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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € causada por
protozoarios do género Leishmania, que acomete a pele e/ou mucosas. Os
mondcitos sao precursores de macréfagos, células hospedeiras do parasito, e pouco
se sabe sobre seu nivel de ativacdo durante a LTA. O presente estudo teve como
objetivo avaliar o perfil de resposta de citocinas produzidas por mondcitos de
pacientes com leishmaniose cutédnea localizada (LCL) em hemoculturas, apoés
ativacdo com agonistas de receptores similares a toll (TLRs) e de receptor NOD2. O
sangue periférico de pacientes com LCL, com lesdes ativas e sem tratamento, e de
individuos controles, pareados por sexo e idade, foi diluido em meio de cultura e
incubado com lipopolissacarideo (LPS), agonista de TLR4; lipopeptideo Pam3Cys
(Pam), agonista de TLR2; muramildipeptideo (MDP), agonista de NOD2 ou
antigenos de Leishmania (V.) braziliensis (Ag). Apds incubacdo, os sobrenadantes
foram colhidos para dosagem de IL6 e TNFa (6 h) e IL-10 (24 h), por ELISA. Nas
hemoculturas dos pacientes e dos controles, houve producéo de IL-6, TNFa e IL-10,
apos incubacdo com todos os estimulos (p < 0,05, Meio vs estimulos, n = 29). Ao
comparar pacientes e controles, ndo houve diferenca quanto a producédo de TNFa e
IL-10, mas a producdo de IL-6 foi maior nas hemoculturas ndo estimuladas dos
pacientes (p < 0,05, n = 29) e na presenc¢a do MDP (p < 0,05, n = 19). A combinacao
Pam/MDP aumentou a producdo de IL-6, TNFa e IL-10 nas hemoculturas dos
pacientes e controles, em relacédo a cada estimulo sozinho (p < 0,05, n = 13 - 14); de
maneira similar, Ag e MDP juntos aumentaram a concentracdo de IL-6, TNFa e IL-10
(IL-6 e IL-10, especialmente nas hemoculturas dos pacientes) (p < 0,05, n =11 - 14).
Nao houve correlagéo significante entre 0 nimero, o tamanho e o tempo das lesées
dos pacientes com LCL e as concentragfes de IL-6, TNFa e IL-10 nas hemoculturas
dos mesmos. Quando comparados os pacientes clinicamente curados ap6s um ciclo
de medicamento e aqueles clinicamente curados apés mais de um ciclo de
medicamento em relagéo as concentragdes de TNFa e IL-10 ndo foram detectadas
diferencas significantes entre os grupos, porém, em relagdo a producéo de IL-6, foi
observado que esta foi mais elevada nos pacientes curados com mais de um ciclo

de medicamento, apds o estimulo MDP (p < 0,05, n = 17 curados com 1 ciclo vs 8
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curados com mais de 1 ciclo). Os dados sugerem que 0s mondcitos de pacientes
com LCL podem ser ativados via TLR2, TLR4 e NOD2, induzindo a producdo de
citocinas proé-inflamatérias (IL-6, TNFa) e anti-inflamatoria (IL-10) e a IL-6 pode estar
associada ao dano tecidual e a demora na cura dos pacientes, possuindo um papel

imunopatogénico na LCL humana.
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ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is caused by protozoa of the
genus Leishmania. The parasite is hosted by macrophages in cutaneous or mucosal
lesions. Monocytes are precursors of macrophages, but there is little information
about monocyte activation during ATL. The present study aimed to evaluate cytokine
profile of monocytes from patients with localized cutaneous leishmaniasis (LCL) in
whole blood cultures stimulated with toll-like receptor (TLRs) and NOD2 receptor
agonists. Peripheral blood from patients with active lesions and no treatment, and
from healthy blood donors paired by sex and age, was diluted into culture medium
and incubated with lipopolysaccharide (LPS), TLR4 agonist; lipopeptide PamsCys
(Pam), TLR2 agonist; muramyldipeptide (MDP), NOD2 agonist or Leishmania (V.)
braziliensis antigen (Ag). After incubation, supernatants were collected to measure
IL-6 and TNFa (6 h) and IL-10 (24 h) by ELISA. There was production of IL-6, TNFa
and IL-10 in cultures from patients and controls after stimulation with all agonists and
Ag (p < 0.05, medium vs stimulus, n = 29). No differences were detected between
concentrations of TNFa and IL-10, but IL-6 was higher produced in non-stimulated
cultures from patients than controls (p < 0.05, n = 29) or when the stimulus was MDP
(p < 0.05, n = 19). The combination Pam/MDP increased the production of IL-6,
TNFa and IL-10 in cultures from patients and controls when compared with each
stimulus isolated (p < 0.05, n = 13 - 14); similarly, Ag and MDP together induced
higher concentrations of IL-6, TNFa and IL-10 (IL-6 and IL-10, especially in cultures
from patients) in comparison with each stimulus (p < 0.05, n = 11 - 14). There was no
correlation between the number, size or time of lesions and levels of IL-6, TNFa or
IL-10. Patients with more than one cycle of treatment to obtain clinical cure showed
higher levels of MDP-induced IL-6 than those cured with one cycle of treatment (p <
0.05, n = 17 cured with one cycle vs 8 cured with more than one cycle). Data suggest
that LCL patient monocytes can be activated via TLR2, TLR4 or NOD2 to produce
pro-inflammatory (IL-6, TNFa) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines and IL-6 can
be associated with tissue lesion and delay of lesion healing indicating an
immunopathogenic role in LCL.
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1 INTRODUGAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1 Leishmaniose Tegumentar Americana: aspectos gerais.

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma infeccdo cronica, nao
contagiosa, causada por protozodrios do género Leishmania. A maioria das
infeccbes ocorre como zoonoses entre animais silvestres, sendo o homem um
hospedeiro acidental no ciclo de transmissédo. O parasito é transmitido pela picada
de um inseto vetor da sub-familia Phlebotominae, do género Lutzomyia (Gontijo &
Carvalho 2003; Almeida & Santos 2011). Durante o repasto sanguineo, a fémea do
flebotomineo infectada, introduz a forma do parasito, denominada promastigota
metaciclica, no hospedeiro vertebrado (animais silvestres ou o ser humano), a qual é
fagocitada por células do sistema fagocitico mononuclear, principalmente
macrofagos, diferenciando-se nestes em formas amastigotas, que se multiplicam por
divisdo binaria. Posteriormente, se um flebotomineo nédo infectado alimentar-se do
sangue ou linfa intersticial de um hospedeiro infectado (animais silvestres, como
marsupiais e roedores), ele ingere formas amastigotas que irdo se diferenciar em
formas promastigotas prociclicas no intestino do inseto. As formas metaciclicas,
posteriormente, alcangcam a probdscide, podendo ser inoculadas em um hospedeiro
vertebrado durante o proximo repasto sanguineo, completando o ciclo heteroxénico
(Rey 2001; Neves 2011). A Figura 1 apresenta o ciclo de transmisséao da LTA.
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Figura 1. Esquema do ciclo de transmissao de parasitos do género Leishmania. Adaptado de Centers
For Disease Control And Prevention, EUA. (http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html)

No Brasil, as principais espécies de Leishmania causadoras de LTA séo: L.
(Viannia) braziliensis e L. (Viannia) guyanensis, associadas com lesdes cutaneas
localizadas, disseminadas ou mucosas (oral, nasal e faringeana), e L. (Leishmania)
amazonensis, relacionada com o desenvolvimento de lesGes cutaneas localizadas
ou disseminadas/difusas da LTA. Dentre estas espécies, L. (V.) braziliensis é a mais
prevalente e cerca de 1 a 10% dos pacientes infectados por esta espécie
apresentam a forma clinica mucosa ou mucocutanea (Ashford 2000; Gontijo &
Carvalho 2003; Guerra et al. 2011).

Nos ultimos 20 anos, tem-se observado um aumento do niumero de casos de
todas as formas de Leishmaniose. Fatores como mudangas ambientais, migracoes
descontroladas, turismo ecoldgico, trabalho em areas de risco, dificuldades de
tratamento, hospedeiros imunocomprometidos, entre outros, propiciam contatos
entre reservatorio/homem e o vetor (Shaw 2007).

A leishmaniose tegumentar € amplamente distribuida no mundo, sendo
estimado que ocorram, anualmente, cerca de 0,7 a 1,3 milhdo de novos casos

(WHO, 2013). O Brasil esta entre os 10 paises que respondem por cerca de 70 a



75% dos casos de leishmaniose cutdnea no mundo, tendo uma meédia anual de
22.534 novos casos (Alvar et al. 2012; WHO 2013). Os maiores percentuais de
casos no pais ocorrem nas regides Norte e Nordeste, seguidos das regides Centro-
Oeste, Sudeste e Sul (SINAN/SVS/MS 2014). No estado de Goias, o numero de
casos de LTA confirmados/notificados em 2010 foram 553, em 2011, 314, em 2012,
310, em 2013, 355 e 2014, 535 (SINAN/SVS/MS 2014). Os municipios com maiores
nameros de casos foram: Niquelandia, Minacu, Goiania, Mineiros, Baliza,
Doverlandia, Sdo Miguel do Araguaia, Rio Verde, Sdo Domingos, Caiaponia,
Uruacu, Aparecida de Goiania, Jatai e Porangatu. O sexo masculino responde por
70,9% dos casos de LTA no estado (SVS/MS/GO 2011).

1.2 As formas clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana

O estabelecimento da infeccdo primaria e o desenvolvimento da LTA,
clinicamente, dependem de fatores do parasito (genotipo, determinantes de invasao
ou evasdo e patoantigenicidade); do hospedeiro (desnutricdo, imunossupressao e
genética) e do vetor (componentes da saliva). Além disto, a quantidade de parasitos
inoculados e o estado de ativacdo dos macrofagos também influenciam no desfecho
da infeccao (Reithinger et al. 2007).

A leishmaniose cutédnea (LC) é caracterizada pela presenca de lesdes na
pele, gue se iniciam no local de inoculacdo das formas promastigotas infectantes. A
lesdo priméria é geralmente Unica, embora vérias picadas do flebotomineo ou a
disseminagéo local possam gerar um numero elevado de lesBes. A leishmaniose
cutanea localizada (LCL) € a forma mais comum da doenca com uma a vinte lesdes.
A LCL se manifesta, apos um periodo de incubacédo (10 dias a trés meses), como
uma papula eritematosa que progride para nodulo. Séo frequientes as ulceracbes
com bordas elevadas, enduradas e o fundo com tecido de granulagéo grosseira. O
quadro predomina nas areas corporeas descobertas e se instala em pacientes de
areas endémicas ou que la estiveram recentemente (Marzochi 1992; Furtado 1994;
Brasil 2007).

O acometimento das mucosas oral e nasal pode surgir com a lesédo cutanea
ainda em atividade (leishmaniose cutaneo-mucosa, LCM) ou anos ap6s sua
cicatrizagdo. Cerca de 3 a 5% dos individuos portadores de lesdes cutaneas irdo

desenvolver a forma mucosa. Sabe-se que a demora na cicatrizacdo da leséo
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priméria e o tratamento inicial inadequado podem estar associados com a evolugéo
da doenca, inicialmente cutdnea, para essa forma tardia. Na maioria dos casos, a
leishmaniose mucosa (LM) manifesta-se na mucosa nasal, com importante
comprometimento do septo nasal, seguindo-se, em ordem de frequéncia, o
envolvimento da mucosa oral (Marsden 1986; Pearson & Sousa 1996, Soong et al.
2012).

Entre as formas menos comuns de LTA encontram-se a leishmaniose
cutanea difusa (LCD), que apresenta lesfes nodulares, ricas em parasitos, que nao
cicatrizam espontaneamente e sdo dificeis de tratar e a forma cutdnea disseminada
(LD), que é caracterizada por multiplas lesbes ulceradas (mais de dez) distribuidas
por diversas areas do corpo, em decorréncia da disseminacdo dos parasitos por via
hematogénica ou linfatica (Convit & Kerdel-Vegas 1965; OMS 1990; Costa et al.
1992; Turetz et al. 2002; Pereira et al. 2009; Goto & Lindoso 2010).

1.3 Imunologia da Leishmaniose Tegumentar Americana

A entrada da leishmania no organismo desencadeia, primeiramente, a
resposta imune inata do hospedeiro. Inicialmente, no local de inoculacdo das formas
promastigotas desenvolve-se uma resposta inflamatdria aguda inespecifica da qual
participam o0 sistema complemento, o0s neutrdfilos, eosindfilos, mondcitos,
macréfagos e células NK (Natural Killer), resultando na fagocitose do parasito pelos
neutroéfilos, mondcitos, macréfagos e células dendriticas. A glicoproteina 63 (gp63) e
os glicolipidios lipofosfoglicanos (LPG) s&o importantes para a interacdo dos
parasitos com os macrofagos. As formas infectantes do parasito podem ativar
diretamente o sistema complemento e também se ligar a anticorpos naturais e ativar
a via classica do sistema complemento e, consequentemente, a cascata litica. Ao
serem gerados fragmentos da cascata (C3b e C3bi), estes se depositam na
membrana do parasito e ligam-se aos receptores dos macréfagos (CR1 e CR3),
facilitando a fagocitose do parasito (Dominguez et al. 2003; Brasil 2006; Silveira et
al. 2009).

Os receptores similares a Toll (TLRs, toll-like receptors) séo receptores de
reconhecimento de padroes moleculares (PRRs), relevantes para a imunidade inata
contra a leishménia e outros parasitos. Além de TLRs, outros exemplos de PRRs

incluem receptores com dominio de oligomerizacdo de nucleotideos (NOD)
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intracelulares e receptores de varredura (scavenger receptors). A ativacao de TLRs
por PAMPs (padrBes moleculares associados a patdgenos) induz a producgédo de
citocinas inflamatérias e respostas antimicrobianas por células imunes inatas
(Birnbaum & Craft 2011). O TLR2 é ativado por LPG de Leishmania spp, um
agonista de TLR2 que estimula a producdo de interferon gama (IFNy), fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) e a translocagéo nuclear do fator de transcricdo NFkB
em células NK humanas (Becker et al. 2003; de Veer et al. 2003). A ativacdo de
TLR2 por LPG e proteofosfoglicano, purificados de L. major, induz a producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), IFNy e interleucina 12 (IL-12) em culturas de
células mononucleares do sangue periférico humano, sugerindo que o TLR2 parece
ser importante para a geragéo de uma resposta imune celular eficaz (Kavoosi et al.
2009). Em seres humanos, na LCL causada por L. (V.) braziliensis, o TLR2 € o mais
comum TLR expresso, principalmente por macréfagos presentes nas lesées durante
a doenca ativa (Tuon et al. 2012). O TLR4 é ativado na infeccdo por L. major e é
associado com o aumento da atividade da 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), a
qual utiliza o aminoacido L-arginina para a producdo de 6xido nitrico (NO), que é
uma das principais moléculas leishmanicidas. Contudo, ndo se conhece os ligantes
de TLR4 na leishméania (Kropf et al. 2004). Formas amastigotas de L. (V.) braziliensis
ativam TLR4 em mondcitos humanos pré-sensibilizados com IFNy, induzindo TNFa e
IL-10 (Galdino Jr et al. 2016). Foi observada a expressao de TLR9 em macréfagos
presentes em granulomas na derme de pacientes com LC, sugerindo que a
expressao deste receptor pode ser importante para a formacéo do granuloma e para
o controle do parasito (Tuon et al. 2010). Notou-se elevada expressdo de TLR9
quando as células mononucleares do sangue periférico de pacientes com LC,
decorrente de infeccdo com L. (V.) braziliensis, foram submetidas a uma cultura com
antigeno soluvel de Leishmania e quando comparado com os individuos nao
infectados na presenca do estimulo. A expressado deste receptor correlacionou-se,
positivamente, com o tamanho da les&o nos pacientes. Houve aumento, também, na
expressdo de CD16 e TNFa nos mondcitos infectados e diminuigdo na expressao de
moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 (Gollob et al. 2014).

Os neutrofilos sao, rapidamente e massivamente, recrutados para o local de
inoculacdo de Leishmania, onde fagocitam os parasitos (Charmoy et al. 2010), que

podem sobreviver dentro destas células, evitando a geracdo das toxicas espeécies



reativas de oxigénio (ROS) (Laufs et al. 2002) e se dirigindo para compartimentos
nao liticos, como reportado na infeccdo por L. donovani (Gueirard et al. 2008). A
fagocitose de neutrofilos apoptoéticos por macrofagos e células dendriticas (DCs)
apos infeccdo com L. major pode limitar a ativacdo dos macréfagos e DCs, levando
a uma melhor sobrevida do parasito (Van Zandbergen et al. 2004; Afonso et al.
2008; Laskay et al. 2008). No entanto, promastigotas de L. (L.) amazonensis séo
mortos por redes extracelulares de neutroéfilos (NETs) (Guimaraes-Costa et al. 2009).
A funcdo dos mondcitos na leishmaniose serd descrita mais abaixo. As DCs séo
células fagociticas mononucleares capazes de fagocitar e transportar antigenos de
Leishmania para os linfonodos onde ocorre o processamento e apresentacado deles
aos linfécitos T virgens, os quais geram células T efetoras importantes para o
combate a infeccéo (Garg et al. 2007; Soong 2008).

Nos pacientes com LTA, a ativacdo dos linfécitos T auxiliares (Th) gera uma
mistura das respostas Thl e Th2. Os pacientes com LCL apresentam resposta
imune humoral, bem como, uma boa resposta imune celular contra Leishmania, esta
altima sendo avaliada por intradermorreacao de Montenegro (IDRM), que é um teste
cutaneo de hipersensibilidade tardia para antigenos de Leishmania. O perfil Thl
(producédo de IFNy), geralmente, predomina em relacdo ao Th2 (producéo de IL-4)
(Céceres-Dittmar et al. 1993; Convit et al. 1993; Pirmez et al. 1993; Vega Lopez
2003; Silveira et al. 2009). Durante a doenca ativa h4 uma mistura de respostas Thl
e Th2, mas a cura clinica é associada a uma resposta Thl sustentada, caracterizada
por niveis elevados de IFNy e diminui¢cdo da producéo de IL-4 e de IL-10 (Castellano
et al. 2009). As células mononucleares de pacientes que obtiveram cura espontanea
respondem a antigeno de L. major, produzindo elevados niveis de IFNy e TNFa e
baixos de IL-10 (Kemp et al. 1999). Os pacientes com LCL resistentes ao
tratamento, apresentam uma elevada expressdo de IL-10 nas suas lesdes,
sugerindo que essa citocina pode favorecer a infeccdo (Bourreau et al. 2001). Na
LCL, a INOS esta presente nas lesdes, sendo relacionada a expressdao de
interleucina 12 (IL-12), IFNy e a presenca de poucos parasitos (Qadoumi et al. 2002;
Diaz et al. 2006; Morgado et al. 2008). A elevada producdo de IFNy ativa os
macréfagos para matar o parasito intracelular, induzindo a liberagdo de NO (Green
et al. 1990; Liew et al. 1990). Macrofagos humanos produzem NO e destroem L.

major na presenca de TNFa (Vouldoukis et al. 1997). Outro mecanismo responsavel



pelo controle dos parasitos leishménia € a producao de ROS, gerada pela exploséo
respiratoria que ocorre durante a fagocitose. Mondcitos humanos e de camundongos
produzem elevados niveis de ROS e podem mediar a morte de Leishmania, sem
ativacao prévia (Goncalves et al. 2011; Novais et al. 2014).

