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SOUZA, M. A. Avaliacdo da producéo in vitro de citocinas e de dédo nitrico na
leishmaniose tegumentar americana ativa e apo6s curalinica. 2010. Dissertacao
(Mestrado Académico em Saude Publica) — Centroedgusas Aggeu Magalhdes, Fundacéo
Oswaldo Cruz, Recife, 2010.

RESUMO

Estudos sugerem que ha um importante componenteldgico na resposta a quimioterapia
na leishmaniose tegumentar americana. Particuldemreevante é o estudo de pacientes
curados espontaneamente, uma vez que podem desamasposta imune protetora. Assim,
este estudo teve como objetivos determinar a pémddas citocinas IFN; TNF-, IL-2 e IL-

10 por ELISA de captura e de 6xido nitrico pela@@ade Griess em sobrenadante de cultura
de células mononucleares do sangue periférico (PBMQ4 pacientes com LTA ativa e um
ano apos o término do tratamento com Glucantinée ale 11 pacientes com cura espontanea
da LTA e de 9 individuos sadios (controle). As @ddforam incubadas por 24h, 48h, 72h e 6
dias na presenca dos mitdbgenos concanavalina Ad2rB), fitohemaglutinina (5,0pg/ml) e
dos antigenos soluvel (AgSol, 1,25ug/ml) e insdlagkgins, 2,5ug/ml) delL. (V.)
braziliensis Os resultados, expressos em pg/ml para o ELISeuM para a reacédo de
Griess, foram submetidos aos testes estatisticilson e Mann-Whitney, p < 0,05). A
producao de citocinas e de NO frente aos mitbgapmssentou diferencas estatisticas entre 0os
grupos. IFNy foi significativamente produzida em resposta aa$ganos pelos grupos de
pacientes em relacdo ao controle, com o Agins akimdo maior producdo em relacédo ao
AgSol nos trés grupos. Tanto antes como apés aiof@irapia, 0os pacientes exibiram TNF-
sob estimulo de ambos os antigenos em concentragieBcativas em relacdo ao grupo
controle. Em resposta ao Agins os pacientes tratadoduziram niveis significativos de
TNF-0. em comparacdo aos curados espontaneamente. Aksuo, d Agins estimulou
significativamente a producdo de THFem comparagdo com o AgSol nos pacientes antes e
apos o tratamento. Houve diferenca significativgoraucao de IL-2 em resposta ao Agins
pelos pacientes antes da quimioterapia em relaggioantroles. Resultado semelhante nesses
pacientes foi visto com IL-10 em resposta ao Ag@dem disso, 0s mesmos pacientes
produziram IL-10 em concentra¢des significativas relacdo ao momento pos-tratamento.
Niveis significativos de NO foram observados enposta ao AgSol nos pacientes de cura
espontanea em relacdo aos demais grupos. Sob lestmAgins este grupo mostrou niveis
de NO significativos em relacéo aos pacientesdost& grupo controle. Resultado estatistico
semelhante foi encontrado ao comparar os paciantes e apés tratamento, bem como os de
lesé@o ativa com os individuos sadios. Os resultaditisam uma resposta imune especifica de
PBMC dos pacientes em resposta aos antigenos.eSsgjgue o Aglns estimule uma resposta
predominantemente inflamatoria com producéo deleiz pacientes com LTA e de TN#F-
apos tratamento. Por outro lado, o AgSol parecenpver uma resposta reguladora com a
participacdo de IL-10 e uma possivel modulacaocaim na producdo de NO em pacientes
curados espontaneamente.

Palavras-chave: Leishmaniose Cutanea, Leishma@os&nea — quimioterapia, Citocinas,
Oxido Nitrico.



