leishmania que nos daria a garantia de que a producdo desieorpo estaria
realmente relacionada a LCL.

Diante dos dados obtidos nesse estudo para o @@pp parece haver uma
deficiéncia na producdo de citocinas por linfociipsimportantes no contexto da
doenca. No entanto, ndo podemos deixar de mencgueabputras fontes celulares de
producdo dessas citocinas, como neutrofilos, mtoae células NK, ndo foram
avaliadas e estdo diretamente envolvidas no diragiento do perfil imunolégico
associado a LCL, tanto para a LCL<60dias quanta parCL>60dias. O aumento na
expressdo de CD23 por mondcitos dos individuos rdpogLCL, tanto na cultura
estimulada quanto na cultura controle em relac&odamais grupos, reforca a idéia de
que outras populacdes celulares estariam envolndaproducdo de citocinas proé-
inflamatorias como o IFN; responsavel por induzir a ativacdo de macrofagesas
células passariam entdo a expressar maiores migeD23 em sua superficie, que ao
se ligar a moléculas de IgE, levariam ao aumentproducdo de NO. Nossos dados
mostraram elevado percentual de monécitos produttieeNO no grupo LCL tanto para
0s casos de lesdo recente quanto tardia (Figutaoh8® o maior percentual de alto
produtores foi observado no grupo LCL<60dias (Fag2®@). Nossos dados corroboram
com os achados de Baratta-Masini et al. (2007)rswdgeque o perfil pré-inflamatério
€ um evento precoce na LCL.

Assim, sugerimos que um predominio das citocimaspb 2 em individuos do
grupo LCL<60dias, seja um fendmeno transitorio wemque pacientes com menos de
60 dias de evolucdo da lesdo apresentam aumeet@dessédo de CD23 e producao de
NO, biomarcadores associados a destruicdo dasmlaishs intracelulares, visto
também por Freitas-Teixeira et al. (2012). Alémsdjssugerimos que outras fontes
celulares ndo avaliadas nesse estudo estariamvatasino estabelecimento de um
microambiente pré-inflamatdrio importante para igagio dos macréfagos e controle
da doenca, como por exemplo células NK, neutroéltiafocitos B (Freitas-Teixeira et
al., 2012; Baratta-Masini et al. 2007) (Figura 20).

Diante dos dados apresentados, ndo podemos debaramar atencdo para as

particularidades intrinsecas a nossa area de estudms estudos realizados na Terra
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Indigena Xakriab& por nosso grupo relatam uma firaeem de 70% de lesbes atipicas
(Freire, 2011). Sabe-se que diferentes manifestaciieicas dependem, dentre outros
fatores, do status imunoldgico do hospedeiro e siet@e deleishmaniaenvolvida.
Curiosamente, em estudo de Quaresma (2011) feadala presenca de um perfillde
(V.) braziliensisgenéticamente diferente da cepa referéncia paeespécie, havendo
correlagdo positiva entre a infeccdo causada pee parasito e presenca de lesdo

7

atipica. Além disso, devemos ressaltar que nosgalggio de estudo é indigena,
diferente de qualquer outra populacdo avaliada stude de resposta imune na
Leishmaniose Cutanea.

Assim, diante dos resultados obtidos no presemtealho, propusemos um
modelo de como ocorreria a ativacdo de macréfagoeducao de NO no grupo LCL,

(Figura 23:

-+ LCL
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Figura 23: Desenho esquematico ilustrando a participacameoanismo de ativacdo de mondcitos e
producédo de NO via IFN; IL-4 e CD23 no estabelecimento e desenvolvimeatforma clinica cutanea
localizada.
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Embora varios trabalhos tenham avaliado o perfiinoiégico associado a LCL,
0s eventos imunolégicos associados a resisténciaraha ainda ndo sdo bem
conhecidos. Acredita-se que individuos naturalmeesistentes, seriam aqueles que
entraram em contato com o parasito e controlaranfeacdo sem ficar doentes. Esse
grupo, denominado TMfoi primeiramente descrito por Mayrink e colabamas
(1979), em estudos realizados em Caratinga-MG, atetectaram um grupo de
individuos, com intradermo reacdo de Montenegr&® ) positiva na primeira vez em
que foi realizada e sem historia clinica e de nat&to compativel com a LCL.