A resposta imune na LD é caracterizada por uma inibicdo incompleta da
hipersensibilidade mediada por linfécitos T, mas com evidente supremacia da
resposta imune Thl sobre a Th2; havendo uma elevada producdo de TNFa e IFNy
tanto no sangue quanto no tecido (Silveira et al. 2009; Carvalho et al. 2012). Os
pacientes apresentam lesfes com poucos parasitos e uma resposta imune celular,
gue associada ao tratamento, pode levar a cura clinica (Couppié et al. 2004,
Machado et al. 2011).

Na LCD, associada com L. (L.) amazonensis, 0S pacientes apresentam
predominio do perfil Th2 de resposta imune, que embora controle a extensa
destruicdo tecidual, promove o crescimento do parasito, pois ativa os macrofagos
para vias de reparo tecidual, com aumento de producdo de poliaminas. Ha
concentragdes substanciais de IL-4, IL-5 e TNFa no soro e baixas concentragfes de
IFNy e IL-12. A LCD também é associada a elevados titulos de anticorpos e de IL-10
(Iniesta et al. 2002; Reithinger 2007; Scott & Novais 2016). Os pacientes apresentam
anergia aos antigenos de leishméania, com resposta negativa na IDRM e linfdcitos
Nao responsivos em ensaios ex vivo (Brasil 2006; Reithinger et al. 2007; Silveira et
al. 2009).

Na forma mais grave da LTA, a LM, relacionada a parasitos do subgénero
Viannia, a maioria dos pacientes apresentam forte resposta imune celular, associada
a destruicdo tecidual. A resposta na IDRM €&, em geral, mais forte do que a de
pacientes com LCL. A maioria dos linfocitos apresenta perfil Thl, havendo elevada
expressdo de IFNy e TNFa nas lesbes, o que pode ser acompanhado ou ndo da
expressdo de IL-4, geralmente negativa (Caceres-Dittmar et al. 1993; Convit et al.
1993; Pirmez et al. 1993; Amato et al. 2003; Silveira et al 2004; Silveira et al. 2009).
As células mononucleares de pacientes com LM respondem a antigenos de L. (L.)
amazonensis, produzindo maiores quantidades de TNFoa e IFNy do que as de
pacientes com LC e, apos o tratamento, o nivel de TNFa foi reduzido em 60% dos
pacientes, sugerindo um papel para esta citocina na imunopatologia da LM (Bacellar

2002). Ha citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10 nas lesdes, porém a expressao



do receptor para esta citocina encontra-se diminuida e isto parece ser responsavel
pela falta de controle do processo inflamatério pela IL-10 (Faria et al. 2005). A
expressdo da enzima iINOS nas lesbes de pacientes com LCM € semelhante aquela
de pacientes com LCL (Diaz et al. 2006). Um desequilibrio na producdo de
TNFa/IFNy e IL10 é descrito na LM, mas nao na LCL (Gaze et al. 2006; Gomes Silva
et al. 2007).

Recentemente, com a descri¢cdo de novos perfis de linfécitos Th, os linfécitos
Th17 vém sendo avaliados na LTA. A IL-6, produzida por uma grande variedade de
tipos celulares, como os macrofagos e mondcitos ativados é capaz de ativar células
T, atrair neutrofilos aos sitios de infeccdo e, juntamente com TGFB ou IL-1,
influenciar o desenvolvimento do perfil Th17 (Acosta-Rodriguez et al. 2007; Assier et
al. 2010; Kimura & Kishimoto 2011). As células Th17 foram inicialmente relacionadas
a inducéo de doencas autoimunes e inflamacéao tecidual, sendo capazes de produzir
principalmente IL-17A e IL-17F (Basso et al. 2009). Este perfil pode levar a
exacerbacdo da leishmaniose ou a protecdo contra a doenca. A resposta imune
inadequada contra L. (L.) amazonensis, que resulta em infeccdo cronica no
camundongo, tem sido associada com a inducéo de linfécitos T CD4" que produzem
niveis elevados de IL-17 (Xin et al. 2007). Foi também observado, em estudos
utilizando camundongos BALB/c deficientes em IL-17, que estes desenvolveram
lesGes menores (causadas por Leishmania major) e com menos parasitos do que os
do tipo selvagem (Lopez Kostka et al. 2009). Um estudo usando uma vacina
constituida por L. major viva e CpG DNA protegeu os camundongos C57BL/6 contra
L. major, o que foi associado com a inducdo especifica de células Thl7 (Wu et al.
2010). Estudos, em seres humanos, demonstram um papel no controle da infec¢éo
por células Thl7, ja que a IL-17 e a IL-22 foram fortemente correlacionadas com a
protecdo contra a leishmaniose visceral (Pitta et al. 2009). Em um estudo com
células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de pacientes com LC, LM e
individuos com infeccdo subclinica foi notada maior producdo de IL-17 nos
individuos com a forma subclinica da leishmaniose, sugerindo que essa citocina
possa estar envolvida na protecéo contra a infeccéo por L. (V.) braziliensis (Oliveira
2012). Ainda, elevados niveis das citocinas TGF-3, IL-1B, IL-23 e IL-6 relacionadas
as células Thl7, em éareas de dano tecidual com infiltrado neutrofilico na infeccao

por L. (V.) braziliensis, tem sido demonstrados (Boaventura et al. 2010).



Durante as respostas imunes aos parasitos, os linfécitos T reguladores (Treg)
possuem enorme importancia, ao impedirem as respostas imunes exacerbadas, e
sdo dependentes, principalmente, de IL-10 e TGFB (Hawrylowicz 2005; Mucida &
Cheroutre 2007). As células Treg CD4'CD25" estdo envolvidas no controle da
infeccdo por L. major. Em camundongos suscetiveis, elas suprimem a excessiva
resposta Th2, enquanto que, em camundongos geneticamente resistentes, elas
controlam as respostas protetoras Thl, permitindo a sobrevivéncia do parasito e a
manutencdo da memoria imunoldgica (Belkaid 2003). As células Tregs, capazes de
produzir IL-10 e/ou TGFp, foram investigadas na leishmaniose humana e
identificadas nas lesbes de pacientes com LCL causada por L. (V.) braziliensis,

ajudando no controle da doenca (Campanelli et al. 2006).
1.4 Os mondécitos na leishmaniose

Os mondcitos sdo células que circulam pelo sangue e, ao migrarem para 0S
tecidos diferenciam — se em macréfagos ou em DCs. Sdo subdivididos em trés
subpopulacdes, de acordo com os marcadores de membrana, CD14 (co-receptor do
TLR4) e CD16 (receptor para a porcdo Fc de imunoglobulina G) em: classicos
(CD14**CD16), intermediarios (CD14"*CD16") e n&o classicos (CD14°“CD16%)
(Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Os mondcitos classicos (que compreendem 90% dos
monaocitos) exercem, principalmente, atividades tais como fagocitose, reparo tecidual
e a anti-apoptose. Os mondcitos intermediarios sdo os melhores na capacidade de
apresentacdo de antigenos para os linfécitos T. Ja os mondcitos ndo classicos
possuem elevada capacidade de fagocitose, propriedades anti-proliferativas e pro--
apoptéticas e produzem maior quantidade de citocinas pro-inflamatérias,
dependendo do estimulo usado (Cros et al. 2010; Wong et al. 2011; Zawada et al.
2011; Abeles et al. 2012). A producao de citocinas por mondcitos é, eficientemente,
gerada por estimulagcdo com produtos bacterianos, como LPS (agonista de TLR4) ou
PamsCys (lipopeptideo agonista de TLR2). O reconhecimento destes agonistas
envolve os receptores TLRs e CD14, presentes na superficie dos mondcitos
(Blumenstein et al. 1997).

Na defesa contra Leishmania, os mondcitos e os macréfagos, desempenham
um papel importante na fagocitose de formas promastigotas e amastigotas. Como

resposta ao contato com o parasito, 0s monocitos produzem IL-12 (Gorak, Engwerda
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et al. 1998) e induzem a producdo de IFNy e TNFa por linfocitos Thl (Belkaid,
Butcher et al. 1998; D’oliveira, Machado et al. 2002), que aumentam a atividade dos
macréfagos infectados, induzindo a morte da leishmania, por estimular a producao
de NO e ROS (Liew, Parkinson et al. 1990; Nathan & Hibbs 1991).

Foi descrito um aumento da expressdo de CD16 nos mondcitos de pacientes
com LCL. Estes mondcitos CD16" parecem participar da imunopatogenia da doenca
(Soares et al. 2006). Os mondcitos CD16" estdo em maior quantidade na fase pré-
ulcerativa da doenca, sugerindo que eles podem aumentar a resposta inflamatéria.
Os mondcitos intermediarios e ndo classicos tem a frequéncia aumentada na LCL e
a subpopulacédo dos intermediarios, que expressa o receptor CCR2, pode contribuir
para a doenca, uma vez que, responde mais a quimiocina CCL2, a qual é altamente
expressa nas lesbes cutaneas e atrai 0s mondcitos para a lesdo. In vitro, esta
subpopulacdo foi a Unica que produziu TNFa em resposta ao antigeno de
Leishmania, o que indicou que estes mondcitos, in vivo, podem migrar para o local
da infeccdo e colaborar com a inflamacdo e formacdo das lesdes (Passos et al.
2015). As trés subpopulacdes de mondcitos sdo similarmente infectadas por L. (V.)
braziliensis, mas somente os mondcitos classicos conseguem impedir a replicacao
destes parasitos, por meio da producdo de ROS (Novais et al. 2014).

Para avaliar se os mondcitos de individuos com LC secretavam TNFo em
culturas de curto periodo de tempo, PBMCs foram estimuladas com antigeno soluvel
de leishméania (SLA) ou mondcitos isolados foram infectados com formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis. Ap6s 8 h de cultura, os mondcitos secretaram,
significantemente, mais TNFo. do que as células T CD4" ou T CD8" (Costa 2012),
mostrando que 0s mondcitos sdo os melhores produtores de TNFa de forma rapida
em culturas. Ainda, as PBMCs de pacientes com LC ou com LM foram comparadas
ex vivo, apoés cultura com SLA. Os resultados mostraram que nos individuos com LC
houve uma correlacdo positiva entre a frequéncia de mondcitos produzindo TNFa e
IL-10; enquanto que os pacientes com LM ndo apresentaram correlagdo positiva,
sugerindo que em pacientes com LC o processo inflamatério € mais controlado do
que na LM e que os mondcitos podem ser importantes no controle da resposta
inflamatadria in vivo durante a leishmaniose (Gaze et al. 2006).

Como referido acima, os mondcitos podem ser ativados por agonistas de

TLRs e NLRs. O LPS e PamsCys, agonistas de TLR4 e TLR2, respectivamente, tem
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sido bastante utilizados para avaliar a ativacdo de mondcitos (Farina et al. 2004;
Brunialti et al. 2006). O MDP (muramildipeptideo) € o produto de degradacdo do
peptideoglicano na maioria das bactérias gram-positivas e algumas gram-negativas,
sendo um agonista especifico de NOD2 (Sun & Ding 2012) e estimula macréfagos,
mondcitos e DCs (Wardowska et al. 2013). Os efeitos de treinamento imune de
monacitos por BCG podem ser reproduzidos com MDP, mas ndo com Pam3sCys ou
LPS (Kleinnijenhuis et al. 2012), mostrando que o MDP é um importante
componente do BCG na ativacdo de mondcitos. O MDP exerce efeitos sinérgicos
com varios PAMPs agonistas de TLR em células monociticas humanas. Foi
observado um sinergismo entre Pam3CSSNA (agonista de TLR2) e MDP ou FK565
(agonista de NOD1) para a inducéo de interleucina 8 (IL-8) em células monociticas
THP-1 in vitro. Os receptores NOD2 e NOD1 reconhecem, respectivamente, MDP e
desmuramilpeptideos, que agem sinergicamente com os agonistas de TLR (Uehara
et al. 2005). Células musculares lisas de artéria coronaria humana foram
estimuladas com MDP sozinho ou em combinacdo com Pam ou LPS e foi observado
gue o MDP, em combinacdo com estes agonistas de TLR, foi mais potente para
estimular a proliferacdo das células musculares e a secrecao de IL-8 e TNFa do que
cada um dos estimulos sozinhos (Sun & Ding 2012).

O MDP e o FK565, em combinagdo com lipideo A (agonista de TLR4), poly
I:C (agonista de TLR3) ou CpG DNA (agonista de TLR9), mas nao com
Pam3CSSNA (agonista de TLR2) induziram, sinergicamente, a producdo de IL-12
em DCs humanas em cultura e esta citocina, por sua vez, promoveu a producéo de
IFNy por linfocitos T (Tada et al. 2005). O MDP exerce efeitos sinérgicos notaveis
com LPS para a producdo de citocinas inflamatérias em cultura de células
monociticas humanas THP-1 e U937. A regulacdo da expressdo de MyD88 por
MDP, via sinalizacdo NOD2, seguida pela ativacao de NF-kB, pode ser parcialmente
responsavel pelos efeitos sinérgicos (Yang et al 2001).

No item 1.3 foi descrita a participagdo do TLR2 na leishmaniose.
Camundongos deficientes em NOD2 (Nod2-/-) e em RIP2 (Rip2-/-) apresentam
defeito na resposta Thl, aumento de Thl7 e maiores cargas parasitarias
comparados a camundongos selvagens (WT) infectados com L. infantum chagasi.
Estes dados mostram que a via de NOD2-RIP2 desempenha um papel importante
na modulacdo da resposta imune adaptativa e promove a protecdo contra
leishmaniose visceral (Nascimento et al. 2016). Desta forma, € sugerida a
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participacédo dos receptores NLRs na resposta imune inata induzida por leishmania.
Além de NOD2, a ativacdo do inflamassoma de NLRP-3 mostrou-se critica para o
controle da replicacdo de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. infantum
chagasi in vivo, em um modelo experimental. Isso ocorreu devido a producdo de
IFNy e ao processamento de IL-1B, que culminaram com aumento na expressao de
INOS, enzima relacionada com a restricdo da replicacdo de Leishmania em
macréfagos, mediada pela producédo de NO (Lima-Junior et al. 2013).

Os estudos sobre a ativacdo de mondcitos e a producdo de citocinas por
estas células durante a LTA s&o escassos. Nosso grupo tem avaliado estas células
(Pereira 2012; Veras 2015). No presente estudo, foi avaliada a ativacdo de
mondcitos em hemoculturas com agonistas de TLR4 (LPS), TLR2 (Pam3Cys) e de
NOD2 (MDP), bem como, com antigeno de L. (V.) braziliensis, verificando a
producdo das citocinas TNFa, IL-6 e IL-10. A producdo de citocinas por mondcitos
tem sido avaliada em hemoculturas, culturas de PBMC ou mondcitos purificados.
Neste trabalho, a técnica escolhida foi a hemocultura, por possibilitar a analise dos
mondcitos do sangue sob minimas condi¢Bes de alteracdo funcional, ja que eles
podem apresentar alteragbes quando técnicas de purificacdo sdo utilizadas
(Damsgaard et al. 2009).

1.5 Diagndstico e Tratamento da leishmaniose tegumentar americana

O diagnostico da LTA abrange aspectos epidemiologicos, clinicos e
laboratoriais (Gontijo & Carvalho 2003). Deve-se diferenciar as formas cutaneas da
LTA de esporotricose, tuberculose cutanea, carcinoma basocelular, ectima, eritema
endurado de Bazin, impetigo, anemia falciforme, paracoccidioidomicose, dermatite
artefacta ou patomimia e hanseniase virchowiana. O diagnéstico diferencial da forma
mucosa € feito com paracoccidioidomicose, neoplasias (carcinoma epidermdide,
carcinoma basocelular, granuloma médio facial e outros linfomas), rinoscleroma,
rinosporidiose, entomoftoromicose, hanseniase virchowiana, sifilis terciaria,
perfuracdo do septo nasal traumatica ou por uso de drogas, rinite alérgica, sinusite e
granulomatose de Wegner (Brasil 2006).

O exame laboratorial mais simples, e por essa razdo, geralmente, o primeiro
a ser realizado, € a pesquisa direta das formas amastigotas em material obtido da

lesé@o por escarificacdo, aspiracao ou bidpsia da borda da lesdo, corado pelo Giemsa
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ou Leishman (Exame Direto). O diagnéstico histopatolégico de certeza s6 € possivel
mediante o achado dos parasitos. Caso contrario, as alteracdes histopatoldgicas séo
apenas sugestivas do diagnostico (Gontijo & Carvalho 2003). Associado a
imunoistoquimica, o diagnostico no exame histopatolégico tem sua sensibilidade
aumentada (Oliveira et al. 2010).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € um exame que permite amplificar,
em escala exponencial, sequéncias de DNA do parasito. E capaz de detectar
guantidades minimas quanto um fentograma do DNA de leishmania, por isto, € um
teste sensivel para deteccdo do parasito em material usado no Exame Direto ou
bidpsias das lesGes. No entanto, as exigéncias técnicas e o custo elevado limitam
seu emprego rotineiro (Brujin & Barker 1992).

A IDRM constitui um valioso recurso diagndstico nos casos em que 0S
parasitos sdo escassos ou ausentes, sendo também muito Gtil nos inquéritos
epidemiologicos de areas endémicas. A técnica consiste na injecdo na face flexora
do antebraco de 0,1 mL de antigeno, intradermicamente, e a reacdo é considerada
positiva quando, na leitura apos 48 ou 72 horas, observa-se uma enduracao igual ou
superior a 5 mm. O teste se torna positivo em torno de quatro meses apGs o inicio
da lesédo cutédnea, mas nao diferencia doenca atual e pregressa (na maioria das
vezes permanece positivo por varios anos apos o tratamento), nem distingue doenca
de infeccdo e é, geralmente, negativo na LCD e nos pacientes imunossuprimidos
(Montenegro 1926; Shaw & Lainson 1975).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), inicialmente proposta para
diagnéstico e, subsequentemente, para controle de cura (apds tratamento e cura
clinica os titulos de anticorpos diminuem), é o método soroldégico mais usado.
Apresenta sensibilidade de 71% nos pacientes com formas cutaneas e de 100%
naqueles com a forma mucosa. Usualmente, a RIFlI € negativa na LCD e em
pacientes com lesdes recentes (até seis meses de evolucdo) e detecta titulos mais
elevados de anticorpos em pacientes com vérias lesdes (Mendonca et al. 1988;
Gontijo & Carvalho 2003).

O medicamento de primeira escolha para o tratamento da LTA € o antimonial
pentavalente (Ashford 2000; Gontijo & Carvalho 2003). Nas formas cuténeas
localizadas e disseminadas a dose varia entre 10 a 20 mg/Sb**/Kg/dia, durante 20
dias seguidos, aplicados via intramuscular ou endovenosa. Se nao houver

cicatrizacdo completa trés meses apos o término do tratamento, 0 esquema devera
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ser repetido, prolongando-se, desta vez, a duracao da série para 30 dias. Persistindo
0 insucesso terapéutico, deve ser utilizado um dos medicamentos de segunda
escolha, especialmente a Anfotericina B. Na LCD, a dose é de 20 mg/Sb**/Kg/dia,
durante 20 dias seguidos. Na LM, a dose recomendada é de 20 mg/Sbh**/Kg/dia,
durante 30 dias consecutivos e se nao houver cicatrizagdo completa trés meses
apos o término do tratamento, o esquema devera ser repetido apenas uma vez e 0S
pacientes devem utilizar um dos farmacos de segunda escolha (Gontijo & Carvalho
2003; Brasil 2006).

Os antimoniais pentavalentes apresentam potencial toxicidade cardiaca,
hepatica, pancreética e renal, devendo ser utilizados com cautela, e sob
monitoramento clinico e laboratorial. Nos pacientes com nefropatias, bem como em
gestantes, a anfotericina B € o farmaco de primeira escolha para a realizacdo do
tratamento (Brasil 2006).