SOUZA, M. A. Evaluation of in vitro cytokines and nitric oxide production in active
american tegumentary leishmaniasis and after clin@al cure. 2010. Dissertation (Master’s
Degree in Public Health) — Aggeu Magalhdes Rese@eatiter, Oswaldo Cruz Foundation,
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ABSTRACT

Studies suggest that there is an important immgicab component in the response to
chemotherapy in american tegumentary leishmani&sasgticularly relevant is the study of
spontaneously-healed patients, once they can deyetdective immune response. Thus, this
study had as objectives to determine H5NFNF-o, IL-2 e IL-10 production by capture
ELISA and nitric oxide (NO) by the Griess reation peripheral blood mononuclear cells
culture supernatants of 14 patients with active Afd one year after the end of treatment,
and also of 11 spontaneously-healed patients amelfihy individuals (control group). The
cells were incubated for 24h, 48h, 72h and 6 dayshe presence of the mitogens
concanavalin A (2,5ug/ml), phytohemagglutinin (550pl) and of the soluble (AgSol,
1,25pg/ml) and insoluble (Agins, 2,5pg/ml) antigesfsL. (V.) braziliensis The results,
expressed in pg/ml for ELISA and in uM for Griegmgction, were submitted to statistical
tests (Wilcoxon e Mann-Whitney, p < 0,05).Cytokinead NO production presented
statistical differences among the groups. f-iWas significantly produced in response to the
antigens by the groups of patients in relationh® ¢tontrol, with Agins stimulating higher
production in relation to AgSol in the three groupsth before and after chemotherapy, the
patients exhibited TNIle- in significant concentrations under stimulus othbantigens in
relation to control group. In response to Aginstileated patients produced significant levels
of TNF-a in comparison to spontaneously-healed patienteh&wmore, Agins significantly
stimulated TNFa production in comparison to AgSol. There was digant difference in IL-

2 production in response to Agins by the patier@®ote chemotherapy in relation to the
control group. Similar result in these patients vgagn with IL-10 in reponse to AgSol.
Moreover, the same produced this cytokine in sigaift concentrations in relation to the
post-treatment moment. Significant NO levels wdyseanved in response to in spontaneously-
healed patients in relation to the treated patiants control group. Under Aglins stimulus the
spontaneously healed individuals showed signifiddt levels in relation to the treated
patients and the control group. Similar statistisult was found when comparing the patients
before and after treatment, as well as the onds atitive lesions with the control group. The
results indicate a specific immune response of PBfvtfn patients in response to the
antigens. It suggests that Agins stimulate a predantly inflammatory response with IFN-
production in patients with ATL and with TNé&-roduction post treatment. On the other
hand, AgSol seems to promote a regulatory respaitbelL-10 participation and a possible
autocrine modulation in NO production in spontarsgdphealed patients.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis, Cutaneous Leislasis — chemotherapy, Cytokines,
Nitric Oxide.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose tegumentar americana: aspectos gerais

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitAiasagometem o homem, causadas
por diversas espécies de protozoarios da ordenmtdfilastida, familia Trypanosomatidae e
géneroLeishmania Globalmente, estima-se que sejam notificados 2 5nilhdes de casos, e
acredita-se que 350 milhdes de pessoas estejamssobde contrair a doenca em todo o
mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2003).

A forma tegumentar € endémica em mais de 70 paises90% dos casos ocorridos
no Afeganistdo, Algéria, Brasil, Paquistdo, PerniaS Arabia Saudita (DESJEUX, 2004).
Nas Américas, a leishmaniose tegumentar ameridana) (ocorre desde o Sul dos Estados
Unidos ao norte da Argentina, com excecao do Uruguado Chile (GONTIJO;
CARVALHO, 2003). E considerada uma zoonose primédeianamiferos silvestres (roedores,
marsupiais, edentados e primatas). Dessa formamem adquire a infeccdo ao entrar em
contato com éareas florestais onde existam as dnszogielas diferentes espécies de
Leishmania

No Brasil, a doenca tem assegurada a sua distiiloieen todo o territorio, onde,
atualmente, todos os Estados federativos tém regista enfermidade (BRASIL, 2007).
Cinco espécies do subgéné&fianniae uma do géneroeishmaniaestdo associadas a doenca
no pais.Leishmania (Viannia) braziliensis a principal espécie causadora de LTA no Brasil
(BASANO; CAMARGO, 2004; GONTIJO; CARVALHO, 2003) @té o momento, Unica
circulante em Pernambuco (ANDRADE et al., 2005; BRXO-FILHO et al., 2003).