Ao avaliarmos as subpopulacdes de linfécitos T rabviduos residentes na
Terra indigena Xakriaba resistentes (JMbservamos que a populacéo de linfocitos T
CD4" parece contribuir como a principal fonte das déitas IFNy e IL-4. Resultados
semelhantes foram encontrados nos trabalhos deyAeljaal. (2000) e Botterel et al.
(2001). Foi possivel observar no grupo ‘Talimento significativo na expresséo de IFN-
v e IL-4 pelas células T CD4pos a internalizacdo de formas promastigotds @¢.)
braziliensise também quando comparado aos outros grupos avaliaém disso,
nossos resultados demonstraram que mondcitos diisidmos do grupo TM
apresentam aumento significativo da expressdo d23GDproducdo de NO apos a
internalizacao de formas promastigotad. d@v.) braziliensis

As andlises complementares de avaliacdo do peréhogamico de
biomarcadores e de correlacbes reforcam essesaciloservamos que no grupo T™
ha possibilidade da participacdo deste mecanisnatidgcdo de mondcitos e inducao
de NO investigado no estudo. Os dados de avalidadmzao (cultura estimulada /
cultura controle) da frequéncia de alto produtal@sonstraram frequéncia relevante de
alto produtores de IFN; IL-4 e NO e frequéncia relevante de expressaG@23 no
grupo TM" quando comparado a curva ascentende de biomagsadiorgrupo controle.
J& as andlises de correlagdo mostraram correlasitiva entre a expressdo de CD23 e
producdo de NO por mondcitos e correlacdo posémtae IFNy e IL-4. Os achados
desse estudo corroboram os resultados encontradestido de Baratta-Masini et al.,
2007 em Caratinga-MG, com populagdo ndo indigesagerem que o aumento na
producéo de IFN-e IL-4 por linfécitos T CD4 e o aumento da expressdo de CD23 por
monocitos levam a ativacdo dessas células, aunmentan producdo de NO e,
consequentemente, favorecendo o controle da irdecg@pedindo assim, o
aparecimento de lesdes (Figura 24).
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Figura 24: Desenho esquematico ilustrando a participacéo @oanismo de ativacdo de mondcitos e
producéo de NO via IFN;IL-4 e CD23 no controle e resisténcia a infeggéioL. (V.) braziliensis.

E relevante comentar também sobre o perfil imugiot observado para o
grupo NI. Esse grupo foi composto por 10 individmd® infectados, residentes na
Terra indigena Xakriaba, apresentando todos odtades dos métodos diagnosticos
(incluindo o TM) negativos para LCL e sem histéria pregressa de. IG5 dados
demonstraram que apdés estimulacdo com antigeneesaéL. (V.) braziliensishouve
aumento no percentual de mondcitos produtores deeNfDe embora ndo tenhamos
observado impacto da internalizacdo de formas pbgmas vivas deL. (V.)
braziliensis no perfil de expressdo de CD23 e das citocinasyirNIL-4, houve
correlagéo positiva entre a expressédo de CD23dupéo de NO, bem como entre IFN-
y e IL-4. Esses dados sugerem que individuos n&xtados, residentes em area
endémica podem apresentar resposta imunolégicaiahieda ao controle da infeccéo,
caso sejam expostos ao parasito.
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Perfil de resisténcia / susceptibilidade ao NO dwlados deleishmania (V.)

braziliensis

Apos avaliar o perfil imunolégico, especialmentgapel do NO no controle da
infeccdo e aparecimento das lesBes, associadceecda porL. (V.) braziliensisna
populacdo residente na Terra indigena Xakriabadéoinosso interesse, conhecer o
perfil de resisténcia / suscptibilidade de isoladed.. (V.) braziliensisao NO. Para
isso, foram selecionados isolados de cultura dpskadou aspirado de lesdo de 10
portadores de LCL da Terra Indigena Xakriab4a, esdiaados de acordo com a
resposta ao tratamento com Glucantime®. Dos 1(0adssl selecionados, 5 eram
provenientes de individuos responsivos, ou sej@das durante o primeiro ciclo de
tratamento e os outros 5 de pacientes refratayies necessitaram de mais de um ciclo
de tratamento ou apresentaram recidiva.