O critério de cura € clinico, sendo necessario acompanhamento mensal por
trés meses seguidos e, apds a cura clinica, seguimento até 12 meses apos o fim do
tratamento. O critério de cura clinica da LC é estabelecido pelo aspecto das lesfes:
reepitelizacdo, regresséo total da infiltragéo e eritema, até trés meses apos o término
do tratamento. E da LM é definido pela regressdo dos sinais e sintomas e
comprovacgédo pelo exame otorrinolaringoldgico, até seis meses ap6s a conclusdo da
terapia (Montenegro 1926; Brasil 2006).
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2 JUSTIFICATIVA

A LTA constitui um sério problema de satde publica no Brasil. E uma doenca,
cuja forma clinica depende das interagbes parasito-vetor-hospedeiro, variando
desde uma Unica lesdo a lesBes multiplas na pele, até lesdes mucosas
desfigurantes. Apesar dos varios estudos sobre a imunologia desta doenca, ainda
nao estdo definidos os mecanismos que levam ao controle ou a persisténcia dos
parasitos, principalmente com relacdo a infeccdo causada por L. (V.) braziliensis,
que é a espécie mais prevalente no nosso meio e que causa a forma clinica mais
grave da LTA, a LM. Pouco se sabe sobre a ativacdo dos mondcitos durante a LTA.
Os monocitos sao células circulantes que se diferenciam em macréfagos nos
tecidos, portanto, seu grau de ativacdo no sangue periférico pode interferir no estado
de ativacdo dos macréfagos que serdo gerados nas lesbes da LTA. Os mondcitos
podem ser ativados por diferentes receptores inatos, incluindo TLRs e NLRs e, apés
ativacdo, secretam citocinas pré- e anti-inflamatoérias, tais como TNFa, IL-6 e IL-10.
A avaliacdo do perfil de resposta dos mondcitos apés o acionamento de TLRs e
NOD2 podera contribuir para uma compreensao sobre o estado de ativacdo dos

mondcitos e sua participacdo na imunopatogenia e no controle da LTA.
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3 OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1 GERAL: Avaliar o perfil de resposta de citocinas produzidas por mondcitos de
pacientes com LTA em hemoculturas, apds ativacdo com agonistas de TLRs e
NOD2.

3.2 ESPECIFICOS:

- Avaliar a producdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNFo) e anti-inflamatoria
(IL-10) em hemoculturas de pacientes com LCL e de controles sadios, ap0s ativacao
com agonistas de receptores similares a Toll (TLR) ou de receptores NOD?2.

- Verificar se a ativacdo celular com agonistas de TLR2 e de NOD2 ou com
antigenos de Leishmania e agonista de NOD2 tem efeitos aditivos ou sinérgicos na
producéo de citocinas em hemoculturas de pacientes e controles.

- Correlacionar os dados clinicos observados ao diagndéstico dos pacientes com LCL
com as concentracdes das citocinas IL-6, TNFo e IL-10 produzidas nas
hemoculturas desses pacientes.

- Avaliar o papel das citocinas IL-6, TNFa e IL-10 na resposta ao tratamento dos
pacientes com LCL, comparando a producdo destas citocinas nas hemoculturas dos
pacientes clinicamente curados com um ciclo de tratamento com a daqueles curados

com mais de um ciclo de tratamento.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos, critérios de inclusédo e diagnéstico de LTA: O presente
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas,
protocolo CAAE 59615915.4.0000.5078 (PARECER DO COMITE DE ETICA,
ANEXO 1). Foram avaliados 29 pacientes (LCL) e 29 individuos controles (Doadores
do Banco de Sangue do Instituto Goiano de Oncologia e Hematologia), que foram
pareados por género e idade, sendo que todos leram e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, ANEXO 1) antes de doarem o sangue.
Foram incluidos pacientes diagnosticados com LTA (dados epidemiol6gicos e
exames clinicos associados com a positividade de um dos exames laboratoriais:
IDRM, analises histopatologicas com deteccdo de formas amastigotas confirmadas
por imunoistoquimica, reacdo da polimerase em cadeia (PCR, Polymerase Chain
Reaction) mkPCR, e RIFI), antes do inicio do tratamento para essa doenca ou
pacientes ja tratados que necessitaram de mais ciclos de medicamento. Foram
excluidos pacientes com idade inferior a 18 anos e superior a 65 anos e aqueles
com histéria de uso da medicacdo especifica nos ultimos trés meses. Os pacientes
foram atendidos no ambulatério de EndemiasHDT (Hospital Anuar Auad, centro de
referéncia de leishmanioses no Estado de Goias) para diagnéstico clinico, obtencéo

de biépsia, tratamento e acompanhamento.

4.2 Colheita de dados clinicos e laboratoriais: Os dados clinicos e laboratoriais
dos pacientes foram obtidos durante as consultas médicas, mediante o
preenchimento de um questionario (FICHA DOS PACIENTES, ANEXO 2) sobre os

dados pessoais, epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais.

4.3 Tratamento e acompanhamento dos pacientes, critérios de cura e
gravidade: ApGs o diagndstico, os pacientes foram tratados, sendo o farmaco de
primeira escolha, o antimonial pentavalente (antimoniato de N-metil glucamina,
Glucantime, Sanofi-Aventis, Sdo Paulo, Brasil; 10 a 20 mgkg /dia’20 dias (LC) e 20
mgkgdia’30 dias (LM)) e de segunda escolha, a anfotericina B (Cristalia, Sdo Paulo,
Brasil; dose total de 1.500 mg). Foram considerados curados clinicamente os

pacientes com cicatrizacdo das lesdes, associada com negativacdo de RIFI depois
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de seis (LC) ou 12 (LCM) meses de acompanhamento. Os pacientes ndo curados
foram aqueles com persisténcia das les6es e/ou RIFI com titulo > que 40. Os
critérios para gravidade da doenca foram o tamanho das lesdes, niumero de lesdes,

tempo de evolucéo das lesdes e IDRM néo reagente apos trés meses de doenca.

4.4 Obtencéo dos antigenos de L. (V.) braziliensis: A cepa MHOM/BR/2003/IMG
(IMG3) foi cultivada, por seis dias, em meio Grace (Grace’s Insect Medium, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB,
Cripion, Andradina, SP, Brasil), 2 mM de L-glutamina (Sigma), 11 mM de bicarbonato
de sodio (Merck), 100 U/mL de penicilina (Sigma) e 100 ug/mL de estreptomicina
(Sigma). Em seguida, as formas promastigotas foram lavadas com solugdo salina
tamponada com fosfatos (PBS) por trés vezes, centrifugando a 1000 g por 15 min, a
4° C e ressuspendidas em PBS contendo inibidores de proteases (coquetel de
inibidores de proteases, Sigma-Aldrich). Os parasitos foram rompidos por cinco
ciclos de congelamento (nitrogénio liquido) e descongelamento (banho maria a 37°
C). A quantidade de proteinas foi dosada usando o BCA™ protein assay kit (Pierce,
Rockford, IL, EUA), usando soro albumina bovina para estabelecer a curva padrao,
sendo todos os procedimentos realizados de acordo com as instrucdes do

fabricante. Os antigenos (Ag) foram estocados na concentracdo de 2,5 mg/mL (-

80°C) e usados na concentragdo de 50 ugmL nas hemoculturas.

4.5 Colheita de sangue e hemoculturas: O sangue periférico (10 mL) de
individuos controles e pacientes (ao diagnéstico) foi colhido em tubos vacutainer,
contendo solucdo de heparina como anticoagulante (BD Vacutainer TM, Juiz de
Fora, MG, Brasil). Para avaliar a producdo de citocinas, foram realizadas
hemoculturas, de sangue diluido a 1/3 em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado
com 11 mM de bicarbonato de sddio, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina. Todos estes reagentes eram da Sigma. As
hemoculturas foram incubadas na auséncia ou presencga de LPS (de E. coli 0111:B4,
Sigma, 100 ng/mL), Pam3Cys SKKKK (EMC, Tubingen, Alemanha, 100 ng/mL),
antigenos dos parasitos (50 ug/mL) ou MDP (Sigma; 5 ug/mL ou 10 ug/mL). Apos
incubacdo a 37°C, em termobloco, os tubos (2 mL, livres de endotoxina, Axygen,

Califérnia, EUA), hermeticamente fechados, foram centrifugados por 10 min a 600xg,
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4°C; sendo colhidos os sobrenadantes para avaliacdo da liberacdo de TNFo e/IL-6
(6 h) e IL-10 (24 h).

4.6 Avaliacdo das citocinas: O TNFa e a IL-10 foram quantificados nos
sobrenadantes das culturas por ensaio imunoenzimatico (ELISA), preparado no
laboratério. Os hibridomas B 154.7 e B 154.9, que reconhecem TNFa, e 0s
hibridomas JES907 e B27, que reconhecem IL-10, doados pelo Dr. Giorgio Trinchieri
(NCI, Bethesda, EUA), foram cultivados em meio RPMI completo e os anticorpos
foram purificados dos sobrenadantes das culturas, por uso de coluna de proteina G,
de acordo com o fabricante. A concentracéo proteica foi determinada pelo kit BCA
Protein Assay (Pierce), com uso de uma curva padrdo com concentracoes
conhecidas de gamaglobulina. As placas foram sensibilizadas com os anticorpos
anti-TNFa ou anti-IL-10 (1 pg/mL) e ap6s bloqueio (PBS 1x com 3% de SFB) das
placas, foram adicionados os sobrenadantes das hemoculturas. Apés incubacéo e
lavagens, foram adicionados os anticorpos conjugados com biotina (1 pg/mL). Apés
incubacdo (T.a.) e lavagens, foi acrescentado o conjugado estreptoavidina-
peroxidase (Sigma; 1:2000) e, apds incubacdo (T.a.) e lavagens, a solugdo substrato
ortofenilenodiamina (OPD, Sigma, 5 mg) e peréxido de hidrogénio 1:1000, diluidos
em tampdao citrato-fosfato pH 5,0. A reacdo foi finalizada com solugdo de acido
sulfirico 2 N e a densidade Optica (DO) obtida em um leitor de microplacas
(Multskam, Thermo Labsistems) com filtros de 450 nm e 620 nm. As concentracdes
do TNFa e da IL-10 foram determinadas de acordo com as curvas padrbes
preparadas com as citocinas recombinantes (R&D System, Mineapolis, MN, EUA).

A IL-6 foi quantificada nos sobrenadantes das hemoculturas, por ELISA,
usando kit comercial Peprotech (Rocky Hill, NJ, EUA), de acordo com as instruces
dos fabricantes.

Os resultados foram expressos em pg/mL. Os limites de detecc¢des foram: 15
pg/mL de TNF, 20 pg/mL de IL-10 e 15 pg/mL de IL-6.

4.7 Andlises estatisticas: Os dados foram apresentados como valores individuais,
medianas e interquartis, utilizando testes ndo paramétricos para as analises
(Wilcoxon para amostras pareadas e Mann Whitney para amostras nao pareadas).

Testes de correlacdo Spearman também foram usados para avaliacdo da correlagcéo
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entre os dados clinicos e experimentais. O nivel de significancia foi estabelecido em
p < 0,05. As andlises foram realizadas utilizando o GraphPadPrism 4.0 Software Inc.
(San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas dos pacientes com Leishmaniose cutanea localizada

Foram avaliados 29 pacientes com LCL, pareados por género e idade com
controles sadios. Os pacientes eram, em sua maioria (75,9%), pertencentes ao sexo
masculino e relataram ter contraido a doenca nos estados de Goias (n = 13), Mato
Grosso (n = 6), Para (n = 1), Tocantins (n = 3), Acre (n = 1) e Maranhao (n = 1). De
qguatro pacientes esta informacdo nao foi obtida. A Tabela 1 mostra uma elevada
heterogeneidade nos dados clinicos dos pacientes. Estes apresentavam de uma a
20 lesbes (mediana: 1); com tamanho destas variando entre 0,3 e 8 cm (mediana: 3
cm) e tempo de evolucdo variando entre um e 12 meses (mediana: 4 meses). N&o
foram detectadas diferencas significantes entre os numeros de leucdcitos ou
monocitos do sangue periférico de pacientes e controles. Em relacdo aos testes
diagnosticos, 67,8% dos pacientes apresentaram exame histopatolégico positivo;
68% apresentaram soro reagente na RIFI; 68,2% apresentaram teste intradérmico
positivo e 83,3%, PCR positiva para Leishmania (Viannia) sp.
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Tabela 1. Caracteristicas de pacientes com Leishmaniose Cutanea Localizada
e de controles
Caracteristicas Paciente Controle
Sexo masculino 22129 227129
Sexo feminino 7/29 7/29
|dade (anos) 43 (18 —-69) @ 40 (28 — 52)
Leucocitos (/ mm?) b 6600 (4100 — 9800) 6320 (4200 - 11760)
Monacitos (%) © 42(03-709) 0,5(04-61)
Mondcitos (/ mm?) d 17,9 — 529 3 223 — 2562
MNumero de lesdes © 1(1-20) -
Tamanho das lesdes 3(03-8) -
(cm)T
Tempo de leséo 4(1-12) -
(meses)d
IDRM (mm) h 10 (3 - 28) -
Resultados de testes diagndsticos positivos % (positivos / total testado)
IHC 67,8 (19 /28)
RIFI! 68 (17 / 25)
IDRM 68,2 (15[ 22)
PCRE 83,3 (15/18)

Tabela 1. 29 pacientes com LCL foram atendidos no Hospital de Doencas Tropicais Anuar
Auad (Goidnia, Goias, Brasil) e 29 controles foram obtidos de doadores de sangue do Instituto
Goiano de Oncologia e Hematologia (Goidnia, Goids, Brasil). *Mediana (minimo - maximo). © ¢
914 pacientes e 8 controles). Minimo — maximo. = 8 28 pacientes). (25 pacientes). "IDRM:
Intradermorreacdo de Montenegro (15 pacientes). 1HC: Exame histopatologico com
imunohistoquimica para amastigotas. IRIFI. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta. *PCR:
Reacdo em cadeia da polimerase.

5.2 Avaliacdo da producdo de citocinas pro- e anti-inflamatdéria em

hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutanea localizada

A fim de avaliar a producé&o de citocinas ex vivo de pacientes com LCL, foram
colhidas amostras de sangue periférico desses pacientes ao diagndstico, assim
como de doadores sadios, e incubadas com meio de cultura, LPS (agonista de
TLR4), Pam (agonista de TLR2), Ag (antigeno total de leishméania) ou MDP (agonista
de NOD2). Ap0s 6 ou 24 horas de incubagdo, foram dosadas as citocinas. Nas
hemoculturas dos pacientes e dos controles, houve producédo significante de IL-6
apos estimulacdo com LPS, Pam, Ag ou MDP (p < 0,05) (Figura 2A). Ao comparar
pacientes e controles, observou-se maior producédo de IL-6 nas hemoculturas dos
pacientes, ndo estimuladas e nas estimuladas com MDP (p < 0,05; Figura 2A). Os

valores individuais, para cada estimulo, sdo apresentados nas Figuras 2B-l.
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Figura 2. Avaliacdo da producédo de interleucina 6 (IL-6) em hemoculturas de pacientes com
Leishmaniose Cutanea Localizada. Amostras de sangue periférico (diluido 1/3 em meio de cultura)
de pacientes e controles foram incubadas com meio, lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL), Pam;Cys
(Pam, 100 ng/mL), antigeno de L. (V.) braziliensis (Ag, 50 pg/mL), muramildipeptideo (MDP, 5
ug/mL), por 6 horas, a 37 °C. Em seguida, a IL-6 foi mensurada nos sobrenadantes, por Elisa. Em A,
cada simbolo representa um paciente ou controle, sendo as linhas horizontais as medianas e
interquartis; n = nimero de amostras, *p < 0,05 (Meio vs estimulo), “p < 0,05 (pacientes vs controles).
Testes de Wilcoxon (Meio vs estimulo) e Mann Whitney (pacientes vs controles). Em B, C, D, E, F, G,
H e | sdo mostrados os resultados individualmente, apds cada estimulo. As linhas horizontais sédo as
medianas; n = numero de amostras, p (Meio vs estimulo), Teste de Wilcoxon.

A producdo de TNFa foi significantemente elevada nas hemoculturas dos
pacientes e controles ativadas com LPS, Pam, Ag ou MDP (Figura 3A). Ao comparar
pacientes e controles, em relacdo aos diferentes estimulos, ndo foram detectadas
diferencas significantes quanto a producdo desta citocina (Figura 3A). As Figuras

3B-I apresentam os resultados individuais, para cada estimulo.
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Figura 3. Avaliacdo da producéo do fator de necrose tumoral alfa (TNFa) em hemoculturas de
pacientes com Leishmaniose Cutanea Localizada. Amostras de sangue periférico (diluido 1/3 em
meio de cultura) de pacientes e controles foram incubadas com meio, lipopolissacarideo (LPS, 100
ng/mL), Pams;Cys (Pam, 100 ng/mL), antigeno de L. (V.) braziliensis (Ag, 50 ug/mL),
muramildipeptideo (MDP, 5 pg/mL), por 6 horas. Em seguida, o TNFoa foi mensurado nos
sobrenadantes, por Elisa. Em A, cada simbolo representa um paciente ou controle, sendo as linhas
horizontais, as medianas e interquartis; n = nimero de amostras, *p < 0,05 (Meio vs estimulo); Testes
Wilcoxon (Meio vs estimulo) e Mann Whitney (pacientes vs controles). Em B-I, valores individuais e as
medianas sdo apresentados; n = nimero de amostras, p (Meio vs estimulo), Teste de Wilcoxon.

Na avaliacdo da producéo de IL-10, houve inducéo significante desta citocina
nas hemoculturas de pacientes e controles ativadas com LPS, Pam, Ag ou MDP
(Figura 4A). Ao comparar pacientes e controles, em relacdo aos diferentes
estimulos, ndo foram detectadas diferencas significantes quanto a producao de IL-10
(Figura 4A). As Figuras 4B-1 mostram os resultados individuais para cada estimulo.
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Figura 4. Avaliacdo da produgdo de interleucina 10 (IL-10) em hemoculturas de pacientes com
Leishmaniose Cutanea Localizada. Amostras de sangue periférico (diluido 1/3 em meio de cultura)
de pacientes e controles foram incubadas com meio, lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL), Pam;Cys
(Pam, 100 ng/mL), antigeno de L. (V.) braziliensis (Ag, 50 pg/mL), muramildipeptideo (MDP, 5
ug/mL), por 24 horas. Em seguida, a IL-10 foi mensurada nos sobrenadantes, por Elisa. Em A, cada
simbolo representa um paciente ou controle, sendo as linhas horizontais as medianas e interquartis; n
= ndumero de amostras, *p < 0,05 (Meio vs estimulo), Testes Wilcoxon (Meio vs estimulo) e Mann
Whitney (pacientes vs controles). Em B-I, valores individuais e as medianas sdo apresentados; n =
namero de amostras, p (Meio vs estimulo), Teste de Wilcoxon.