No Estado, a LTA incide em todas as regides destlacae a regido da Zona da Mata
com mais de 60% do total dos casos registrados KBRYO-FILHO et al., 1999). Entre
1990 e 2000 foram notificados 3268 casos no Eswméstima-se que nos ultimos dez anos a
transmissdo da doenca tenha aumentado dez vez€EQBR al., 2009). A ocorréncia da
LTA esté relacionada com a exploracdo do homem biesmes silvestres, construcdo de
estradas e desmatamentos. Em geral, acomete inovigdsidentes em areas florestais e
periurbanas (ASHFORD, 2000).

A transmisséo ocorre pela picada de fémeas hergafde dipteros pertencentes ao

géneroPhlebotomusno Velho Mundo, e ao génetatzomyia no Novo Mundo. No Brasil,
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as espécies de vetores relacionadas com a tradsnaiad TA causada par (V.) braziliensis
saolLutzomyia wellcomes Lutzomyia complexaa Bacia Amazoénica (SOUZA et.,.a1996),
Lutzomyia whitmane Lutzomyia intermediao Nordeste e Sudeste (ANDRADE et 2005;
SOUZA et al, 2002).

Os reservatorios variam conforme a espécieLdshmania e incluem animais
silvestres como a preguic&Hioloepus didactilys o tamandudTamandua tetradactyja
marsupiais Didelphis masurpialise roedores. Podem ser também considerados rezersa
da doenca animais domeésticos como céaes, equinosla&s.mnNa Zona da Mata Sul de
Pernambuco, area endémica para LTA, foram isoladasstras de.. (V.) braziliensisem
algumas espécies de roedores silvestres ddatomys lasiurusRattus rattuse Nectomys
squamipe$BRANDAO-FILHO et al, 2003).

A Leishmaniaapresenta-se sob as formas amastigota (Figurarbpeastigota (Figura
2) durante o ciclo biolégico (Figura 3). A amastayoaracteriza-se por ser imovel, ovalada e
€ a forma intracelular obrigatéria dos vertebrad@sa promastigota é alongada, flagelada e
movel, desenvolvendo-se no intestino do insetorvéto sub-génerdeishmania que inclui
espécies do complexnexicanaas formas promastigotas multiplicam-se nas regid&dia e
anterior do intestino do flebétomo. Ja no sub-généiannia que inclui espécies do
complexobraziliensis as formas promastigotas migram para as regifesi@ntmédia e
posterior do intestino, colonizando o vetor (LAINSCSHAW, 1998).

. L ] 1a
L] L] -
a & ; :‘;
Figura 1. Amastigotas Figura 2. Promastigotas
Fonte: Brasil (2007) FonteaBil (2007)

A infeccdo comecga quando um inseto infectado eaegutematofagia no hospedeiro
vertebrado, inoculando as promastigotas infectantegele. Estas sao internalizadas por
células do sistema fagocitario mononuclear, transion-se em amastigotas e multiplicam-se
por divisdo binaria, até que as células infectaasompem, ficando os parasitos livres na
corrente sanguinea e capazes de infectar outratasdhgociticas. Quando o hospedeiro
infectado é picado por outro inseto vetor, macrd$agarasitados por amastigotas sao

ingeridos. No intestino do inseto, os parasitostramsformam em promastigotas, que
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alcancam o aparelho bucal, sendo inoculados emawo hospedeiro, reiniciando assim o
ciclo (REY, 2001).

R
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Figura 3. Ciclo biolégico dd_eishmaniaspp.

Fonte: Adaptado de Centers for Disease ControPaadention (2009)
Nota:
1) Inseto infectado executa o repasto sangiindmspedeiro, injetando
promastigostas;
2) Promastigotas séo fagocitadas por macréfagos;
3) Promastigotas se transformam em amastigotastexdor dos macréfagos;
4) Macrofagos se rompem, liberando as amastiggtesinfectam outras células;
5) Inseto ingere sangue infectado do homem;
6) Macrofagos contidos no sangue infectado se rompileerando as amastigotas;
7) Amastigotas se transformam em promastigotastestino do inseto;
8) Promastigotas se multiplicam no intestino detosetor; o inseto infectado executa
0 repasto sanguineo, reiniciando o ciclo.
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1.2 Formas clinicas da LTA

O aparecimento das formas clinicas da LTA (Figyraepende de fatores inerentes ao
parasito, como viruléncia, tropismo e quantidadecutada. Além disso, caracteristicas do
vetor, o estado imunolégico e constituicdo genética hospedeiro vertebrado também
influenciam o resultado da infeccdo (ROGERS et 2002). O homem pode apresentar
infeccdo subclinica ou manifestagcbes que variamdededgsbes cutaneas localizadas,
disseminadas ou difusas até lesdes mucocutaneaessizgs e mutilantes (GOLLOB et al.,
2008).