Para a realizacdo dos ensaios de viabilidadeytigiado o método do MTT.
Como doador de NO utilizamos o Nitrito de Sodio \i®a) que em meio acido libera
NO induzindo a atividade leishmanicida deste rddiege, simulando o que ocorre no
ambiente intracelular (Mauel et al., 1991).

Como demonstrado em outros trabalhos (Giudicd.eP@07; Souza et al.,
2010), nesse estudo, isolados provenientes de npesigefratarios ao tratamento,
apresentaram-se mais resistentes a acdo do NOnduwawvkferenca estatisticamente
significativa na maior concentracdo de NaN&1L2 mM) (Figura 29). Holzmuller et al.
(2005), utilizando isolados resistentes ao antiadotnivalente (Sblll), demonstraram
que este parasito foi resistente a um doador exdglen NO. O tratamento com
Stibogluconato de Sédio ou qualquer outra apres@otao antimonial pentavalente,
induz a producédo de radicais de nitrogénio e oxigéprincipalmente o NO, em
macroéfagos infectados par donovani(Mookerjee et al., 2006), reforcando a relacéo
entre isolados resistentes e a ndo responsividattatamento. Os resultados da analise
geral do comportamento dos isolados ld€V.). braziliensisfrente a exposicdo a
diferentes concentracbes de NalN@hdicam que a resisténcia ao NO pode estar
relacionada a falha na terapia com Glucantime®.

No entanto, nos experimentos realizados parardetaer a concentracédo de
NaNQO, necessaria para produzir 50% de reducdo da \dab#i celular, nossos
resultados ndo apresentaram perfil dose-dependéssim, ndo foi possivel a

determinagao da IC50 para nenhum dos 10 isoladosjderando as concentragoes de
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NaNG; utilizadas em nosso estudo. As curvas, quanddahtndo apresentaram perfil
sigmoide caracteristico para definicdo segura d#,|@viabilizando a apresentacdo
deste tipo de analise. Diante desses resultadagmop pela determinacdo do
percentual de inibicdo da viabilidade, calculadoapeada uma das amostras, na
tentativa de estabelecer a concentracdo de Nak€esséaria para inibicdo de 50% da
viabilidade celular. Os resultados demonstraram gpenas para os isolados dos
pacientes 426 e 387, responsivos ao tratamento Gtuwantime®, foi possivel
estabelecer a concentracdo de NaN(@cessaria para inibir 50% da viabilidade
celular.Os resultados individuais sugerem nao hawea relacdo direta entre boa
resposta ao tratamento e susceptibilidade ao NO isolados avaliados. Esta
observacdo sugere que os parasitos devem apresemtacdes genotipicas que,
traduzidas, resultam em diferencas em seu fendtipo. estudo de variabilidade
genética de isolados de (V.) braziliensisda Terra Xakriaba realizado por nosso grupo
apontou a existéncia de dois perfis circulantek.d®.) braziliensisentre os pacientes
com LTA.

De fato, Tibayrenc (1998) acredita que exista dgatliversidade genética em
muitas espécies de parasitos, sendo esta a plirdfatégia evolutiva de adaptacéo
dos parasitos as variacfes ambientais e que, lovente, esta variabilidade genética
tenha impacto nas caracteristicas bioldgicas demtessitos (Gontijo, 2000). Outros
trabalhos apontam ainda a existéncia de variacfiggéaicas intraespecificas que
influenciam na distribuicdo e evolucdo de carastemacionados com a viruléncia,
infectibilidade e patogenia (Cupolillo et al., 19%aravia et al., 1998). Além disso, é
importante ressaltar, dentre outros fatores, queudtsiras utilizadas nos testes de
viabilidade, ndo foram recém isoladas. O projeté&riéda teve inicio no ano de 2008,
onde comecaram a ser feitas as biopsias e asppadmsliagnosticar os primeiros casos
da doenca na area. Desde entéo, foi criado um k@dend¢eolados dos participantes do
estudo. O nimero de passagens, 0 uso de antisi@iedé mesmo o0 meio de cultura
utilizado podem influenciar fenotipicamente osaslals, levando assim ao aparecimento
de resultados néo esperados.