5.3 Avaliacdo da interacdo entre os agonistas de TLR2 e de NOD2 para a
inducgéo de citocinas em hemoculturas de pacientes com leishmaniose cutanea

localizada

Sabendo que Pam/TLR2 e MDP/NOD2 podem sinergizar para ativar células
(Uehara et al. 2005), os estimulos Pam e MDP foram adicionados, separadamente
ou conjuntamente, para ativar as hemoculturas; assim como, Ag e MDP. Pode ser
observado nas Figuras 5 e 6, que a combinacdo Pam/MDP aumentou,
significantemente, a producéo de IL-6 nas hemoculturas dos pacientes e controles,
em relacdo a cada estimulo sozinho (Figura 5A); de maneira similar, Ag e MDP

juntos aumentaram a concentracdo desta citocina, especialmente em relacdo ao
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estimulo Ag sozinho (Figura 5B). A Figura 6 (A-H) mostra os resultados individuais

para cada estimulo isolado ou em combinacéo.
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Figura 5. Avaliacdo da producédo de interleucina 6 (IL-6) em hemoculturas de pacientes com
Leishmaniose Cuténea Localizada, ap6s estimulos com agonistas de TLR2, NOD2 e antigeno
de Leishmania (V.) braziliensis. Amostras de sangue periférico (diluido 1/3 em meio de cultura) de
pacientes e controles foram incubadas com meio, Pam;Cys (Pam, 100 ng/mL), antigeno (Ag, 50
ug/mL), muramildipeptideo (MDP, 5 ug/mL), sozinhos ou em combinacdo, durante 6 horas. Os
sobrenadantes foram usados para a dosagem de IL-6, por Elisa. Os dados representam as medianas
e interquartis, *p < 0,05 (n = 14), teste pareado de Wilcoxon.
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Figura 6. Efeito aditivo entre agonistas de TLR2/NOD2 e de antigeno de Leishmania V.
braziliensis/agonista NOD2 na producdo de interleucina 6 (IL-6) em hemoculturas de pacientes
com Leishmaniose Cutanea Localizada. Amostras de sangue periférico (diluido 1/3 em meio de
cultura) de pacientes (P) e controles (C) foram incubadas com meio, PamzCys (Pam, 100 ng/mL),
antigeno (Ag, 50 ug/mL), muramildipeptideo (MDP, 5 ug/mL), sozinhos ou em combinacédo, durante 6
horas. Os sobrenadantes foram usados para a dosagem de IL-6, por Elisa. Os dados representam 0s
valores individuais e as linhas horizontais vermelhas sdo as medianas; n indica o ndmero de
pacientes ou controles, seguido pelo valor de p, Teste pareado de Wilcoxon.
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Nas hemoculturas de pacientes e controles, a combinagdo dos estimulos Pam

e MDP ou Ag e MDP aumentou, significantemente, a producédo de TNFa em relacéo

a cada estimulo sozinho (Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Avaliagdo da producédo de TNFa em hemoculturas de pacientes com Leishmaniose
Cutanea Localizada, apds estimulos com agonistas de TLR2, NOD2 e antigeno de Leishmania
V. braziliensis. Amostras de sangue periférico (diluido 1/3 em meio de cultura) de pacientes e
controles foram incubadas com meio, Pam;Cys (Pam, 100 ng/mL), antigeno (Ag, 50 pg/mL),
muramildipeptideo (MDP, 5 pug/mL), sozinhos ou em combinacao, durante 6 horas. Os sobrenadantes
foram usados para a dosagem de TNFa, por Elisa. Os dados representam as medianas e interquartis,

*p < 0,05 (n = 14), Teste pareado de Wilcoxon.
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Figura 8. Efeitos aditivos entre agonistas de TLR2, NOD2 e antigeno de Leishmania (V).
braziliensis na producdo de fator de necrose tumoral alfa (TNFa) em hemoculturas de
pacientes com Leishmaniose Cutanea Localizada. Amostras de sangue periférico (diluido 1/3 em
meio de cultura) de pacientes (P) e controles (C) foram incubadas com meio, Pams;Cys (Pam, 100
ng/mL), Antigeno (Ag, 50 ug/mL), muramildipeptideo (MDP, 5 ug/mL), sozinhos ou em combinacéo,
durante 6 horas. Os sobrenadantes foram usados para a dosagem de TNFa, por Elisa. n indica o
namero de pacientes ou controles, seguido pelo valor de p, Teste pareado de Wilcoxon.
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A combinagéo dos estimulos Pam e MDP, nas hemoculturas de pacientes e
controles, induziu maior producdo de IL-10 quando comparada a cada estimulo
sozinho. O Ag e o MDP juntos levaram a uma maior producdo de IL-10,

especialmente nas hemoculturas dos pacientes (Figuras 9 e 10).
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Figura 9. Avaliac&o da producéo de interleucina 10 (IL-10) em hemoculturas de pacientes com
Leishmaniose Cutéanea Localizada, apds estimulos com agonistas de TLR2, NOD2 e antigeno
de Leishmania (V.) braziliensis. Amostras de sangue periférico (diluido 1/3 em meio de cultura) de
pacientes e controles foram incubadas com meio, PamsCys (Pam, 100 ng/mL), Antigeno (Ag, 50
ug/mL), muramildipeptideo (MDP, 5 ug/mL), sozinhos ou em combinacdo, durante 24 horas. Os
sobrenadantes foram usados para a dosagem de IL-10, por Elisa. Os dados representam as
medianas e interquartis, *p < 0,05 (n = 11), Teste pareado de Wilcoxon.
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Figura 10. Avaliacdo dos efeitos aditivos entre agonistas de TLR2, NOD2 e antigeno de
Leishmania (V.) braziliensis na producé&o de interleucina 10 (IL-10) em hemoculturas de
pacientes com Leishmaniose Cutanea Localizada. Amostras de sangue periférico (diluido 1/3 em
meio de cultura) de pacientes (P) e controles (C) foram incubadas com meio, Pams;Cys (Pam, 100
ng/mL), Antigeno (Ag, 50 ug/mL), muramildipeptideo (MDP, 5 ug/mL), sozinhos ou em combinacéo,
durante 24 horas. Os sobrenadantes foram usados para a dosagem de IL-10, por Elisa. n indica o
namero de pacientes ou controles, seguido pelo valor de p; Teste pareado de Wilcoxon.
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5.4 Avaliacdo da associacdo entre os dados clinicos e a producéo de citocinas

em hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutanea localizada

Para avaliar se havia associagdo entre os dados clinicos dos pacientes com
LCL observados ao diagnéstico e a concentracdo de citocinas pro- e anti-
inflamatorias produzidas por eles naquele momento, foram analisados trés dados
importantes, o numero de lesdes, o tamanho da lesdo e o tempo de lesdo com a
producéo de IL-6, TNFa e IL-10 nas hemoculturas.

Nao houve correlagéo significante entre o nimero de lesbes dos pacientes
com LCL e as concentracdes de IL-6, TNFa e IL-10 nas hemoculturas dos mesmos,
independentemente de estimulagéo ou ndo das hemoculturas (Figuras 11, 12 e 13).
Porém, é importante destacar que houve uma tendéncia a uma correlacdo positiva
entre 0 numero de lesbGes e as concentracbes de IL-6 nas hemoculturas sem

estimulo (p = 0,09) ou com o estimulo Pam3Cys (p = 0,08; Figura 11).
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Figura 11. Avaliacdo da correlagdo entre o niumero de lesdes e as concentracdes de IL-6 nas
hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cuténea localizada. As concentracdes de IL-6 (A,
B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas na auséncia de estimulo (meio)
ou presenca de lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL), Pams;Cys (Pam, 100 ng/mL), antigeno de
Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 pg/mL) ou muramildipeptideo (MDP, 5 ng/mL), usando Elisa. Os
resultados (pg/mL) foram correlacionados com o nimero de lesdes detectadas nos pacientes ao
diagndstico, usando teste de correlagdo de Spearman. Os dados representam os valores individuais e
sdo apresentados r, p e n.
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Figura 12. Avaliacdo da correlagdo entre o nimero de lesbes e as concentra¢fes de fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cuténea
localizada. As concentragBes de TNFa (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das
hemoculturas na auséncia de estimulo (meio) ou presenca de lipopolissacarideo (LPS, 100 ngjmL),
Pams;Cys (Pam, 100 ng/mL), antigeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 ug/mL) ou
muramildipeptideo (MDP, 5 ug/mL), usando Elisa. Os resultados (pg|mL) foram correlacionados com
0 nimero de lesfes detectadas nos pacientes ao diagndstico, usando o teste de correlagdo de
Spearman. Os dados representam valores individuais e sdo apresentados r, n e p.
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Figura 13. Avaliagdo da correlacdo entre o numero de lesdes e as concentracfes de
interleucina 10 (IL-10) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutanea localizada.
As concentracgfes de IL-10 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas
na auséncia de estimulo (meio) ou presenca de lipopolissacarideo (LPS, 100 ng|mL), PamsCys (Pam,
100 ng/mL), antigeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 pg/mL) ou muramildipeptideo (MDP, 5
pg/mL), usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com o nimero de lesdes
detectadas nos pacientes ao diagnéstico, utilizando o teste de correlagdo de Spearman. Os dados
representam os valores individuais e sdo apresentados os valores der, n e p.
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Foi realizada, também, a comparacédo entre os resultados dos pacientes com
apenas uma lesdo e daqueles com mais de uma lesdo quanto a producédo de IL-6,
TNFo e IL-10. Como pode ser observado nas Figuras 14, 15 e 16, ndo houve

bY

diferencas significantes entre os dois grupos em relacdo a concentracdo dessas

citocinas.
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Figura 14. Avaliacdo da producgdo de interleucina 6 (IL-6) em pacientes com uma leséo e
pacientes com mais de uma lesdo. As concentracdes de IL-6 (A, B, C, D, E) foram determinadas
nos sobrenadantes das hemoculturas, de pacientes com apenas uma les@o e de pacientes com mais
de uma lesdo (variando de 2 a 20 lesdes), na auséncia de estimulo (meio) ou presenca de
lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL), PamsCys (Pam, 100 ng/mL), antigeno de Leishmania (V.)
braziliensis (Ag, 50 pg/mL) ou muramildipeptideo (MDP, 5 ug/mL), usando Elisa. Os dados
representam os valores individuais e as medianas, n = nimero de pacientes, seguido pelo valor de p.
Teste de Mann Whitney.
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Figura 15. Avaliacdo da producédo de fator de necrose tumoral alfa (TNFa) em pacientes com
uma lesédo e pacientes com mais de uma lesé@o. As concentracbes de TNFa (A, B, C, D, E) foram
determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas, de pacientes com apenas uma lesdo e de
pacientes com mais de uma lesdo (variando de 2 a 20 lesdes), na auséncia de estimulo (meio) ou
presenca de lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL), PamsCys (Pam, 100 ng/mL), antigeno de
Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 pg/mL) ou muramildipeptideo (MDP, 5 ng/mL), usando Elisa. Os
dados representam os valores individuais e as medianas, n = nimero de pacientes, seguido pelo
valor de p. Teste de Mann Whitney.
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Figura 16. Avaliacdo da producéo de interleucina 10 (IL-10) em pacientes com uma leséo e
pacientes com mais de uma lesdo. As concentragfes de IL-10 (A, B, C, D, E) foram determinadas
nos sobrenadantes das hemoculturas, de pacientes com apenas uma lesédo e de pacientes com mais
de uma lesdo (variando de 2 a 20 lesBes), na auséncia de estimulo (meio) ou presenca de
lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL), PamsCys (Pam, 100 ng/mL), antigeno de Leishmania (V.)
braziliensis (Ag, 50 pg/mL) ou muramildipeptideo (MDP, 5 ug/mL), usando Elisa. Os dados
representam os valores individuais e as medianas, n = nimero de pacientes, seguido pelo valor de p.
Teste de Mann Whitney.
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Em relagdo ao tamanho das lesdes, somente os pacientes com uma lesdo
foram selecionados para avaliar a correlacdo com a producédo de citocinas. Nao foi
observada correlacdo entre o tamanho da leséo e as concentragdes de IL-6, TNFao e
IL-10 (Figuras 17, 18 e 19), porém, houve uma tendéncia a correlagédo negativa entre
o tamanho da lesdo e as concentracfes de IL-10 nas hemoculturas estimuladas com

PamsCys (p = 0,07), Ag (p = 0,06) e MDP (p = 0,05; Figura 19).
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Figura 17. Avaliacdo da correlacdo entre o tamanho das lesdes e as concentracfes de
interleucina 6 (IL-6) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutanea localizada. As
concentracdes de IL-6 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas na
auséncia de estimulo (meio) ou presenca de lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL), Pam;Cys (Pam,
100 ng/mL), antigeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 pg/mL) ou muramildipeptideo (MDP, 5
ug/mL), usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com o tamanho das lesdes
(variando de 0,3 a 8 cm) detectadas nos pacientes que ao diagnostico apresentaram apenas uma
lesdo, utilizando o teste de correlacdo de Spearman. Os dados representam os valores individuais e
séo apresentados os valores der, n e p.
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Figura 18. Avaliagcdo da correlagdo entre o tamanho das lesdes e as concentragBes de fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cuténea
localizada. As concentragBes de TNFa (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das
hemoculturas na auséncia de estimulo (meio) ou presenca de lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL),
Pams;Cys (Pam, 100 ng/mL), antigeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 ug/mL) ou
muramildipeptideo (MDP, 5 ug/mL), usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com
0 tamanho das lesdes (variando de 0,3 a 8 cm) detectadas nos pacientes que ao diagndstico
apresentaram apenas uma lesdo, utilizando o teste de correlacdo de Spearman. Os dados
representam os valores individuais e séo apresentados os valores der, n e p.
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Figura 19. Avaliacdo da correlacdo entre o tamanho das lesdes e as concentracfes de
interleucina 10 (IL-10) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutanea localizada.
As concentracdes de IL-10 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas
na auséncia de estimulo (meio) ou presenca de lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL), PamsCys (Pam,
100 ng/mL), antigeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 pg/mL) ou muramildipeptideo (MDP, 5
ug/mL), usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com o tamanho das lesdes
(variando de 0,3 a 8 cm) detectadas nos pacientes que ao diagndstico apresentaram apenas uma
leséo, utilizando o teste de correlacdo de Spearman. Os dados representam os valores individuais e
sdo apresentados os valores der, n e p.
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Né&o foi detectada uma correlacéo entre o tempo de lesdo ao diagnostico e as
concentracbes de IL-6, TNFa e IL-10 (Figuras 20, 21 e 22), porém, houve uma
tendéncia a correlagdo positiva entre o tempo de lesédo e IL-10, nas hemoculturas
sem estimulo (p = 0,05) e com o estimulo MDP (p = 0,07; Figura 22).
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Figura 20. Avaliacao da correlagcdo entre o tempo de lesdo e as concentracdes de interleucina 6
(IL-6) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutanea localizada. As concentracdes
de IL-6 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas na auséncia de
estimulo (meio) ou presenca de lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL), PamsCys (Pam, 100 ng/mL),
antigeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 upg/mL) ou muramildipeptideo (MDP, 5
ug/mL),usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com o tempo de lesdo informado
pelos pacientes ao diagndstico, utilizando o teste de correlacdo de Spearman. Os dados representam
os valores individuais e sdo apresentados os valores der, n e p.
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Figura 21. Avaliacdo da correlacdo entre o tempo de lesdo e as concentragdes de fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cutanea
localizada. As concentracdes de TNFa (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das
hemoculturas na auséncia de estimulo (meio) ou presenca de lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL),
Pams;Cys (Pam, 100 ng/mL), antigeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 ug/mL) ou
muramildipeptideo (MDP, 5 ug/mL),usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com o
tempo de lesdo informado pelos pacientes ao diagnéstico, utilizando o teste de correlagdo de

Spearman. Os dados representam os valores individuais e sdo apresentados os valores de r, n e p.
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Figura 22. Avaliacdo da correlagcdo entre o tempo de les@o e as concentracfes de interleucina
10 (IL-10) nas hemoculturas de pacientes com Leishmaniose cuténea localizada. As
concentracdes de IL-10 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas na
auséncia de estimulo (meio) ou presenca de lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL), PamsCys (Pam,
100 ng/mL), antigeno de Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 ug/mL) ou muramildipeptideo (MDP, 5
ug/mL), usando Elisa. Os resultados (pg/mL) foram correlacionados com o tempo de lesé@o informado
pelos pacientes ao diagnostico, utilizando o teste de correlagdo de Spearman. Os dados representam
os valores individuais e séo apresentados os valores der, n e p.
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5.5 Avaliacdo da associacdo da producédo de citocinas em hemoculturas de
pacientes com o desfecho clinico apoés terapia

Visando elucidar o papel das citocinas IL-6, TNFa e IL-10 na resposta
terapéutica dos pacientes com LCL, as concentragcfes destas citocinas nas
hemoculturas ao diagnéstico, foram comparadas entre 0s grupos de pacientes
clinicamente curados apés um ciclo de medicamento (glucantime, na maioria dos
casos) e aqueles clinicamente curados apés mais de um ciclo de medicamento (seis
pacientes curados com dois ciclos de glucantime, um paciente curado com um ciclo
de glucantime e um ciclo de fluconazol e outro paciente curado com dois ciclos de
fluconazol e um ciclo de miltefosine).

Quando comparados os dois grupos de pacientes (um ciclo vs mais de um
ciclo de tratamento) em relacdo a producao de IL-6, foi observado que esta foi mais
elevada nos pacientes curados com mais de um ciclo de medicamento (MDP, p <
0,05; Figura 23). Em relacdo as concentracées de TNFa (Figura 24) e IL-10 (Figura

25) nao foram atestadas diferencas significantes entre os grupos.
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Figura 23. Avaliacdo da producéo de interleucina 6 (IL-6) em pacientes clinicamente curados
com um ciclo de tratamento e pacientes curados com mais de um ciclo de tratamento. As
concentracdes de IL-6 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas, de
pacientes clinicamente curados com um ciclo de medicamento ou pacientes clinicamente curados
com mais de um ciclo de medicamento, na auséncia de estimulo (meio) ou presenca de
lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL), PamsCys (Pam, 100 ng/mL), antigeno de Leishmania (V.)
braziliensis (Ag, 50 ug/mL) ou muramildipeptideo (MDP, 5 pg/mL), usando Elisa. Os dados

representam os valores individuais e as medianas, seguido pelo valor de p. Teste de Mann Whitney.
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Figura 24. Avaliacdo da producdo de fator de necrose tumoral alfa (TNFa) em pacientes
clinicamente curados com um ciclo de tratamento e pacientes curados com mais de um ciclo
de tratamento. As concentracdes de TNFa (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes
das hemoculturas, de pacientes clinicamente curados com um ciclo de medicamento ou pacientes
clinicamente curados com mais de um ciclo de medicamento, na auséncia de estimulo (meio) ou
presenca de lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL), PamsCys (Pam, 100 ng/mL), antigeno de
Leishmania (V.) braziliensis (Ag, 50 pg/mL) ou muramildipeptideo (MDP, 5 ng/mL), usando Elisa. Os
dados representam os valores individuais e as medianas, seguido pelo valor de p. Teste de Mann

Whitney.
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Figura 25. Avaliacédo da producéo de interleucina 10 (IL-10) em pacientes clinicamente curados
com um ciclo de tratamento e pacientes curados com mais de um ciclo de tratamento. As
concentracdes de IL-10 (A, B, C, D, E) foram determinadas nos sobrenadantes das hemoculturas, de
pacientes clinicamente curados com um ciclo de medicamento ou pacientes clinicamente curados
com mais de um ciclo de medicamento, na auséncia de estimulo (meio) ou presenca de
lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/mL), Pams;Cys (Pam, 100 ng/mL), antigeno de Leishmania (V.)
braziliensis (Ag, 50 ug/mL) ou muramildipeptideo (MDP, 5 pg/mL), usando Elisa. Os dados

representam os valores individuais e as medianas, seguido pelo valor de p. Teste de Mann Whitney.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foram analisados 29 pacientes com LCL e como pode
ser observado, houve prevaléncia da infeccdo no sexo masculino (75,9% dos
casos), 0 que esta de acordo com um estudo prévio Domingos et al. (2012) em que
essa prevaléncia foi de 78,05%. Os habitos de vida diarios podem fazer com que o0s
homens estejam mais expostos aos riscos de infecgdo em locais de habitat natural
do inseto vetor, assim como em atividades laborais. Foi notada uma grande variacao
nas caracteristicas clinicas dos pacientes (maioria dos pacientes com apenas uma
lesdo e os outros com duas até 20 lesdes cutaneas, com diferentes tamanhos e
duracédo das lesdes até o diagnostico variando de um a 12 meses), 0 que também é
relatado em outros estudos (Carvalho 2004; Pereira 2012); indicando a necessidade
de avaliagdo de um namero maior de amostras antes que conclusdes mais precisas
possam ser definidas.