Figura 4: Formas clinicas da LTA
Fonte: Gontijo e Carvalho (2003)
Nota: A) forma cutanea localizada; B) forma cutadisaeminada; C) forma cutanea difusa; D) forma
muco-cutanea.

Até 0 momento, seisspécies deeishmania pertencentes 0s subgének@sshmania
e Viannig foram identificadas no Brasil como causadorasL@A humana:Leishmania
(Viannia) braziliensis causadora das formas cutanea localizada e mé@c@majLeishmania
(Viannig) guyanensis Leishmania (Viannia) lainsoni Leishmania (Viannia shawi e
LeishmanigViannia) naiffi, responséaveis pela leishmaniose cutanea locajiedgashmania
(Leishmania amazonensjsresponsavel pelas formas cutanea localizada @&neatdifusa
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; GRAMICCIA; GRADONI, 2005Em 2002, Silveira et al.
atribuiram a etiologia de casos de leishmanios@neat na Regido Amazonica a uma nova

espécie, Leishmania (Viannia) lindenbergicaracterizada e diferenciada de espécies
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conhecidas do subgéneviiannia pela combinagdo das técnicas de isoenzimas egu
monoclonais.

A leishmaniose cutanea (LC) representa a manif@stalfnica mais frequente, cujo
periodo de incubacao varia entre dez dias a tr&esn®e inicio, nota-se uma papula ou
ndédulo no sitio de inoculacdo pelo mosquito inféotaA partir desta papula, pode surgir uma
lesdo ou multiplas em pequeno numero, caracterizanirma localizada, com tendéncia a
cicatrizacdoEm casos mais raros, as lesées podem ser numemsds a multiplas picadas
do inseto ou por disseminacdo hematogénica, cawstdo a forma cutanea disseminada. As
lesbes apresentam aspectos variados e a infecc@odgeia bacteriana altera este aspecto,
tornando-as mais inflamadas, dolorosas e puruléBRASIL, 2007; PINHEIRO, 2004).

A lesédo tipica da forma cutanea localizada aprassmtsobforma habitualmente
arredondada ou ovoide, com tamanho variavel denalgulimetros até alguns centimetros.
Possui aspecto ulcerado com base infiltrada e filboedas bem delimitadas, elevadas e
eritematosas, com fundo granuloso e avermelhadtra®©apresentacdes sdo encontradas,
embora com menor frequéncia, tais como verrucagazerosa, impetigdide e vegetante.
Apresentam pouca quantidade de parasitos e boastaso tratamento habitual ou tendéncia
a regredir espontaneamente (BRASIL, 2007; GONTOARVALHO, 2003).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) é caracterizaela aparecimento de lesdes
papulosas ou nodulares por toda a superficie caltpAssociada d.. (L.) amazonensjs
considerada a mais rara e severa manifestacaccaslimujas lesbes podem persistir
indefinidamente. O parasito € encontrado em graqdastidades nas lesGes e a resposta ao
tratamento é insatisfatoria, sendo este fato @tacio a uma resposta imune deficiente por
parte do hospedeiro (BAILEY; LOCKWOOD, 2009).LCD nao deve ser confundida com a
LC disseminada, pois esta ultima ocorre em indin$doapazes de montar uma resposta
imune celular contraeishmaniae apresenta boa resposta terapéutica (BRASIL, 2007)

A forma mucocutanea é a mais agressiva e mutilzmteoenca, apresentando lesdes
infiltrativas, com ulceracdes e destruicdo dosdexida cavidade nasal, faringe e laringe.
Com baixa carga parasitaria, oferece risco de neflade permanente se nao diagnosticada a
tempo, uma vez que se desenvolve a partir dasslesi@neas pré-existentes (GONTIJO;
CARVALHO, 2003; MARSDEN, 1986; MARZOCHI, 1992).
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1.3 Diagnéstico