Nesse contexto, embora os estudos de resistémmigceptibilidade ao NO
tenham se mostrado promissores na busca por raspodfcionadas ao curso da
infeccdo, evolucdo do tratamento e variabilidadenétiea intraespecifica de
Leishmaniaainda existem muitas lacunas a serem preenchmdagntido de identificar

0S mecanismos genéticos/moleculares que levariarisééncia de cepas resistentes e
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susceptiveis ao NO. Dessa forma, novos estudosmdsge realizados, com o objetivo
de esclarecer estes mecanismos, para que outraslasigdrapéuticas possam ser
avaliadas para o tratamento de portadores de laisbse refratarios ao uso de

antimoniais pentavalentes.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente espadiemos concluir que:

Os portadores de leishmaniose cutadnea localizadaTatea indigena Xakriaba,
demonstraram deficiéncia na producdo das citocibak e IFN-y por linfécitos T,

sugerindo que outras fontes celulares possamesstalvidas nessa producéo.

No grupo LCL parece haver outra via de ativacadopdaducdo NO, diferente da

investigada neste estudo.

Pacientes com tempo de lesdo menor que 60 diaseapaen um predominio transitorio
de citocinas do tipo 2, favorecendo o estabeledimnda infeccdo e um aumento na

expressdo de biomarcadores associados a destdaigde@ishmanias intracelulares.

No grupo TM sem lesdo ha fortes indicios da participacio doanismo de ativagio
de mondcitos e inducdo de NO investigados nestel@stavorecendo o controle da

infecgé@o e impedindo o aparecimento de lesdes.
Isolados delL. (V.) braziliensisprovenientes de pacientes refratarios ao tratament

apresentaram-se mais resistentes a acdo do N@amddi que essa resisténcia pode

estar relacionada a falha na terapia com Glucafitime
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Projeto de Pesquisa: “Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana na reserva indigena Xacriaba,
Minas Gerais, Brasil”

Pesquisador Responsavel: Célia Maria Ferreira Gontijo
Instituigao: Centro de Pesquisa René Rachou / FIOCRUZ

Data de entrada no CEP: 4/12/2007

Parecer:

O trabalho tem por objetivo estudar aspectos da leishmaniose tegumentar relacionados & doenga
humana, aos transmissores e possiveis reservatorios na reserva indigena Xacriaba em Minas Gerais.

Avaliagéo: O projeto apresenta alta relevancia tendo em vista a prevaléncia e dificuldade de controle
da leishmaniose nas comunidades indigenas em fungéo das condigdes de vida das mesmas em
intimo contato com transmissores e reservatdrios da doenga. Conhecendo a prevaléncia e
distribuicdo da doenga e demais agentes envolvidos no ciclo de transmiss&o teremos novos dados
para planejamento do combate & mesma. Alem disto estd garantida propedéutica adequada e
tratamento a todos os casos detectados. Embora haja sempre questionamentos em relagdo a
pesquisas envolvendo povos indigenas, neste caso a pesquisa tem objetivos claros de beneficio de
outros povos indigenas com o resultado, pois as conclusées serdo faciimente aplicaveis a populagdes
semelhantes, e além disto o material coletado sera utilizado exclusivamente na pesquisa atual. Os
termos de consentimento sdo claros e as devidas licengas junto & FUNAI e FUNASA serdo
providenciadas.

O projeto possui garantia de financiamento através da FIOCRUZ. Os pesquisadores envolvidos
apresentam vasto curriculo e ampla experiéncia na area.

Conclus@o: Tendo em vista o projeto cumprir todos os preceitos legais sugerimos a aprovagdo do
mesmo por esse comité.