Em relacdo aos testes diagndsticos, 67,8% dos pacientes apresentaram
exame histopatoldgico positivo. Em um extenso estudo de LTA no Brasil,
analisaram-se biopsias de pacientes infectados com L. (V.) braziliensis e foram
encontrados os parasitos em 63,7% dos casos de forma cutanea (Magalhdes et al.
1986; Gontijo & Carvalho 2003), semelhante ao resultado do presente trabalho.
Neste estudo, 68% dos pacientes apresentaram o soro reagente na RIFI; o que esta
de acordo com a literatura. A sensibilidade dessa reacéo foi estimada em 71% na
leishmaniose cutanea (Mendonca et al. 1988). Neste trabalho, 68,2% dos pacientes
apresentaram IDRM positiva. Estima-se uma positividade deste teste em 84% nas
formas cutaneas da leishmaniose (Shaw & Lainson 1975). Em um estudo
retrospectivo, envolvendo pacientes com LTA de Montes Claros (MG), a IDRM foi
positiva em 64,3% dos casos (Viana et al. 2012), corroborando com os achados do
nosso estudo. No presente estudo, em 83,3% dos pacientes a técnica de PCR foi
positiva para Leishmania (Viannia) sp nas amostras de fragmentos de biopsias das
lesbes. A sensibilidade dos métodos baseados em PCR €& aumentada em 20 a 30%
na LCL quando comparada ao diagndstico parasitoldgico convencional (Reithinger et
al. 2007).

A hemocultura foi escolhida, neste estudo, por ser uma técnica que permite a

avaliacdo da ativacdo de ceélulas do sangue periféerico em condicbes mais
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fisiolégicas. Os agonistas de TLR foram adicionados as hemoculturas para o estudo
da producdo das citocinas por mondcitos, que sdo as principais células produtoras
de TNFa e outras citocinas no sangue, apds curtos periodos de incubacgéo (Miles et
al. 2002; Xing & Remink 2005; Damsgaard et al. 2009; Fokkema 2012; Schildberger
et al. 2013). Isto se deve ao fato de que os mondcitos sdo os leucdcitos que mais
expressam TLR4/CD14 e TLR2 (Sabroe et al. 2002). Os neutréfilos apresentam
baixa expressdo desses receptores, produzem pouquissimo TNFa e ndo produzem
IL-10, apos estimulacdo com LPS (Sabroe et al. 2002; Smedman et al. 2009). Os
eosindfilos, por sua vez, ndo possuem TLR2, TLR4 e CD14 e os basbfilos tém baixa
expressdo de TLR2 e TLR4 e néo expressam CD14; ambos os leucoécitos néo
respondem ao LPS (Sabroe et al. 2002).

Neste estudo, foi demonstrado que nas hemoculturas dos pacientes e dos
controles, houve producéo significante de IL-6, TNFa e IL-10, apés estimulagdo com
LPS, Pam, Ag ou MDP; mostrando que TLR4, TLR2 e NOD2 podem ser estimulados
na infeccdo por leishméania. Ao comparar pacientes e controles, em relagdo aos
diferentes estimulos, ndo foram detectadas diferencas significantes quanto a
producdo de TNFa e IL-10. Em um estudo recente do nosso grupo (Veras 2015), os
estimulos LPS, Pam e Ag induziram significante produgdo de TNFa nhas
hemoculturas de pacientes e de controles (semelhante ao presente estudo) e
somente o Ag ndo induziu quantidades significantes de IL-10 nas hemoculturas dos
pacientes; o que difere deste estudo. As diferencas entre os resultados podem ser
devido a heterogeneidade clinica dos pacientes com LCL ou a gravidade da doenca,
bem como, o uso de diferentes lotes de reagentes nas hemoculturas. Souza et al.
(2012) mostraram que PBMCs de pacientes com LCL ativa e de individuos sadios
produzem IL-10 em concentragcdes similares quando expostas a antigeno soltvel de
L. (V.) braziliensis. Estudos que avaliaram a interacdo entre antigenos de leishméania
e PBMCs de pacientes com LTA revelaram que antigenos soluveis de L. (V.)
braziliensis derivados de formas promastigotas sao capazes de estimular a producao
de uma variedade de citocinas, tais como, IFNy, TNFa, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-17
(Bacellar et al. 2002; Castellucci et al. 2006). Além disto, formas amastigotas de L.
(V.) braziliensis estimularam a producéo de IL-18, IL-6, IL-10, TGFB, TNFa, IFNy, IL-

17 e IL-23 em culturas de PBMCs de doadores sadios, sem historia prévia de

50



leishmaniose (Gomes et al. 2014). Os resultados dos quatro ultimos trabalhos
citados corroboram com o presente estudo.

No presente estudo, quando comparados pacientes e controles quanto a
producado de IL-6, observou-se maior producéo desta citocina nas hemoculturas dos
pacientes, nao estimuladas e nas estimuladas com MDP. A ativagao de NOD2 levou
a uma maior producdo de IL-6 nas hemoculturas dos pacientes em relagdo as
hemoculturas dos controles. Foi demonstrado que linfocitos obtidos de pacientes
com LM e LC produzem elevados niveis de IL-17 quando comparados com linfocitos
obtidos de controles nao infectados (Bacellar et al. 2009), o que de forma indireta, é
semelhante ao encontrado no presente trabalho; ja que, em seres humanos, a
combinacédo da IL-1p e da IL-6 foi demonstrada ser suficiente para a geracdo de
células Th1l7 produzindo IL-17 (Acosta-Rodriguez et al. 2007), que por sua vez,
induz véarios mediadores inflamatoérios como IL-1, IL-6, TNFa (Korn et al. 2007).

Neste trabalho, a combinacdo Pam/MDP aumentou, significantemente, a
producéo de IL-6, TNFa e IL-10 nas hemoculturas dos pacientes e controles, em
relagdo a cada estimulo sozinho; de maneira similar, Ag e MDP juntos aumentaram
a concentracdo destas citocinas (IL-6 e IL-10, especialmente nas hemoculturas dos
pacientes). Logo, TLR2 e NOD2 foram ativados ao mesmo tempo e a producéo de
citocinas decorrente disso foi maior. Ha estudos prévios mostrando os efeitos
sinérgicos de MDP com agonistas de TLR em células monociticas humanas em
cultura (Yang et al. 2001; Uehara et al. 2005). No entanto, ndo foram encontrados
estudos com as combina¢cdes de agonistas de TLR e agonistas NOD2 na LTA. O
uso dos estimulos para o acionamento de TLRs e NOD2 presente nos mondcitos,
podera contribuir para o entendimento do estado de ativacdo dessas células e a
participacéo delas na LTA via aumento da producao de citocinas.

Na tentativa de avaliar se o nivel de ativacdo dos mondcitos do sangue
periférico nos pacientes com LCL estava associado as manifestagdes clinicas da
doencga, foram realizados testes de correlagdo. Nao houve correlagéo significante
entre o numero de lesdes dos pacientes com LCL e as concentragdes de IL-6, TNFo
e IL-10 nas hemoculturas dos mesmos. Quando foram comparados pacientes com
apenas uma lesdo e pacientes com mais de uma lesdo, em relagcdo a producao
destas citocinas, também nédo foi detectada diferenca significante entre os dois

grupos. Em um estudo anterior do nosso grupo (Pereira et al. 2012) foi detectada
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uma correlagdo positiva entre as concentracdes de TNFa, presentes no soro ou em
hemoculturas apés os estimulos LPS, Pam3Cys e antigeno de L. (V.) braziliensis e o
namero de lesdes dos pacientes com LCL. A gravidade das lesGes e o tempo das
lesbes até o diagnostico, podem ser responsaveis pela diferenca entre os estudos.
Estudos mostram que o TNFa ativa os macréfagos para produzir NO e matar o
parasito, mas também pode promover a injdria tecidual (Carvalho et al. 2012; Soong
et al. 2012). Desse modo, o TNFa atua no controle da infecgdo, ajudando na
eliminagdo dos parasitos Leishmania sp, mas pode também exacerbar a lesdo
tecidual causada pela infeccéo. Niveis aumentados sdo importantes em um primeiro
momento da doenca, para 0 seu controle, mas, posteriormente, devem ser
modulados para que ocorra a remissao ou a cura clinica das lesdes.

No presente estudo foi detectada uma tendéncia a correlacéo positiva entre o
namero de lesdes e as concentracdes de IL-6 nas hemoculturas sem estimulo ou
com o estimulo Pam3Cys (a ativacao via TLR2 foi uma das melhores para a indugéo
de IL-6); sugerindo que h& participacédo da IL-6 no dano tecidual em pacientes com
LCL. A producdo de IL-17, IL-1B e IL-6 foi associada com lesdo tecidual em
pacientes com LM, mediada pela atracdo de neutréfilos e liberacdo de proteinases
(Boaventura et al. 2010; Ghoreschi et al. 2010), mostrando uma relacéo entre IL-6 e
les&o tecidual, o que corrobora com nosso achado. A produgéo de IL-17 por PBMCs
€ aumentada durante o curso da LC e LM e ha significante frequéncia de células IL-
17+ nas lesdes causadas por L. (V.) braziliensis (cerca de 40% das células dentro do
infiltrado inflamatorio), atribuindo a essa citocina um papel na patogénese da reacao
inflamatdria na leishmaniose. Houve correlacdo direta entre IL-17 e TNFa e
correlacdo inversa entre a producdo de IFNy e IL-17 (Bacellar et al. 2009). Como o
TNFa tem sido considerado uma importante molécula na patologia associada a LC e
LM, a direta correlacdo entre TNFa e IL-17 da suporte ao papel da IL-17 e
indiretamente, da IL-6, no dano tecidual da LCL.

Nés ndo observamos uma correlagcdo entre o tamanho da lesdo e as
concentragdes de IL-6, TNFa e IL-10. Num estudo envolvendo pacientes com LC
provenientes de area endémica de L. (V.) braziliensis, PBMCs foram estimuladas
com SLA ou concanavalina A e os niveis de TNFa, IL-10 e IFNy foram avaliados nos
sobrenadantes das culturas apos 24, 48 ou 96 horas, respectivamente, e

correlacionados com o tamanho da lesé@o ao diagnéstico dos pacientes. Observou-se
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uma correlacéo positiva entre a producdo de TNFa e o tamanho da lesdo, mas nao
houve correlagdo entre o tamanho da lesdo e a producdo de IL-10 ou IFNy,
sugerindo uma contribuicdo do TNFa para a ulceragdo e a severidade da leséo
(Oliveira et al. 2011). As diferencas entre o presente estudo e este podem ser
devidas ao niumero de pacientes (trés vezes menor no presente estudo) e tempo de
cultura (menor no presente estudo). Em hemoculturas a producéo de TNFa é rapida,
com um pico de concentracdo da citocina, nos sobrenadantes das culturas, em 6 h
apo6s a estimulacéo. E possivel que alteracdes nas concentracdes de TNFa entre 6 h
e 24 h possam criar um viés nas analises e leve a perda de correlagcdes. Nossos
dados mostraram tendéncia a uma correlacdo negativa entre o tamanho das lesdes
e as concentracdes de IL-10, nas hemoculturas estimuladas com Pam;Cys, Ag e
MDP; o que pode ser esperado, pois, a IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria, que
previne a superprodugédo de TNFa, evitando dano tecidual (Ribeiro-de-Jesus et al.
1998). No entanto, ela pode exacerbar o crescimento dos parasitos, dificultando sua
eliminagdo (Saraiva & O’garra 2010). As baixas concentracfes de IL-10 estdo
associadas a falta de controle do processo inflamatorio e ao aumento de lesdes na
LTA (Gaze et al. 2005). O aumento de IL-10 estéa relacionado a reducdo da leséo
tecidual (Oliveira et al. 2011).

Foi verificado, neste estudo, que ndo houve uma correlagdo entre o tempo de
lesdo ao diagndstico e as concentracbes de IL-6, TNFa e IL-10, mas houve
tendéncia a uma correlagcdo positiva entre o tempo de lesdo e IL-10, nas
hemoculturas sem estimulo ou com o estimulo MDP, ou seja, nas lesbes mais
antigas a producado dessa citocina foi maior. Para o0 nosso conhecimento ndo foram
encontrados relatos de correlacdo entre o tempo de lesédo ao diagndéstico e producéo
de citocinas na leishmaniose. No entanto, podemos sugerir que niveis mais elevados
de IL-10 in vivo possam estar associados as dificuldades de controle dos parasitos
devido as propriedades imunossupressoras desta citocina.

Quando comparados os pacientes clinicamente curados apés um ciclo de
medicamento e aqueles clinicamente curados apdés mais de um ciclo de
medicamento em relacdo a producdo de IL-6, foi observado que esta foi mais
elevada nas hemoculturas com o estimulo MDP (ativagdo via NODZ2), dos pacientes
curados com mais de um ciclo de medicamento. Estes dados sugerem um papel

patogénico para essa citocina na leishmaniose, indicando que os pacientes que
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apresentarem ao diagnostico uma elevada producdo de IL-6, poderdo ter uma
doenca mais grave, com mais dificil tratamento. A andlise imunoistoquimica de
biopsias de pacientes com LTA, provenientes de area endémica de L. (V.)
braziliensis, obtidas antes da terapia com N-methil glucamine mostrou maior
expressao de células IL-17 nos pacientes com LC que apresentaram pior resposta a
terapia (Rodrigues et al. 2011). Na LC, a IL-17 parece contribuir para a persisténcia
da inflamagcdo em modelos experimentais com L. major (Anderson et al. 2009;
Kostka et al. 2009). Estes dados corroboram com os do presente estudo, uma vez
que para o desenvolvimento do perfil Th17 é importante a produgdo de IL-6. Nas
leishmanioses, o papel do perfil Th17 ainda nao foi totalmente esclarecido. Por outro
lado, apesar de dados sugerindo um papel imunopatogénico para a IL-17, Novoa et
al. (2011) detectaram IL-17 em individuos infectados, mas que ndo desenvolveram a
doenca, o que sugere um papel para a IL-17 na resisténcia a infeccado. Além disto,
foi demonstrado que a IL-17 tem um efeito protetor na leishmaniose visceral (Pitta et
al. 2009), causada por L. donovani e na infecgcdo experimental com L.
infantum/chagasi, via modulacdo de IL-10 e potencializacdo da producdo de NO in
vitro e in vivo (Nascimento et al. 2015).

Em relacdo as concentragbes de TNFa e IL-10 ndo foram detectadas
diferencas significantes entre o grupo de pacientes curados com apenas um ciclo de
medicamento e o grupo de curados com mais de um ciclo de medicamento. Num
estudo envolvendo pacientes com LCL (Unica lesdo ulcerada com duracéo de até 30
dias), os pacientes foram divididos em dois grupos: o grupo 1, com completa cura da
lesdo em até 60 dias apos inicio do tratamento com glucantime e o grupo 2, com
leséo ativa ap6s 60 dias do inicio do medicamento. As citocinas IFNy e TNFa foram
avaliadas em sobrenadantes de culturas de linfocitos estimuladas com antigeno
solavel de leishméania por 48 horas; antes e 60 dias ap6s o inicio do tratamento. Foi
observado que os niveis de IFNy e TNFa antes do tratamento no grupo 1 foram
similares aos do grupo 2, semelhante ao observado no presente estudo. Apos
terapia, também nédo houve diferenca significante entre os grupos quanto a producéo
destas citocinas. Quando a producdo de IFNy e TNFa antes e ap0s tratamento,
foram comparadas dentro de cada grupo, notou-se que 0s niveis de IFNy
aumentaram no grupo 1 apds a terapia, mas sem significancia estatistica; enquanto,

que os niveis de TNFa cairam, significantemente, apds o tratamento em ambos 0s
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grupos (D’ Oliveira-Junior et al. 2002). Os dados sugerem gue pacientes capazes de
modular a resposta e diminuir a producdo de TNFoa apds a terapia apesar do
aumento da producdo de IFNy sdo aqueles com maior probabilidade de serem
curados. E possivel que o resultado clinico possa ser mais relacionado a capacidade
do hospedeiro de modular a resposta inflamatéria do que com a magnitude da
resposta imunologica antes da terapia.

Os resultados obtidos, no presente trabalho, sugerem que os mondcitos de
pacientes com LCL respondem a ativagcdo via TLR2, TLR4 e NOD2, induzindo a
producao de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNFa) e anti-inflamatoria (IL-10). A IL-
6 pode estar associada a lesdo tecidual e a demora na cura dos pacientes,
possuindo um papel imunopatogénico na LCL humana. No entanto, deve ser
avaliado um numero maior de amostras para que conclusdes mais fidedignas
possam ser obtidas.

A utilizacdo de compostos agonistas de TLR pode ser uma estratégia
promissora na modulacédo da resposta imune e como adjuvante em vacinas. O Ara-
LAM (Arabinosylated lipoarabinomannan) ativa TLR2 levando a produgédo de
citocinas pro-inflamatorias e protecdo contra LV (Bhattacharya et al. 2010). A
ativacao de TLR4, durante a imunoterapia da leishmaniose, tem sido associada com
0 aumento na taxa de cura em modelos animais (Baldridge et al. 2004; Calvopina et
al. 2006; Reed et al. 2009; Raman et al. 2010). A vacinacdo subcutanea com
adjuvantes agonistas dos TLR7 e TLR8 suprime a resposta Th2 e promove uma
forte resposta Thl (Zhang & Matlashewski 2008). Portanto, o estudo da ativacdo dos
TLRs por seus agonistas e da subsequente producdo de citocinas pode levar ao
desenvolvimento de novas terapias e vacinas, o que € importante, visto que, ndo ha
uma vacina eficaz para LTA, os farmacos usados causam diversos e graves efeitos

colaterais e esta surgindo resisténcia dos parasitos aos farmacos.
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7 CONCLUSOES

Conclusdes especificas:

- Houve producéo significante de IL-6, TNFa e IL-10, nas hemoculturas dos
pacientes e dos controles, apos estimulagdo com LPS, Pam, Ag ou MDP; mostrando
que TLR4, TLR2 e NOD2 podem ser estimulados em leucdcitos, especialmente em
monaocitos na infec¢ao por leishmania.

- Ao comparar pacientes e controles, em relacdo aos diferentes estimulos,
ndo foram detectadas diferencas significantes quanto a producdo de TNFa e IL-10;
porém, houve maior producdo de IL-6 nas hemoculturas dos pacientes nao
estimuladas e nas estimuladas com MDP (agonista de NOD?2).

- A combinacdo dos estimulos Pam/MDP aumentou, significantemente, a
producéo de IL-6, TNFa e IL-10 nas hemoculturas dos pacientes e controles, em
relacdo a cada estimulo sozinho; de maneira similar, Ag e MDP juntos aumentaram
as concentracdes destas citocinas (IL-6 e IL-10, especialmente nas hemoculturas
dos pacientes.

- Nao houve correlacdo significante entre o nimero de lesdes, o tamanho das
lesbes e o0 tempo de lesdo ao diagnostico dos pacientes com LCL e as
concentracdes de IL-6, TNFa e IL-10.