Em virtude das diversas manifestacfes clinicagagndstico da LTA é realizado com
dificuldades. E indispensavel a diferenciacdo ddsenca com outras de causas distintas,
mas com espectro clinico similar (p. ex. hanseniasmcer de pele, tuberculose,
esporotricose) (REITHINGER et al.,, 2007). Além disainda ndo existe uma técnica
diagndstica padrédo-ouro para a LTA. Sendo assima h#ecessidade da associacdo de
parametros clinicos, epidemiologicos e laborateriedm a finalidade de se obter um
diagnostico fidedigno.

No exame clinico, € interessante associar as irigies coletadas através da
anamnese do paciente a dados epidemioldgicos. dDelds estdo a existéncia de casos de
LTA na regido, referéncia de cdes ou equinos casdeke residindo nas proximidades,
procedéncia de area endemia e insercdo de areastdis. Nas les6es cutaneas, os dados
epidemiolégicos referidos sdo recentes (em médmeges); no caso de lesdo mucosa é
essencial buscar também a historia pregressa degio de pele de longa duracédo, além da
existéncia de cicatriz e utilizacdo de medicamerpasa leishmaniose (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2000).

Dentre as técnicas laboratoriais utilizadas, a yisaqdireta é o procedimento de
primeira escolha por ser rapido, de facil execueater menor custo. O material a ser
analisado pode ser obtido da escarificacdo da bdadeesdo, impressdo por aposicdo em
lamina {mprint) ou aspirado da leséo, corado pelo Giemsa ou fo@ish Embora a técnica
seja especifica, pois evidencia as formas amastiglit parasito, € necessario um profissional
treinado para realiza-la, além de apresentar gkdade inversamente proporcional a carga
parasitaria presente na lesdo (BAILEY; LOCKWOOD020GONTIJO; CARVALHO,
2003).

O parasito cresce relativamente bem em meios derauwdnriquecidos, comiNN
(McNeal, Novy & Nicole) acrescido de meio SchneiderLIT (Liver infusion tryptose) com
10% de soro fetal bovino (SFB),temperatura ambiente (BRASIL, 2007). Assim, dipde
puncdo aspirativa ou bidpsia da lesdo pode seizadal a cultura para isolamento da
Leishmania Este método é importante para a confirmacédo @ntagetiolégico através da
identificacdo da subespécie ldeishmaniaenvolvida, por analise de zimodemas (isoenzimas)
e por sequenciamento de DNA (BAILEY; LOCKWOOD, 2p09
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A intradermo-reacdo de Montenegro (IDRM) é um teehipersensibilidade tardia
gue apresenta uma alta sensibilidade e uma espea&ife que varia de acordo com o antigeno
utilizado. Embora apresente resultado positivo reorna dos casos de LTA (90%), o
resultado € negativo em lesBes recentes, na foromtanea difusa e em pacientes
imunodeprimidos. Em &reas endémicas, € comum @ $estpositivo devido a ocorréncia de
infecgBes subclinicas (VEGA-LOPEZ, 2003).

Os testes soroldgicos, como a imunofluorescéndiaeta (IFl), o Enzyme-linked
immunosorbent assd¥#LISA) e o Western Blot, séo limitados por néacenar os niveis de
anticorpos circulantes com o estagio da doenca) dee possibilidade de apresentar reacdes
cruzadas com outros tripanosomatideos. Pelas (@@t dessas técnicas, abordagens
imunologicas alternativas vém sendo empregadas. tktes € a citometria de fluxo que
permite detectar anticorpos ahgishmania ROCHA et al., 2002, 2006).

Técnicas de diagndstico molecular baseadas naoreat&adeia da polimerase (PCR)
tém sido extensivamente desenvolvidas para a gabcaa LTA. Com alta sensibilidade e
especificidade, sdo particularmente Uteis em aa®stontendo poucos parasitos, como na
forma mucosa, além de permitir o monitoramento @apia da leishmaniose cutanea.
Contudo, o uso rotineiro é ainda impedido por detaaruma infra-estrutura laboratorial
adequada, pessoal qualificado e alto custo (REITHHR; DUJARDIN, 2007).