Belo Horizonte, 11 de dezembro de 2007.

Jo&o CaMos Pinto Dias
Coordenador do CEPSH-CPGRR

Dr. Joan Carlos Pinto Dias
FNORDENADOR
COMITE DE ETICA

Av. Augusto de Lima, 1715 Barro Preto Belo Horizonte MG Brasil Cep: 30190-002
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Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundagao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou

ESTUDO: Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana na Reserva Indigena

Xacriabd, Minas Gerais, Brasil,

Nome do voluntario:

1D:

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO VOLUNTARIO

Esta pesquisa tem como objetivo estudar aspectos da leishmaniose tegumentar relacionados a
doenca humana, aos possivels reservatorios silvestres (roedores, gambas) e domesticos (cdes) ¢ aos
insetos vetores na reserva indigpena Xacpaba, utilizando exame fisico e de sangue e sera
desenvolvido sob a responsabilidade da Pesquisadora Dra. Célia Maria Ferreira Gontijo.

A minha participagiio serd restrita a uma entrevista individual e uma entrevista domiciliar, a
realizacio de teste intradérmico para diagnosticar leishmamiose tegumentar, a doagio de sangue
para realizacdo de testes de diagnédstico e, quando houver lesdo caracteristica, podera ser realizada
a retirada de um pequeno fragmento para isolamento do agente causador da doenca. Na entrevista
serdo feitas perguntas com o objetivo de avaliar os fatores de risco para doenca. Além disso, dou
permissio para coleta de amostras biologicas de amimais domésticos e de pequenos animais
silvestres proximos da minha residéncia.

Tenho conhecimento de que caso meu animal doméstico (cio) apresente resultado positivo nos
exames sorologicos ele sera recolhido e eutanasiado conforme as instmigdes do Manual de
Controle da Leishmaniose do Muustério da Saude.

Tenho conhecimento de que caso seja submetido ao tratamento para a leishmaniose tegumentar
serdo feitas fotografias para documentacio da evolucio do tratamento. Tenho conhecimento de
que as fotografias retiradas preservariio minha identidade.

Tenho conhecimento de que as informacdes fornecidas nas entrevistas e também os resultados
dos testes realizados a partir das amostras de sangue e pele de lesdo cedidas por mim serdo
CONFIDENCIAIS e utilizados somente para esta pesquisa. Meu nome, endereco ou qualquer
informacdo que possa me identificar nio aparecerio, de nenhum modo, em qualquer apresentacdo
publica.

Tenho consciéncia que a minha participacio como voluntaro nio me trara nenhum beneficio ou
prviégio e em hipotese alpuma prejudicario a minha satde e bem-estar. Os exames e
procedimentos aplicados serdo gratmitos e receberel atencio meédica adequada em todos os
momentos da pesquisa.

86



Poderei a qualquer momento me retirar do projeto de pesquisa por qualquer motivo, sem que isso
acarrete prejuizo para mim ou minha familia.

Poderei no momento em que desejar procurar a coordenadora da pesquisa para esclarecer
qualquer questio ou o médico responsavel pelo projeto.

Coordenadora da pesquisa: Dra. Célia Maria Ferreira Gontijo

Endereco: Centro de Pesquisas René Rachou, Averuda Augusto de Lima n® 1715,  Bairro Barro
Preto, Belo Honzonte, MG.

Telefone: (31) 3349 7755.

Médicos responsaveis:

Dr. Joaquim Edemilson Diniz. CRM: 37630
Endereco: Rua Januaria 530, Bairro JK, Manga, MG.
Telefone: (38) 3615 1585.

Dra. Janaina de Moura Freire. CRM: 28158
Endereco: Rua Marechal Jotre 231, apto 406, Bairro Grajau, Belo Honzonte, MG
Telefone: (31) 3327 2412

Eu li este consentimento ¢ me foram dadas oportunidades para esclarecer minhas davidas. Minha
participacdo € inteiramente voluntaria, portanto, concordo em participar e assino abaixo em duas
vias.

Local

Assinatura do voluntario

Assinatura do pesquisador responsavel

Data: /[
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