- Pacientes que ndo apresentam cura clinica ap6s um ciclo de tratamento,
produzem quantidades mais elevadas de IL-6 em hemoculturas ativadas com
MDP/NOD2 do que pacientes que curam ap0s um ciclo de terapia.

Concluséo geral:

Os mondécitos de pacientes com LCL podem ser ativados via TLR2, TLR4 e
NOD2, induzindo a produgdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-6, TNFa) e anti-
inflamatoria (IL-10) e a IL-6 pode estar associada ao dano tecidual e a demora na

cura dos pacientes, possuindo um papel imunopatogénico na LCL humana.
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Apresentagdo do Projeto:

Em geral, os pacientes com leishmaniose cutanea localizada (LCL) apresentam resposta imune celular
contra Leishmania, avaliada por intradermoreac&o, bem como resposta imune humoral (Convit et al., 1993).
Na forma mais grave da LTA, causada especialmente por L. (V.) braziliensis, a leishmaniose mucosa (LM),
os pacientes

apresentam forte resposta imune celular concomitante a uma progressiva destruicéo tecidual. A resposta na
intradermoreag&o com antigenos de Leishmania & mais forte do que a de pacientes com LCL (Convit et al.,
1993). Em resposta a antigenos de Leishmania, os linfécitos de pacientes com LM produzem altas
quantidades de IFN gama e TNF e baixa de IL-10, uma citocina anti-inflamatéria, que inibe os efeitos do IFN
gama e a atividade microbicida dos macréfagos (Belkaid et al., 2001; Bacellar et al., 2002; (Tripathi et al.,
2007). Em condicges fisiologicas podem ser detectadas trés subpopulacdes de mondcitos no sangue
periférico humano: os cléssicos (CD14hiCD16-), os intermediarios (CD14hiCD16+) e os nao classicos
(CD14lowCD16+), porém durante 0s processos inflamatérios pode haver alteracéo nas subpopulacdes dos
mondcitos(Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Além de estarem aumentados em condicdes inflamatorias, os
monécitos CD16+ também aumentam durante o curso de algumas infecgdes, tanto infecgdes localizadas
quanto na sepse (Ziegler-Heitbrock, 2007). Na leishmaniose, na forma LCL, foi

Enderego: 1* Avenida s/n° - Unidade de Pesquisa Clinica

Bairro: St. Leste Universitario CEP: 74.605-020
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3269-8338 Fax: (62)3269-8426 E-mail: cephcufg@yahoo.com.br

Pégina 01de 12

75



HOSPITAL DAS CLINICAS .
UNIVERSIDADE FEDERAL DE “CGcarl
GOIAS - GO

Continuagéo do Parecer: 1.783.791

demonstrado que os pacientes

apresentam um elevado nimero de mondcitos CD16+ e uma maior intensidade de expressdo do CD16
nestes monécitos, quando comparados com controles sadios (Soares et al., 2006). Estes mondécitos
expressam mais TLR2 do que os monécitos classicos, tanto em individuos sadios (Belge et al., 2002),
quanto em pacientes com artrite (lwahashi et al., 2004). Nos pacientes, tanto os menécitos CD16+ quanto
os macrofagos sinoviais CD16+ expressam elevados niveis de TLR2 e em resposta a um agonista deste
receptor produzem citocinas e quimiocinas proinflamatérias (Iwahashi et al., 2004). Neste estudo, foi
demonstrada uma correlagso entre o nimero dos mondcitos CD16+ e o tamanho da les&o ao diagnéstico,
bem como com os niveis plasmaticos de TGFbeta. Por isso, conhecer os fatores etiopatogénicos da LTA
torna-se relevante, na medida em que abre novas perspectivas para avangos na prevengio e tratamento da
LTA. No ano 2009, ap6s anos de acompanhamento e analises imunolégicas de um paciente com
leishmaniose cutanea difusa, descrevemos que a imunoterapia com BCG e Leishvacin causou um aumento
de monécitos ndo classicos, a época, ainda descritos como monécitos inflamatérios, em paralelo a uma
excelente resposta clinica (Pereira et al., 2009). Por isso conhecer os fatores etiopatogénicos da LTA torna-
se relevante, na medida em que abre novas perspectivas para avangos no tratamento e prognostico da
doenga.

Os pacientes ser@o atendidos no ambulatério de Endemias/HDT (Hospital Anuar Auad, Centro de referéncia
de leishmanioses no Estado de Goias) para diagnéstico clinico, obtengdo da bidpsia, tratamento e
acompanhamento. Para a coleta de amostra para realizagdo dos experimentos, seréo incluidos na pesquisa
os pacientes que tiverem entre 18 a 65 anos, diagnosticados com LTA e que estejam em bom estado de
satde geral avaliados pelo médico supervisor. Durante a consulta médica realizada no ambulatério do HDT,
ap6s a anamenese do médico responsavel, o paciente que preencher os critérios de incluséo na pesquisa,
sera convidado a participar da mesma. O pesquisador prestara informagdes em linguagem clara e acessivel.
Serao informados ao paciente os objetivos da pesquisa, 0 tipo de material coletado, bem como os riscos e
beneficios. O paciente sera informado que, independente de sua participagé@o na pesquisa o tratamento serd
realizado seguindo os critérios da satde publica e que 0 mesmo n&o recebera nenhuma remuneracéo e ndo
tera 6nus por sua participacdo. O paciente poderé sair da pesquisa a qualquer momento e

seus dados pessoais sergo todos mantidos em sigilo em todo tempo. Ao aceitar participar como voluntario, o
mesmo ira ler e assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) antes da coleta. Seréo
coletados 15 ml sangue periférico por punga@o venosa. Ap6s a coleta o paciente ficara
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em observagso e cuidado do pesquisados por 3 minutos, a fim de evitar formagéo de hematoma no local da
coleta. Para a coleta dos

individuos saudaveis, serfio seguidos os mesmos procedimentos utilizados para os pacientes. Serdo
incluidos os individuos saudéveis que tiverem o mesmo género e idade do paciente recrutado no dia. A
coleta dos individuos saudaveis sera realizada ap6s o recrutamento do paciente. Seréo convidados a
participar os doadores de sangue dos bancos de sangue do INGOH e HC. As coletas das amostras seréo
realizadas por

pesquisadores habilitados para os procedimentos. Os materiais utilizados na coleta serdo todos
descartaveis. Em caso de hematoma sera feita compressao local por 5 minutos com gelo; extravasamento
de sangue seré feita compress&o do local por 5 minutos e alergia por alcool encaminhamento ao médico
supervisor do ambulatério

Critério de Inclus&o:

Serao incluidos pacientes diagnosticados com LTA (dados epidemioldgicos e exame clinico associados com
a positividade de um dos exames laboratoriais: intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), analises
histopatol6gicas, com detecgdo de formas amastigotas confirmadas por imunoistoquimica, reacéo da
polimerase em cadeia (PCR, Polymerase Chain Reaction) mkPCR, e reagéo de imunofluorescéncia
indireta).

Participantes entre 182 65 anos, com bom estado de salde geral. Serdo incluidos individuos saudaveis que
forem aos bancos de sangue (HC e INGOH)para doagéo de sangue, que tenham idade igual ou com
variagéo de cinco anos a mais ou a menos do paciente do dia. A avaliagdo para aptiddo em participar da
pesquisa; tanto dos pacientes quanto dos individuos saudaveis sera realizada pelo médico assistente.

Critério de Exclus&o:
Sersio excluidos pacientes com LTA que fizeram uso de medicacéo para tratamento da doenga, tais como
Pentoxifilina, Anfotericina e Glucantime, no periodo inferior a seis meses da data da consuita.

O niimero de pacientes e controles dependera do tipo dos diferentes experimentos, estimando-se no
periodo de trés anos, que sejam avaliados 40 pacientes (20 com LC e 20 com LM) e individuos sadios (n =
40,
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Doadores do Banco de Sangue do Instituto Goiano de Oncologia e Hematologia). Pacientes e controles
serdo pareados por género e idade, sendo que todos lerdo e assinardo o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido antes de doarem o sangue. Para os experimentos com monocitos isolados serfo realizados de
seis a 11 experimentos com um paciente e um controle cada, em cada tipo destes experimentos. Seréo
incluidos pacientes diagnosticados com LTA (dados epidemiolégicos e exame clinico associados

com a positividade de um dos exames laboratoriais: intradermorreagdo de Montenegro (IDRM), analises
histopatolégicas, com detecgéo de formas amastigotas confirmadas por imunoistoquimica, reagéo da
polimerase em cadeia (PCR, Polymerase Chain Reaction) mkPCR, e reacéo de imunofluorescéncia
indireta). Serdo excluidos pacientes e controles com idade inferior a 18 e superior a 60 anos ou que ja
estejam fazendo uso de qualquer medicagdo. Os pacientes seréo atendidos no ambulatério de
Endemias/HDT (Hospital Anuar Auad, Centro de referéncia de leishmanioses no Estado de Goias) para
diagnéstico clinico, obtengéo da bidpsia, tratamento e acompanhamento.

TRATAMENTO E ACOMPANHAMENTO DOS PACIENTES, CRITERIOS DE CURA E GRAVIDADE:

Apos o diagnostico, os pacientes serdo tratados, sendo o farmaco de primeira escolha, o antimonial
petavalente (antimoniato de N-metil glucamina, Glucantime, Aventis, SP, Brasil; 20 mg/kg/dia/30 dias) e de
segunda escolha, a anfotericina B (Anforicin B, Cristalia, SP, Brasil; dose total de 1.700 mg). Seréo
considerados curados os pacientes com cicatrizagéo das lesGes, associada com negativagdo da reagéo de
imunofluorescéncia indireta depois de seis (LC) ou 12 (LM) meses de acompanhamento. E nao curados,
aqueles com persisténcia das lestes elou reaggo de imunofluorescéncia indireta >1/40.

Critérios para gravidade da doenca: tamanho das lesbes, numero de lesdes, tempo de evolug&o das lesbes
e IDRM nio reagente apos trés meses de doenga.

ISOLAMENTO, MANUTENGAO E CARACTERIZAGAO DA ESFECIE DOS PARASITOS! Brevemanis, as

bipsias serdo maceradas e inoculadas em meio Grace completo (Grace’s Insect Medium, Sigma Chemical
Co., St Louis, MD, EUA) suplementado com 20% Soro Fetal Bovino (SFB, Cripion, Andradina, SP, Brasil)
inativado, 2 mM de L-glutamina (Sigma), 100 U/mL de penicilina (Sigma) e 100 g/mL de estreptomicina
(Sigma). Os parasitos mantidos no Leishbank, em nitrogénio liquido,
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serdo descongelados e cultivados segundo Oliveira et al. (2010). A determinagéo das espécies dos
parasitos, dos isolados ou diretamente das biopsias, sera feita por meio de PCRs, como descrito por
Castilho et al. (2003), por Volpini et al. (2004) e por da Graga et al. (2012). As espécies de Leishmania seréo
utilizadas como referéncia.

OBTENGAO DOS ANTIGENOS DE L. (V.) braziliensis:

Apbs cultivo do isolado MHOM/BR/2003/IMG (IMG3) por trés dias em meio Grace, os parasitos serdo
lavados com PBS trés vezes, centrifugando a 1000 g por 15 min, a 40C. O sedimento sera ressuspendido
em PBS,

adicionado de inibidores de proteases (Coquetel de inibidores, Sigma) e os parasitos serédo rompidos por
cinco ciclos de congelamento (nitrogénio liquido) e descongelamento (banho-maria a 370C). A quantidade
de proteinas sera dosada usando o BCATM protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, EUA), usando soro
albumina bovina para estabelecer a curva padréo, sendo todos os procedimentos de acordo com as
instrugBes do fabricante. Os antigenos ser&o adicionados na concentragio de 50 pg/mL as hemoculturas e
culturas de monécitos, como descrito abaixo.

OBTENGAO DAS AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO E HEMOCULTURAS:

O sangue periférico (20 mL) de individuos sadios e pacientes sera colhido em tubos vacutainer (BD
VacutainerTM, Juiz de Fora, MG, Brasil), contendo solugéo de heparina como anticoagulante, tanto para
analise dos marcadores celulares quanto para as hemoculturas. Para avaliar a produgéo de citocinas, serdo
realizadas hemoculturas, sendo o sangue diluido em meio RPMI 1640 (v/v; (suplementado com 11 mM de
bicarbonato de sédio, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 g/mL de estreptomicina). As
hemoculturas serdo incubadas na auséncia ou presenca de antigenos dos parasitos (50 pg/mL), agonista de
TLR4 (LPS, E. coli 0111:B4, Sigma, 100 ng/mL), de TLR2 (Pam3Cys SKKKK (EMC, Tubingen, Alemanha,
100 ng/mL), TLR3 (poly I:C, 50 pg/mL, Invivogen) e TLR8 (R848, 1 pg/mL, Invivogen). As hemoculturas
serio incubadas por 6 h para avaliagdo da liberagao de TNF e 24 h para todas as citocinas do kit CBA de
inflamagao (IL-1, IL-8, IL-6, TNF, IL-12p70, IL-10), nos sobrenadantes, conforme descrito abaixo.

ISOLAMENTO DE MONOCITOS CD16+ E CD16- E LINFOCITOS T CD4+ E CULTURAS PARA AVALIAR

DIFERENCIAGAO DE LINFOCITOS:
Os mondcitos do sangue periférico de pacientes ou controles seréo isolados em duas populagbes
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principais, de acordo com a expresséo do marcador CD186, utilizando-se kits de microesferas (Miltenyi
Biotec), de acordo

com as instrugdes do fabricante. Brevemente, células mononucleares serdo separadas em gradiente de
Ficoll (G&E, Healthcare) a partir de sangue venoso heparinizado diluido em PBS (v/v). Das CMN seréo
retiradas as células NK (CD56 microesferas). Os monécitos CD16+ seréo positivamente selecionados
usando esferas CD16; em sequéncia, da populagdo CD16-, os CD16- seréo positivamente selecionados
usando microesferas CD14. Os linfécitos T de individuos sadios seréo selecionados positivamente com
microesferas CD4.

Os monocitos isolados serdio cultivados na auséncia ou presenga dos mesmos estimulos usados nas
hemoculturas, como descrito acima. As co-culturas de monécitos e linfocitos (1:10; em meio RPMI 1640,
suplementado como descrito acima, contendo 10% de soro humano) serdo realizadas com base nos
protocolos descritos por Napolitani et al. {2005) e Semeekens et al. (2011), sendo culturas de 6 dias, em
placas de cultura de 96 pogos. Apo6s este periodo, as culturas serdo tratadas com riL-2 (30 U/mL, Sigma)
por 48 h, seguido por ativag&o com éster de forbol miristato (PMA, 50 ng/mL, Sigma) mais ionomicina

(1 uM, Sigma) por 6 h na auséncia ou presenca de brefeldina (10 ug/mL, Sigma). Sobrenandantes e células
T sersio colhidos para analises de citocinas extra e intracelulares, respectivamente, como descrito abaixo.

ANALISE DA EXPRESSAO DE CD14, CD16, TLR2, TLR3, TLR4 E TLR8

NOS MONOCITOS E CITOCINAS INTRACELULARES: Para a imunofenotipagem dos leucécitos no sangue
periférico, as aliquotas de 100 uL de sangue total fresco serdo adicionados anticorpos monoclonais
especificos para os marcadores CD86 (pan marcador de monécitos), CD14, CD16, TLR2, TLR3, TLR4 e
TLR8 (marcados com fluorocromos) e anticorpos controles isotipicos.

CULTIVO DOS HIBRIDOMAS, PURIFICAGAC DOS ANTICORPOS ANT ITNF E ANTI IL-10 E AVALIAGAO

DA PRODUGAO DE TNF E IL-10 POR ELISA:

Para os ensaios de triagem das hemoculturas, antes da realizagdo das dosagens de citocinas por kits CBA
=T D

{ED Bicscicnces), 3iad --atzados ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para TNF (6 h) e IL-10 (24 h) com
kits preparados no laboratério. Para a dosagem de TNF e IL-10 sera usado um ensaio imunoenzimatico.
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AVALIACAOC DAS CITOCINAS DE HEMOCULTURAS, CULTURAS DE MONOCITOS E CO-CULTURAS DE
SUBPOPULACOES DE MONOCITOS COM LINFOCITOS T CD4+

As citocinas serdo quantificadas nos sobrenadantes das culturas, usando kits CBA de inflamagéo (Human
Inflammatory Cytokines Kit: IL-8, IL-1, IL-6, IL-10, TNF, IL-12p70 - Catalogo 551811, BD Biosciences) e kits
CBA para perfil Th (Human Th1/Th2/Th17 Kit - Avalia: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN,

IL-17A- Catalogo560484, BD Biosciences), conforme as instrugdes do fabricante. A dosagem de IL-23 sera
realizada por meio de kit comercial — Catélogo 88-7237-22, eBiosciences, de acordo com as instrugbes do
fabricante.

DERIVAGAO DE MACROFAGOS E AVALIACAO DA ATIVIDADE MICROBICIDA:

Apos separagéo dos monécitos CD16+ e CD16-, como referido acima, 2 x 105 células serdo adicionadas
sobre laminulas redondas (13 mm) em placas de 24 pogos (volume final 500 plL), para derivagéo para
macréfagos, durante 4 dias. Os macrofagos serdo pré-tratados com IFN (100 U/mL) por 24 h e, entéo,
infectados com formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/2003/IMG (IMG3) em fase
estacionaria do crescimento, cultivados em meio Grace, como descrito acima. Macréfagos e parasitos (1:10)
serdo incubados por 4 h, lavados, o meio reposto e re-incubados até 48 h, na presenga ou auséncia de
agonistas de TLR.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO GERAL: Avaliar fenotipica e funcionalmente as subpopulagdes de mondcitos em pacientes com
diferentes formas clinicas de LTA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1 Quantificar as subpopulagdes de monécitos CD14hiCD16-, CD14hiCD16+ e CD141oCD16+ no sangue
periférico de pacientes com LTA nas formas clinicas cutanea (LC) e mucosa (LM), antes e apos o
tratamento, comparando com individuos sadios e estabelecendo correlaggo entre os resultados obtidos e os
dados clinicos dos pacientes;

2 Avaliar a expressdo de TLR2, TLR3, TLR4 e TLR8 nas subpopulagdes de mondcitos de pacientes com
LTA (LC e LM), antes e apos o tratamento, comparando com individuos sadios; ‘

3 Determinar a produgio de citocinas pro e antiinflamatérias (IL-1, IL-8, IL-6, IL-12p70, TNF e
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1-18) em culturas de sangue periférico de pacientes com LTA (LC e LM), antes e ap6s o tratamento,
estimuladas com antigenos totais de L. (V.) braziliensis ou agonistas de TLR2, TLR3, TLR4 e TLRS,
comparando as respostas com aquelas de individuos sadios;

4 correlacionar as frequéncias das trés subpopulagdes de mondcitos do sangue periférico, antes e depois do
tratamento, com as concentragdes das citocinas nas hemoculturas, bem como com a evolug&o clinico-
terapéutica.

5 Avaliar a produgdo de citocinas em culturas de monécitos CD16+ e CD16-

de pacientes e controles, estimuladas com agonistas de TLR2, TLR3, TLR4 e TLRS ou antigenos totais de
L. (V.) braziliensis.

6 Avaliar a capacidade das subpopulages de mondcitos CD16+ e CD16- de pacientes e controles, ativadas
com agonistas de TLR2, TLR3, TLR4, TLR8 e antigenos totais de L. (V.) braziliensis, para induzir respostas
Th1, Th2 e Th17.