A utilizacdo de métodos de diagnostico laboratorish ndo somente a confirmagéo
dos achados clinicos, mas pode fornecer importanfesmacdes epidemioldgicas, pela
identificacdo da espécie circulante, orientandontuas medidas a serem adotadas para o
controle do agravo (BRASIL, 2007).
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1.4 Tratamento

O tratamento € realizado através da quimioterapra antimoniais pentavalentes
(Sb™®), cuja droga de primeira escolha utilizada no Bra&sio antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime®), com alta toxicidade egeitos colaterais diversos. A
administracdo do medicamento é feita por via intscular ou endovenosa, com a dose
variando de 10 a 20 m@b™/kg/dia durante vinte ou trinta dia® mecanismo de acdo dos
antimoniais ainda néo foi totalmente elucidado, @mbalguns autores sugiram que a
molécula pentavalente atue como uma pro-droga goeser convertida em antimonial
trivalente, passa a ser ativa e adquire maior ibedie contra o parasito (FREZARD;
DEMICHELI; RIBEIRO, 2009).

No caso de ndo haver uma boa resposta ao tratammentoGlucantim® ou na
impossibilidade de seu uso, a anfotericina B é was drogas de segunda escolha. Sua
administracdo se daor via endovenosa, gota a gota, na dose diarigaleng/Kg/dia até no
méaximo 50 mg. E dissolvida em soro glicosado 5% t¢empo de infusdo de 3 a 4 horas.
Outra alternativa é a pentamidina, usada na dodenttyKg/dia, por via intramuscular, sendo
aplicado a cada dois dias (FUNDACAO NACIONAL DE SBH, 2002).

O critério de cura utilizado € o clinico, com a gbeta cicatrizacdo da lesdo e
acompanhamento do paciente por até um ano apasnmeédo tratamento (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2002).

Devido as dificuldades encontradas na execucdo atantento, como a via de
administracdo da droga e presenca de fortes efedlagerais, € de extrema importancia
salientar a necessidade de estudos com farmacd&glats a novas drogas, na busca de
tratamentos alternativos que proporcionem maisactmfaos pacientes e contribuam para
novas estratégias de combate a LTA (TOLEDO.eRab1).

Aléem disso, diante da complexidade apresentada petaacdo parasito-vetor-
hospedeiro, séo relevantes estudos sobre mecanismosldgicos induzidos em pacientes
naturalmente infectados pdlaishmania com o objetivo de desenvolver tratamentos a base
de imunoterapia e também de vaci(@©OLLOB et al., 2008).
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1.5Resposta imunoldgica

Embora titulos de anticorpos sejam observados dastas manifestacfes clinicas, a
resolucéo da infeccdo € dependente de linfocitGSASTES et al., 1984, MENDONCA et
al., 1986). Além disso, ainda néo esté claro o Ipdpeesposta imune humoral na infecgédo
por Leishmanig(SOUZA et al., 2005; TRUJILLO et al., 1999).

Sabe-se que, nas infec¢des peishmania ha o desenvolvimento de resposta imune
predominantemente celular por parte do hosped@icorre uma expansao caracterizada por
células T CD4+, apresentando perfis de citocindsathTh2 (PINHEIRO, 2004; REIS et al.,
2006). No perfil Thl, citocinas como interferon-gafiFN-y) e fator de necrose tumoral alfa
e beta (TNFe e f§) estdo envolvidas na resisténcia e eliminacdo pdwasitos, enquanto
citocinas do tipo Th2, como as interleucinas (KL.)e--10 estdo ligadas a susceptibilidade a
infeccdes poLeishmanig COUTINHO et al., 1996; VON STEBUT, 2007).

A infeccdo experimental em camundongos tem sidzadia para examinar aspectos
da relacdo parasito-hospedeiro na leishmaniosep @ooontrole genético de susceptibilidade
e resisténcia, o papel da resposta imune mediadzépdas e a interacdo parasito-macréfago.
Na LTA, o modelo mais estudado envolvendo a atvaigicélulas T CD4+ foi a infecgdo em
camundongos com promastigotasLdenajor (HANDMAN; CEREDIG; MITCHELL, 1979;
SCHARTON; SCOTT, 1993; SCOTT; FARRELL, 1998).