7 Correlacionar as citocinas produzidas pelas diferentes populagdes de mondcitos CD16+

e CD16- de pacientes e controfes com o perfil de citocinas dos linfocitos Th, apés cultivos com antigenos
totais de L. (V.) braziliensis, na presenca ou auséncia de agonistas de TLR2, TLR3, TLR4 e TLRS.

8 Avaliar a atividade microbicida de macrofagos derivados de mondcitos CD16+ e CD16- de pacientes e
controles contra L. (V.) braziliensis, na presenca ou auséncia de agonistas de TLR2, TLR3, TLR4 e TLRS.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Para os pacientes e individuos saudéveis, podera ocorrer complicagdes locais apos a pungéo venosa, tais
como a formagdo de hematomas, extravasamento de sangue e reagéo alérgica ao produto usado na
assepsia (alcool 70%). Estes riscos serfo acompanhados pelo pesquisador responsavel pela coleta. Em
caso de ocorréncia de algum deles, serdo realizados os procedimentos adequados citados na metodologia.
Beneficios:

o pesquisador relata que os participantes deste estudo (pacientes e individuos saudéveis), ndo terdo
beneficios diretos; porém havera muitos beneficios indiretos. Na pesquisa haveré determinacgéo de
marcadores prognosticos e evolugdo na LTA, que podera inserir para a comunidade, novas formas de
manejo da

doenga. Novas ferramentas diagndsticas e alvos terapéuticos poderdo ser propostos diante dos resuitados

esperados.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A afteragso de diferentes subpopuiagdes de mondcitos pode ser benéfica ou ndo, dependendo da forma
clinica ou espécie de parasito causadora da infecggo. O desequilibrio entre as subpopulagdes de monocitos
pode ser crucial para o controle ou a manutengio/gravidade da LTA, podendo servir como marcadores de
prognéstico clinico. Também avaliar a expresséo de TLR nos mondcitos de pacientes com LTA e a
capacidade das diferentes subpopufagdes de mondcitos em responder aos agonistas destes receptores,
com produg3o de citocinas, induggio dos perfis de linfocitos Th e eliminagéo daos parasitos nos macréfagos
deles derivados, é essencial para determinar quais s&o os mecanismos de controle dos parasitos, a fim de
poderem-se elaborar novas estratégias de combate a LTA. O grupo tem avaliado as alteragdes das trés
subpopufagdes de monécitos na LCL (Pereira et al. manuscrito em preparag#o) e o grupo de pesquisadores
pretendem avangar na imunofenotipagem destas subpopulagdes, tanto na LCL quanto na LM, expandindo
também o conhecimento sobre a produgao de citocinas por monadcitos em resposta a diferentes agonistas
de Toll Like Receptor [TLR] e antigenos de L. (V.) braziliensis, bem como sobre a capacidade dos mondcitos
CD16- ou CD16+ na indugéo dos diferentes perfis de linfocitos Th e na atividade microbicida dos
macréfagos derivados destes mondcitos contra L. (V.) braziliensis.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

Solicita-se apresentar na Plataforma Brasil declarag@o assinada e datada pelo responséavel do HC/UFG,
instituigdo executora, participantes do projeto, demonstrando que a instituicdo proponente possui
infraestrutura adequada para o desenvolvimento da pesquisa e condigdes de prestar assisténcia a satde
das participantes da pesquisa em caso de necessidade, sobretudo nas situagdes de urgéncia/emergéncia
durante a execuggo do estudo. A declaragdo apresentada informa somente o manuseio dos prontuérios.

Recomendacdes:

Recomendamos que o pesquisador deveré:

1. Atualizar o cronograma do projeto, pois 0 mesmo inicia as suas atividades no 10. semestre de 2015. Na
folha de rosto, o cronograma esta diferente do projeto.

2. Retirar do projeto o documento em anexo | referente ao TCLE, pois 0 mesmo ndo condiz com o que foi
anexado em documento isolado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
APROVADO COM RECOMENDAGAO
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Consideragdes Finais a critério do CEP:

Pendente Diante do exposto, a Comisséo de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias-CEP/HC/UFG, de acordo com as atribuicdes definidas na Resaluggo CNS 466/12 e na
Norma Operacional CNS 001/13, manifesta-se pela aprovaggo do projeto de pesquisa proposto.
Lembraros que o pesquisador responsavel devera encaminhar ao CEP/HC/UFG, através de Notificaggo via
Plataforma Brasil, os relatérios trimestrais/semestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusdes
e publicagbes.

O CEP/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatéria de estudo em desenvolvimento para
avaliagdo e verificacéo do cumprimento das normas da Resolugéo 466/12 e suas complementares.
Situagio: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixe relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situag@o
Informagdes Basicas PB_INFORMAQOES_BASICAS_DO_P 18/08/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 445513.pdf 17:48:39
Outros HCUFGComitedeetica.pdf 19/07/2016 |VALERIA Aceito

18:40:34 |BERNADETE LEITE
: QUIXABEIRA
Projeto Detalhado / PROJETOLTA.pdf 28/03/2016 |VALERIA Aceito
Brochura 15:22:36 |BERNADETE LEITE
Investigador QUIXABEIRA
Outros declaracaoorientador.pdf 14/03/2016 |VALERIA Aceito
19:24:51 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
TCLE / Termos de TCLE_comiteUFG_controIes_maio1 5.pd| 09/03/2016 |VALERIA Aceito
Assentimento / f 20:01:35 |BERNADETE LEITE
Justificativa de QUIXABEIRA
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_comiteUFG __pacientes_maio15. 09/03/2016 |VALERIA Aceito
Assentimento / pdf 20:01:15 |BERNADETE LEITE
Justificativa de QUIXABEIRA
Auséncia
Outros cartaaodiretortecnicohc.pdf 09/03/2016 |VALERIA Aceito
19:55:15 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Outros cartaencaminhamentoCEPHC.pdf 09/03/2016 |VALERIA Aceito
19:48:45 |BERNADETE LEITE
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Outros cartaencaminhamentoCEPHC .pdf 09/03/2016 |QUIXABEIRA Aceito
19:48:45
Outros cartadefinalidadedoestudoCEPHC.pdf 09/03/2016 |VALERIA Aceito
19:47:59 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Outros ValeriaBemnadete.pdf 04/11/2015 |VALERIA Aceito
19:19:00 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Outros SebastiaoAlves.pdf 04/11/2015 |VALERIA Aceito
19:18:42 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Outros NataliaAlberto.pdf 04/11/2015 |VALERIA Aceito
19:18:22 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Outros MiriamLeandro.pdf 04/11/2015 |VALERIA Aceito
19:17:33 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Qutros MiltonPelli.pdf 04/11/2015 |VALERIA Aceito
19:17:12 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Outros LucasLuizLima.pdf 04/11/2015 |VALERIA Aceito
19:16:53 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Outros Ledicelnacia.pdf 04/11/2015 |VALERIA Aceito
19:16:33 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Qutros LarissaFonseca.pdf 04/11/2015 |VALERIA Aceito
19:16:10 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Outros IsadoraCristinamendes.pdf 04/11/2015 |VALERIA Aceito
19:15:52 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Qutros HerminioSobrinho.pdf 04/11/2015 | VALERIA Aceito
19:15:26 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Outros FatimaRibeiroDias.pdf 04/11/2015 |VALERIA Aceito
19:14:42 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Outros AnaCarolinaVieiradaCosta.pdf 04/11/2015 |VALERIA Aceito
19:14:17 |BERNADETE LEITE
QUIXABEIRA
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 24/03/2015 Aceito
18:40:15
Outros termocompromisso.jpg 19/03/2015 Aceito
20:06:36
Outros termoresponsHDT.jpg 19/03/2015 Aceito
20:05:54
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Outros termoresponsabilidadeiptsp.jpg 19/03/2015 Aceito
20:05:24
Outros termolNGOH jpg 19/03/2015 Aceito
20:05:03
Qutros DECLARACAO DO PESQUISADOR pdf| 19/03/2015 Aceito
20:04:26
Outros atividades.jpg 19/03/2015 Aceito
20:04:05
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
GOIANIA, 20 de Outubro de 2016
Assinado por:
JOSE MARIO COELHO MORAES
(Coordenador)
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UFG

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como voluntério(a), de uma pesquisa. Apés receber os
esclarecimentos e as informagées a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel.

Em caso de recusa, vocé ndo serd penalizado(a) de forma alguma. Em caso de duvida, vocé pode procurar
o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, pelo telefone (62) 3269-8338 e 3269-
8426 ou no enderego Hospital das Clinicas da UFG 12 Avenida, s/n - Setor Leste Universitario, Goiania -
Goias.

INFORMAGGES SOBRE A PESQUISA:
Titulo do Projeto: Avaliacdo das subpopulacdes de monécitos pro e antiinflamatérios na infeccao

causada por Leishmania (Viannia) braziliensis

Pesquisador Responsavel:
Fatima Ribeiro Dias

Telefone para contato (inclusive ligages a cobrar):
Laboratério de Imunidade Natural/IPTSP: 062-3209 6116 — Dra. Fatima Ribeiro Dias: 62 3225 3751

Pesquisadores participantes: Ana Carolina Vieira da Costa (Mestrado, Imunologia, IPTSP/UFG);
Fatima Ribeiro Dias - Coordenadora, Pesquisadora Principal (Departamento de
Imunologia/IPTSP/UFG); - Herminio Mauricio de R. Sobrinho (Doutorado, Imunologia,
IPTSP/UFG); Isadora Cristina Mendes (graduanda em Biomedicina, UFG); Larissa Fonseca
Gomides (graduanda em Biomedicina, UFG); Ledice I. A. Pereira - (Professor/Pesquisador,
Médico do Departamento de Doengas Infecciosas e Parasitarias (DIP)/IPTSP/UFG; Hospital
de Doengas Tropicais, Goidnia, Goias); Lucas Luiz de Lima Silva (Mestrado, Imunologia,
IPTSP/UFG); Milton A. P. Oliveira - Professor/Pesquisador (Departamento de
Imunologia/IPTSP/UFG) Miriam Leandro Dorta — Professora/Pesquisadora (Departamento
de Imunologia/lPTSP/UFG); Natélia Alberto Alves Branddo - (Biomédica, Mestre em
Epidemiologia, técnica, IPTSP/UFG); Sebastido A. Pinto (Professor/Pesquisador,
Departamento de Patologia, Instituto Goiano de Hematologia e Oncologia-INGOH;
Faculdade de Medicina/UFG); Valéria Bernadete Leite Quixabeira (Doutorado, Imunologia,
IPTSP/UFG).

Telefones para contato: em caso de qualquer intercorréncia clinica ou reagéo adversas

Dra. Ledice I. Araijo Pereira ou Dra. Ana Joaquina C.S. Pereira. Telefones: 062-3249 3122 (HDT) e
3241 61173/ 3204 1917 (residéncia)

Descrigao da pesquisa (conforme Res. CNS n.° 196/96 — IV.1. a, b, ¢, d, e, f, g, h, i; citados no Protocolo de
Pesquisa — CEP/UFG)

- Pesquisa com risco minimo.

Neste estudo pretendemos entender melhor como as pessoas que tém leishmaniose se defendem da
doenga e identificar o agente que causa a doenga. Uma das formas que podemos fazer isso é
estudando as células e seus produtos que participam da resposta contra o parasito. Portanto, nés
estaremos pesquisando no sangue dos voluntdrios saudaveis a presenga de determinadas
subpopulagdes das células sanguineas, utilizando métodos ja existentes, e como estas células
respondem a antigenos dos parasitos. A sua colaboragdo nesse sentido, seria a doagao de cerca de 20
mL de sangue obtida por pungéo venosa. Esclarecemos que esta quantidade sera obtida seguindo a

Prédio da Reitoria - Térreo - Campus Il - CEP-74001-970 - Goiania-GO - Fones: 0 XX62 3521-1076 - Fax:3521-1163
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colheita da bolsa de sangue, ndo sendo necesséria uma nova pungéo. A pungéo sanguinea pode lhe
causar um leve desconforto e dor pela picada da agulha, mas nenhum risco maior. O material sera
colhido uma Unica vez e serd usado para pesquisar as células e proteinas. Os resultados obtidos
poderdo acrescentar informagdes importantes no conhecimento da doenga, que podera beneficiar no
futuro todas as pessoas que estdo expostas a leishmaniose. Vocé podera pedir a retirada deste
material do nosso estoque a qualquer momento e deixar de participar do estudo, além de pedir
qualquer informagao sobre os procedimentos, riscos e dividas relacionadas a pesquisa, utilizando os
telefones para contato. Finalmente, gostariamos de dizer que os resultados obtidos serdo publicados
em congressos e revistas especializadas, onde ndo tera nenhuma informagéo capaz de fazer a sua
identificagdo como componente do grupo de pesquisa e esclarecer que ndo existe neste projeto um
ressarcimento planejado aos pacientes/doadores, mesmo que os resultados obtidos e divulgados
venham a receber premiagées, j& que ndo ha nenhum 6nus para o paciente para a execugdo da
pesquisa, nem riscos diretos previstos oriundos da pesquisa.

Esclarecimentos sobre garantias do sujeito da pesquisa:

v' E garandio o acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

v Os procedimentos de colheita de sangue serdo efetuados com material descartivel, sendo
realizados por profissionais qualificados, ndo havendo riscos de infecgdes e garantindo-se o
minimo de desconforto (picada de agulha para colheita); ressaltando que tais procedimentos
serdo realizados independentes da pesquisa, por serem necessarios a doagdo do sangue
(colheita da bolsa).

v Vocé nao recebera pagamento por sua participagéo nesse estudo.

v Vocé ndo precisard se deslocar para participar deste estudo, a colheita do sangue sera
realizada no centro onde vocé esté sendo doador de sangue.

v Vocé tem direito de pleitear indenizagdo em caso de dano a salde decorrente da
participagdo na pesquisa, porém os riscos de danos sdo minimos.

v Liberdade de retirar o seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do

estudo, sem que isto lhe traga qualquer prejuizo.

E garantida a salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

A sua colaboragédo na pesquisa resultard em beneficios para vocé, que estara colaborando
com os pacientes com leishmaniose, e para os pacientes, uma vez que da pesquisa
poderéo resultar novas ideias para tratamento e acompanhamento do tratamento, bem
como descobertas de fatores de prognéstico. Os beneficios de descobertas de tratamentos
3 para a leishmaniose seréo revertidos em beneficio de toda a populagéo exposta & doenga.

v Nome e Assinatura do pesquisador
v

&

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO
Eu,

RG/ CPF/ n.2 de prontuério/ n.? de matricula

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N’: SEXO: ( )M ( )F
DATA NASCIMENTO.: ........ ¥ om— y———

ENDEREGO:
BAIRRO: CIDADE:
CEP: TELEFONE: DDD( )

abaixo assinado, concordo em participar do estudo Explorando o papel da IL-32 na patogénese/controle
das infecgdes por Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e
Leishmania (V.) guyanensis, como sujeito. Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo
Prédio da Reitoria - Térreo - Campus Il - CEP-74001-970 - Goiania-GO - Fones: 0 XX62 3521-1076 - Fax3521-1163
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pesquisador(a) sobre
a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que
isto leve a qualquer penalidade ou interrupgao de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito:

Prédio da Reitoria - Térreo - Campus |l - CEP-74001-970 - Goiania-GO - Fones: 0 XX62 3521-1076 - Fax:3521-1163
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estda sendo convidado(a) para participar, como voluntario(a), de uma pesquisa. Apds receber os
esclarecimentos e as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste
documento, que esta em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsével.

Em caso de recusa, vocé ndo seré penalizado(a) de forma alguma. Em caso de divida, vocé pode procurar
o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, pelo telefone (62) 3269-8338 e 3269-
8426 ou no enderego Hospital das Clinicas da UFG 12 Avenida, s/n - Setor Leste Universitario, Goiania -
Goias.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:
Titulo do Projeto: Avaliacdo das subpopulacies de mondcitos pro e antiinflamatérios na

infecciio causada por Leishmania (Viannia) braziliensis

Pesquisador Responsavel:
Fatima Ribeiro Dias

Telefone para contato (inclusive ligagdes a cobrar):
Laboratdrio de Imunidade Natural/IPTSP: 062-3209 6116 — Dra. Fatima Ribeiro Dias: 62 3225 3751

Pesquisadores participantes:

Ana Carolina Vieira da Costa (Mestrado, Imunologia, IPTSP/UFG); Fatima Ribeiro Dias —
Coordenadora, Pesquisadora Principal (Departamento de Imunologia/lPTSP/UFG); -
Herminio Mauricio de R. Sobrinho (Doutorado, Imunologia, IPTSP/UFG); Isadora Cristina
Mendes (graduanda em Biomedicina, UFG); Larissa Fonseca Gomides (graduanda em
Biomedicina, UFG); Ledice I. A. Pereira - (Professor/Pesquisador, Médico do Departamento
de Doencgas Infecciosas e Parasitarias (DIP)/IPTSP/UFG; Hospital de Doencas Tropicais,
Goiania, Goias); Lucas Luiz de Lima Silva (Mestrado, Imunologia, IPTSP/UFG); Milton A. P.
Oliveira - Professor/Pesquisador (Departamento de Imunologia/IPTSP/UFG) Miriam Leandro
Dorta — Professora/Pesquisadora (Departamento de Imunologia/lPTSP/UFG); Natalia
Alberto Alves Branddo - (Biomédica, Mestre em Epidemiologia, técnica, IPTSP/UFG);
Sebastido A. Pinto (Professor/Pesquisador, Departamento de Patologia, Instituto Goiano de
Hematologia e Oncologia-INGOH; Faculdade de Medicina/UFG); Valéria Bernadete Leite
Quixabeira (Doutorado, Iimunologia, IPTSP/UFG).

Telefones para contato: em caso de qualquer intercorréncia clinica ou reagéo adversas

Dra. Ledice I. Araiijo Pereira ou Dra. Ana Joaquina C.S. Pereira. Telefones: 062-3249 3122 (HDT) e
3241 61173/ 3204 1917 (residéncia)

Descrigéo da pesquisa (conforme Res. CNS n.°196/96 — IV.1. a, b, ¢, d, e, f, g, h, i; citados no Protocolo de
Pesquisa — CEP/UFG)

- Pesquisa com risco minimo.

Neste estudo pretendemos entender melhor como as pessoas que tém leishmaniose se
defendem da doenga e identificar 0 agente que causa a doenga. Uma das formas que podemos fazer
isso é estudando as células e seus produtos que participam da resposta contra o parasito. Portanto,
nds estaremos pesquisando no sangue dos voluntarios a presenga de determinadas subpopulagdes das
células sanguineas, utilizando métodos j& existentes. Na biépsia (um pedaco da lesdo) iremos isolar e
identificar 0 agente causador da doenga e as caracteristicas da lesé@o e das células ao microscépio. A

Prédio da Reitoria - Térreo - Gampus Il - CEP-74001-970 - Goiania-GO - Fones: 0 XX62 3521-1076 - Fax:3521-1163
Homepage: www.prppg.ufg.br - E_mail: propg@prppg.ufg.br

90



sua colaboragdo nesse sentido seria a de permitir que o material que sera coletado para exames
de diagndstico (sangue e bidpsia) possam ser utilizados em pesquisas de células e proteinas
(produtos quimicos produzidos pelas células) relacionadas com a presenga do agente causador
da doenca. A retirada do sangue e da bidpsia sdo procedimentos necessarios para que seja feito o
diagnoéstico de leishmaniose, entretanto, estamos pedindo a sua autorizagdo para retirar o dobro de
sangue daquele coletado para diagndstico (10 mL ao invés de 5 m L) e reservar este material para
pesquisar estas células e proteinas. A colheita do sangue seré realizada apés o diagnéstico e durante o
acompanhamento do tratamento, até o final deste. Os parasitos obtidos serdo estocados no Leishbank,
o banco imunobiolégico de leishmanioses, do Laboratério de Imunobiologia das leishmanioses, para
futurso estudos dos parasitos. Os resultados obtidos poderdo acrescentar informagées importantes no
conhecimento da doenca, que podera beneficiar no futuro todas as pessoas que estdo expostas a
leishmaniose. Em hip6tese nenhuma vocé serd penalizado no tratamento que é gratuito, caso nédo
permita a execucdo da pesquisa com o seu material. Vocé poderd pedir a retirada deste material do
nosso estoque a qualquer momento e deixar de participar do estudo, além de pedir qualquer
informacédo sobre os procedimentos, riscos e dlvidas relacionadas a pesquisa, utilizando os telefones
para contato. Finalmente, gostariamos de dizer que os resultados obtidos serdo publicados em
congressos e revistas especializadas, onde ndo terd nenhuma informagdo capaz de fazer a sua
identificacdo como componente do grupo de pesquisa e esclarecer que ndo existe neste projeto um
ressarcimento planejado aos pacientes, mesmo que os resultados obtidos e divulgados venham a
receber premiagdes, j& que ndo ha nenhum onus para o paciente para a execugdo da pesquisa, nem
riscos diretos previstos oriundos da pesquisa.

Esclarecimentos sobre garantias do sujeito da pesquisa:

v Todos os procedimentos e consultas deste estudo lhe serdo fornecidos sem nenhum
custo. Assisténcia médica ndo relacionada com este estudo sera de sua responsabilidade.
Acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais dividas.

v Os procedimentos de colheita de sangue e bidpsias serdo efetuados com material descartavel,
sendo realizados por profissionais qualificados, ndo havendo riscos de infecgdes e garantindo-se
o minimo de desconforto (picada de agulha para colheita de sangue e anestesia para a biépsia);
ressaltando que tais procedimentos serdo realizados independentes da pesquisa, por serem
necessarios ao diagnéstico da doenga.

v" Vocé ndo receberd pagamento por sua participagdo nesse estudo.

v" Caso vocé tenha algum dano relacionado direta ou indiretamente com a sua participagéo
nesse estudo, vocé receberd suporte do médico responsavel no centro onde vocé esta
sendo tratado.

v" Vocé nao precisard se deslocar para participar deste estudo, a coleta do material sera
realizada no centro onde vocé esta sendo tratado.

v Vocé tem direito de pleitear indenizagdo em caso de dano a salde decorrente da
participagdo na pesquisa, porém os riscos de danos sdo minimos.

v’ Liberdade de retirar o seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo, sem que isto traga prejuizo & continuidade da assisténcia, é garantida.

v E garantida a salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

v" A sua colaboragdo na pesquisa resultara em beneficios para vocé e outros pacientes

com leishmaniose, uma vez que da pesquisa poderdo resultar novas ideias para
tratamento e acompanhamento do tratamento, bem como descobertas de fatores de
progndstico.

Nome e Assinatura do pesquisador

CONSENTIMENTO DA PARTICIPA(}T\O DA PESSOA COMO SUJEITO
Eu, 3

RG/ CPF/ n.? de prontuério/ n.2 de matricula

DOGHMENTO DE IBENTIDATE N st maassasoms SEXO: ( JM( )F

Prédio da Reitoria - Térreo - Campus Il - CEP-74001-970 - Goiania-GO - Fones: 0 XX62 3521-1076 - Fax:3521-1163
Homepage: www.prppg.ufg.br - E_mail: prppg@prppg.ufg.br
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DATA NASCIMENTO. ......... Liswswares Toman
ENDEREGO:

CEP Lnapsnnmsnmammseamssmsnun TELEFONEZDDB{ Jewwinemssasmmssommssssmsnmmammsismsasimion

abaixo assinado, concordo em participar do estudo Explorando o papel da IL-32 na patogénese/controle
das infeccbes por Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e
Leishmania (V.) guyanensis, como sujeito. Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo
pesquisador(a) sobre
a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que
isto leve a qualquer penalidade ou interrupgdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito:

Prédio da Reitoria - Térreo - Gampus 1l - CEP-74001-970 - Goiania-GO - Fones: 0 XX62 3521-1076 - Fax:3521-1163
Homepage: www.prppg.ufg.br - E_mail: propg@prppg.ufg.br
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ANEXO 2: FICHA DOS PACIENTES

DEPT DE MEDICINA TROPICAL E DERMATOLOGIA - IPTSP/UFG
HOSPITAL DE DOENCAS TROPICAIS — SES/GO

FICHA PARA PACIENTES COM LEISHMANIOSE

1. N° REGISTRO:

2.N° PRONTUARIO: oA s skl

3. DATA DE ATENDIMENTO: / /
4. NOME:
ENDERECO PARA CONTATO E TELEFONE:

SIDADE: _____ ANOS.

6. SEXO: MASCULINO (1) FEMININO (2)
7.LOCAL PROVAVEL DO CONTAGIO:

MUNICIPIO: =

8. ESTADO:

9.VIVE NO LOCAL DO PROVAVEL CONTAGIO: SIM ( ) NAO ()

10. CARACTERISTICAS DO LOCAL:
MATA (1) PROXIMO A RIO (2) AREA DE DESMATAMENTO (3) ESTRADA (4)
PERIFERIA DE CIDADE (5) FAZENDA (6) OUTROS (7) SEM INFORMACAO (9)

11. ATIVIDADE EXERCIDA NO LOCAL DA INFECCAO:

MENOR (1) LAVRADOR (2) MOTORISTA (3) PEDREIRO (4) LAZER (5)
ASSENTAMENTO MST (6) TRATORISTA (7) DO LAR (8) OUTROS (9)

SEM INFORMAGCAO (9)

12. FORMA DE LTA: i
LC (1) LCM (2) LM (3) LCD (4) LCDS (5) SEM INFORMAGAO (6)

13. TEMPO DE APARECIMENTO DAS LESOES: MESES.
-BCG: SIM (1) NAO (2) CICATRIZ:

14. TRATAMENTO ANTERIOR: i
SIM(1) NAO (2) SEM INFORMAGAO (9)

15. DROGA UTILIZADA ANTERIORMENTE:
GLUCANTIME-EQS. COPLETO (1) GLUCANTIME - ESQ.INCOMPETO (2)
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ANFOTERICINA B (3) PENTAMIDINA (4) OUTRA DROGA (5) NENHUMA (6)
SEM INFORMACAO (9)
ESQUEMA:

16. EPOCA DO TRATAMENTO ANTERIOR: MESES. SEM INFORMACAO (9)

17. EFEITOS COLATERAIS DA MEDICACAO JA UTILIZADA:
NAO (1) RASH (2) ARTRALGIAS (3) MIALGIAS (4) SEM INFORMAGCAO (9)

18. APRESENTA CICATRIZ SUGESTIVA DE LTA ANTERIOR: SIM (1) NAO (2)

19. N° DE LESOES CUTANEAS:

20.TIPOS DE LESAO (OES) DE PELE:
ULCERADA: SIM (1) NAO (2)

ULCERO — CROSTOSA: SIM (1) NAO (2)
VERRUCOSA: SIM (1) NAO (2)
NODULAR: SIM (1) NAO (2)

ULCERO — VEGETANTE: SIM (1) NAO (2)
OUTRO TIPO: SIM (1) NAO (2) DESCREVER

21.TAMANHO DA(S) LESAO(OES)

22 LOCAL DA(S) LESAO(OES):
ORELHA: SIM (1) NAO (2)
FACE: SIM (1) NAO (2)
PESCOCO; SIM (1) NAO (2)
TRONCO: SIM (1) NAO (2)
BRACO: SIM (1) NAO (2)
ANTEBRACO: SIM (1) NAO (2)
MAO: SIM (1) NAO (2)

COXA: SIM (1) NAO (2)
PERNA: SIM (1) NAO (2)

PE: SIM (1) NAO (2)

23. ADENOMEGALIA SATELITE: SIM (1) NAO (2)
24.LESAO(OES) DE MUCOSA: SIM (1) NAO (2)

25.LOCAL DA(S) LESAO(OES) DE MUCOSA:
MUCOSA NASAL: SIM (1) NAO (2)
GENGIVA: SIM (1) NAO (2)
MUCOSA ORAL: SIM (1) NAO (2)
PALATO: SIM (1) NAO (2)
LINGUA: SIM (1) NAO (2)



UVULA: SIM (1) NAO (2)
AMIGDALAS: SIM (1) NAO (2)
FARINGE: SIM (1) NAO (2)
LARINGE: SIM (1) NAO (2)

26. TIPO DE LESAO (OES) MUCOSAS:
ULCERADA: SIM (1) NAO (2)
ERITEMATO-EDEMATOSA: SIM (1) NAO (2)
INFILTRACAO: SIM (1) NAO (2)
PERFURACAO DE SEPTO: SIM (1) NAO (2)
OUTRO TIPO: SIM (1) NAO (2) DESCREVER:

27.PATOLOGIAS ASSOCIADAS: SIM (1) NAO (2)

28. DESCRICAO DAS PATOLOGIAS ASSOCIADAS:

29. HEMOGRAMA: ] ]
NORMAL (1) ALTERADO (2) NAO REALIZADO (3) SEM INFORMAGAO (9)
HB:

HTO:
LEUC:
BAST:
SEG:
LINF:
EOS: = =

BAS:

MON: :

PLASM: ; ETE——
PLAQ:

30. ELETROFORESE DE PROTEiI:IAS: }
NORMAL (1) ALTERADO (2) NAO REALIZADO (3) SEM INFORMACAO (9)
PT:

ALB:
ALFA 1:

ALFA 2: ) N -
BETA: i
GAMA: : i




31.UREIA ( ) NAO REALIZADO (00)
CREATININA ( ) NAO REALIZADO (00)
GLIC DE JEJUM ( ) NAO REALIZADO (00)
TGO ( ) NAO REALIZADO (00)

TGP ( ) NAO REALIZADO (00)

32.EXAME DEIRETO:
PRES DE AMASTIGOTA (1) AUS DE AMASTIGOTA (2) NAO REALIZADO (3)

33.CARACTERIZACAO DA LEISHMANIA:
L. brasiliensis (1) L. amazonensis (2) L. guyanensis (3) NAO REALIZADO (4)

34. BIOPSIA:
FRAGMENTO PARA HISTOPATOLOGICO: SIM (1) NAO (2)

35.DESCRICAO HISTOPATOLOGICA:

HIPERPLASIA PSEUDO EPITELIOMATOSA: SIM (1) NAO (2)
ATROFIA: SIM (1) NAO (2)

ULCERACAO: SIM (1) NAO (2)

INRF. INFL. MONONUCLEAR DIFUSO: SIM (1) NAO (2)
GRANULOSAS: SIM (1) NAO (2)

CELS. EPITELIOIDES: SIM (1) NAO (2)

PRESENCA DE AMASTIGOTAS: SIM (1) NAO (2)

NECROSE CASEOSA: SIM (1) NAO (2)

36.RESULTADO HISTOPATOLOGICO:
LEISHMANIOSE CONFIRMADA (1)
COMPATIVEL COM LEISHMANIOSE (2)
PROC. INF. CR. INESPECIFICO (3)
ONDE FOI REALIZADO:

DATA: / / N° EXAME:

37.TESTES INTRADERMICOS:

IR MONTENEGRO ( mm) NEGATIVO (0) NAO REALIZADO: (00)
PPD: ( mm) ) NEGATIVO (0) NAO REALIZADO: (00)
IR PARACOCCIDIODINA ( mm) NEGATIVO (0) NAO REALIZADO: (00)

IR CANDIDINA: ( mm) NEGATIVO (0) NAO REALIZADO: (00)

38. EXAMES SOROLOGICOS: i
RIFI: ( ) POSITIVO NEGATIVO (0) NAO REALIZADO: (00)
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39. DIAGNOSTICO: X
CUTANEO (1) MUCOSA (2) CUTANEO -~ MUCOSA (3) DISSEMINADA (4)
DIFUSO ANERGICA (5)

40. TRATAMENTO ATUAL RECOMENDADO:
ANTIMONIAL PENTAVALENTE (1) ANFOTERICINA B (2)
PETAMIDINA (3) OUTRO (4)

41. DESCREVER:

42. TIPO DE ATENDIMENTO:
AMBULATORIO (1) INTERNACAO (2) AMB+INT (3) AMB+LEITO-DIA (4)

43. EXAME CLINICO 30 DIAS POS-TRATAMENTO:
CURA CLINICA (1) MELHOR (2) INALT. (3) PIOR (4) NAO RETORNOU (5)

44. TOMOU MEDICACAO CORRETAMENTE? SIM (1) NAO (2)

45.EFEITOS COLATERAIS DA MEDICAGAO: SIM (1) NAO (2)
RASH: SIM (1) NAO (2)

MIALGIAS: SIM (1) NAO (2)

ARTRALGIAS: SIM (1) NAO (2)

ANOREXIA: SIM (1) NAO (2)

NAUSEA: SIM (1) NAO (2)

TONTEIRA: SIM (1) NAO (2)

AUMENTO DE UREIA: SIM (1) NAO (2)
AUMENTO DE CREATININA: SIM (1) NAO (2)
HIPOTASSEMIA: SIM (1) NAO (2)

OUTROS: DESCREVER:

46. CONDUTA:

RETRATAMENTO: SIM (1) NAO (2)
ESQUEMA UTILIZADO:

47.CONTROLE APOS 3 MESES: SIM (1) NAO (2)
DATA: / /

48 EXAME CLINICO 3 MESES POS TRATAMENTO: )
CURA CLINICA (1) MELHOR (2) INALT.(3) PIOR (4) RECAIDA (5)
NAO RETORNOU (6)

49. RETRATAMENTO APOS 3 MESES: SIM (1) NAO (2)
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50.TOMOU A MEDICACAO CORRETAMENTE:
SIM (1) NAO (2) SEM INFORMAGAO (3)

51.EFEITOS COLATERAIS DA MEDICACAO: SIM (1) NAO (2)
RASH: SIM (1) NAO (2)

MIALGIAS: SIM (1) NAO (2)

ARTRALGIAS: SIM (1) NAO (2)

ANOREXIA: SIM (1) NAO (2)

NAUSEA: SIM (1) NAO (2)

TONTEIRA: SIM (1) NAO (2)

AUMENTO DE UREIA: SIM (1) NAO (2)
AUMENTO DE CREATININA: SIM (1) NAO (2)
HIPOTASSEMIA: SIM (1) NAO (2)

OUTROS: DESCREVER:

52.ESQUEMA UTILIZADO:

ANTIMONIAL PENTAVALENTE (1) ANFOTERICINA B (2) PENTAMIDINA (3)
OUTRO (4)
DESCREVER:

ESQUEMA:

53.RIFI 3 MESES: POS Tit ( ) NEGATIVO (0) NAO REALIZADO (00)
54.IR MONTENEGRO: POS ( mm) NEGATIVO (0) NAO REALIZADO (00)

55. CONTROLE APOS 6 MESES: SIM (1) NAO (2)
DATA: / /

56. EXAME CLINICO APOS 6 MESES: SIM (1) NAO (2) )
CURA CLINICA (1) MELHOR (2) INALT.(3) PIOR (4) RECAIDA (5)
NAO RETORNOU (6)

57. RETRATAMENTO APOS 6 MESES: SIM(1) NAO (2)

58. TOMOU A MEDICACAO CORRETAMENTE:
SIM (1) NAO (2) SEM INFORMACAO (3)

59. EFEITOS COLATERAIS DA MEDICAGCAO: SIM (1) NAO (2)
RASH: SIM (1) NAO (2)

MIALGIAS: SIM (1) NAO (2)

ARTRALGIAS: SIM (1) NAO (2)

ANOREXIA: SIM (1) NAO (2)

NAUSEA: SIM (1) NAO (2)
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TONTEIRA: SIM (1) NAO (2)

AUMENTO DE UREIA: SIM (1) NAO (2)
AUMENTO DE CREATININA: SIM (1) NAO (2)
HIPOTASSEMIA: SIM (1) NAO (2)

OUTROS: DESCREVER:

60. ESQUEMA UTILIZADO:

ANTIMONIAL PENTAVALENTE (1) ANFOTERICINA B (2) PENTAMIDINA (3)
OUTRO (4)
DESCREVER:

ESQUEMA:

61. RIF1 6 MESES: POS Tif ( ) NEGATIVO ( 0) NAO REALIZADO (00)
62. IR MONTENEGRO: POS ( mm) NEGATIVO (0) NAO REALIZADO (00)

63. CONTROLE APOS 12 MESES: SIM (1) NAO (2)
DATA: / /

64. EXAME CLINICO APOS 12 MESES: ,
CURA CLINICA (1) MELHOR (2) INALT.(3) PIOR (4) RECAIDA (5)
NAO RETORNOU (6)

65. RETRATAMENTO APOS 12 MESES: SIM (1) NAO (2)
DATA: / /

66. TOMOU A MEDICACAO CORRETAMENTE:
SIM (1) NAO (2) SEM INFORMAGAO (3)

67. EFEITOS COLATERAIS DA MEDICAGCAO: SIM (1) NAO (2)
RASH: SIM (1) NAO (2)

MIALGIAS: SIM (1) NAO (2)

ARTRALGIAS: SIM (1) NAO (2)

ANOREXIA: SIM (1) NAO (2)

NAUSEA: SIM (1) NAO (2)

TONTEIRA: SIM (1) NAO (2)

AUMENTO DE UREIA: SIM (1) NAO (2)

AUMENTO DE CREATININA: SIM (1) NAO (2)
HIPOTASSEMIA: SIM (1) NAO (2)
OUTROS: SIM (1) NAO (2) DESCREVER:
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68.ESQUEMA UTILIZADO:

ANTIMONIAL PENTAVALENTE (1) ANFOTERICINA B (2) PENTAMIDINA (3)
OUTRO (4)
DESCREVER:

ESQUEMA:

69.RIFI 12 MESES: POS Tif ( ) NEGATIVO ( 0 ) NAO REALIZADO (00)

70. . IR MONTENEGRO: POS ( mm) NEGATIVO (0) NAO REALIZADO (00)

71. CONTROLE APOS 18 MESES: SIM (1) NAO (2)
DATA: / /

72. CONTROLE APOS 18 MESES POS TRAT:
CURA CLINICA (1) MELHOR (2) INALT.(3) PIOR (4) RECAIDA (5)
NAO RETORNOU (6)

73. RETRATAMENTO APOS 18 MESES: SIM (1) NAO (2)
74. TOMOU A MEDICACAO CORRETAMENTE: SIM (1) NAO (3) SEM INF. (3)

75.RASH: SIM (1) NAO (2)
MIALGIAS: SIM (1) NAO (2)
ARTRALGIAS: SIM (1) NAO (2)
ANOREXIA: SIM (1) NAO (2)

NAUSEA: SIM (1) NAO (2)

TONTEIRA: SIM (1) NAO (2)
AUMENTO DE UREIA: SIM (1) NAO (2)
AUMENTO DE CREATININA: SIM (1) NAO (2)
HIPOTASSEMIA: SIM (1) NAO (2)
OUTROS: SIM (1) NAO (2) DESCREVER:

76. 68.ESQUEMA UTILIZADO:

ANTIMONIAL PENTAVALENTE (1) ANFOTERICINA B (2) PENTAMIDINA (3)
OUTRO (4)
DESCREVER:

ESQUEMA:

77. RIFI 18 MESES: POS Tif ( ) NEGATIVO (0) NAO REALIZADO (00)
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78. IR MONTENEGRO: POS ( mm) NEG (0) NAO REALIZADO (00)

OUTRAS INFORMACOES:
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