No perfil Thl exibido por linhagens de camundongesistentes (C57BL/6, CBA,
C3H), ocorre uma doenca auto-limitada em respostéeacdo coni. major ou L. tropica
Ha um aumento nos niveis de IL-12, ativando célngdaral killer (NK) e células T CD4+ e
CD8+ a produzirem IFN-(HOWARD; HALE; CHAN-LIEW, 1980; ROGERS et al., 28
Esta atua em sinergia com TNFativando a enzima é6xido nitrico sintase (iNOS @SNIl) a
produzir 6xido nitrico (NO), resultando na mortdragelular do parasito (BOGDAN;
ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000). Além disso, a IL-2ndutora de proliferacdo
celular, esta envolvida com o controle da atividaaileishmaniadesempenhada por
linfécitos T (BODAS et al., 2006).

Linhagens susceptiveis, como BALB/c, apresentamedil pde resposta Th2 e,
consequentemente, uma doenca progressiva e seeprajm aumento na expressao de RNA
mensageiro (MRNA) para IL-4 e na producéo de IL-50 e IL-13 (HIMMELRICH et al.,
2000; HOWARD; HALE; CHAN-LIEW; 1980; SCOTT; FARREL1,998). A IL-4 diminui a

regulacdo da expressao da subunigades receptores da IL-12 nas células Thl, suprionind
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a producéo de IFN; levando ao desenvolvimento da resposta Th2 (CARREL al., 1996;
WANG et al., 1994). A IL-10 desempenha um papeldamental na inibicdo da ativacéo
macrofagica e contribui para o crescimento do jgaraas lesées, uma vez que camundongos
BALB/c 1L107 mostraram-se capazes de controlar a progressédoetiga durante infeccéo
porL. major (KANE; MOSSER, 2001).

Em contraste, poucos trabalhos foram desenvolvipa o intuito de avaliar a
resposta imune celular na infeccdo experimentalLp@v.) braziliensisIsto acontece porque
esta espécie ndo se desenvolve facilmente no ammbienvitro, uma vez que sua
transformacéo na forma infectante é ineficientecemdi¢cbes padronizadas de cultura, sendo
necessdaria uma grande carga parasitaria paraaralinfeccdo (LIMA; DEKREY; TITUS,
1999).

Em 2005, Moura et al. demonstraram sucesso aolardcuV.) braziliensisha orelha
de camundongos BALB/c. O resultado clinico foi skramete aguele observado no hospedeiro
humano, especialmente em relacdo ao aspecto e éepérsisténcia do parasito e a resposta
imune desenvolvida.

A dificuldade no estabelecimento de modelo expertaieparal. (V.) braziliensis
contribuiu para o desenvolvimento de estudos sobmecanismos imunoldgicos envolvidos
na LTA humana (BITTAR et al.,, 2007; CARVALHO et ,all995; CASTELLANO et al.,
2009; GOMES-SILVA et al., 2007; REIS et al., 2008n todas as formas clinicas da
doenca, a resposta imune € dependente de célugasd& maneira geral, aceita-se que a
diferenca entre resisténcia e susceptibilidaddergdo esta associada ao nivel de expanséo
de células Thl e Th2. As diferentes manifestacbpricas sdo fortemente influenciadas pela
resposta imune do hospedeiro (BACELLAR et al., 2G0RHEIRO, 2004).

Na forma cutanea localizada, ha uma forte respiest®lulas T, com citocinas do tipo
Thl, como IFNy e IL-12, e uma alta frequéncia de células B (LOREt al., 1998; VIEIRA
et al., 2002). Na leishmaniose cutdnea dissemirtadty ha uma forte resposta de células T
como uma diminuicdo de imunidade celular. Os nideiscélulas T CD4+ séo baixos e o0s
titulos de anticorpos séo elevados (CARVALHO et1#894).

Durante a infeccdo, pacientes acometidos pela forotanea difusa falham em
produzir uma resposta imune mediada por célulagidDe falta da expressdo de mRNA para
IFN-y e baixa expressao para IL-2, sdo incapazes deotaana multiplicacdo parasitéria e a
progressao da doenca. Além disso, altos tituloantieorpos especificos contt@ishmania
sao exibidos, bem como uma resposta quase exatusnta do tipo Th2, com elevados niveis
de IL-4 (BONFIM et al., 1996; CACERES-DITTMAR et a1993; TRUJILLO et al., 1999).
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A forma muco-cutanea exibe um aumento de respastagbulas T especificas, tanto
Thl como Th2, sendo predominante o perfil Thl. Msssdo produzidos altos niveis de
citocinas proé-inflamatérias como TNEe IFN+y, aléem de IL-4. Com a fraca regulacédo dessa
resposta por IL-10 e pelo fator de crescimentampsformacéo-beta (TGF)-e consequente
exacerbacdo do perfil Thl, pode-se perceber queresposta inadequada pode levar a uma
imunopatogénese exacerbada. Além disso, sdo eadostraltos titulos de anticorpos
(AMATO et al., 2003; BACELLAR et al., 2002; JUNQUEA PEDRAS et al., 2003).

Além dos perfis Thl e Th2, a resposta imune nacgifes potLeishmaniatem sido
cada vez mais aprofundada em termos de complexi@adealguns trabalhos, foi descrito o
perfil Th3, induzido por TG, que pode induzir e manter a tolerancia periféaitavés de
células T regulatdrias (&) (WEINER, 2001; CARRIER et al., 2007), além dofpérh17,
que pode estar envolvido em processos que levamniciclade da doenca (BACELLAR et
al., 2007; BETTELLI et al., 2008).

A manifestacdo da doenga requer mecanismos quetpermeplicacdo de parasito no
hospedeiro e sua resisténcia, pelo menos inicidemes defesas imunes. Assim, em paralelo
a existéncia de uma resposta imunologica por padwtdhospedeiro, a sobrevivéncia e a
persisténcia parasitaria dependem de estratégiassdape da resposta imune inata e
adaptativa (REIS et al., 2006).

O mecanismo inicial de escape das promastigotadtdr e lise direta através do
sistema complemento, tendo a participacdo de ghteimas e acucares da membrana do
parasito, o lipofosfoglicano (LPG) e a metalopnuse gp63. Estes atuam por fosforilacdo
inativando componentes do sistema complemento ani@8, C5 e C9, com a subsequente
inibicdo das vias classica e alternativa do comeptdn) e impedem o acesso do complexo de
atague a membrana (C5b-C9). A gp63 protege o parasiavés da acelerada converséo
proteolitica na superficie do parasito do C3b [28ai que funciona como uma opsonina,
facilitando a ligagdo com receptores do complemeipo 3 (CR3) nos macrofagos
(BOGDAN et al., 1996; BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998).

Ao escaparem do meio extracelular, os parasitospefetrar nas células fagociticas
atraveés da interacdo com os receptores dos maosdéagom as moléculas da superficie do
parasito. Essa ligacdo pode ser direta, via perasdicrofago, ou indireta, através de
moléculas do soro associadas com moléculas doifgarasassim com os macrofagos.
Geralmente, as promastigotas sdo opsonizadas peBis e C3bi, que se fixam

respectivamente nos CR1 e CR3 do macroéfago.
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Portanto, para o estabelecimento da infeccabgishmaniaprecisa sobreviver ao
processo de fagocitose que envolve a invasdo arnasélvo seguras, a inibicdo da formacao
do fagolisossomo e a remocao dos radicais hidxlanions superoxidos através do LPG.
Além disso, a inibicdo da degradacdo das enzimasfagolisossomo pela gp63, a
transformacdo em amastigotas, mais resistentesla Bitrico (NO) e perdxido de hidrogénio
(H20,) e a resisténcia ao pH acido do fagolisossomaa@bém mecanismos de escape. A
Leishmaniautiliza outros mecanismos que auxiliam nas egiratéde escape da defesa do
hospedeiro. A modulacdo de citocinas pode ocorteaves da inibicdo/desativacdo de
macroéfagos, pela supressdo ou perda da inducadivdgd® de citocinas; a inibicdo da
apresentacdo de antigeno e da estimulacdo de scdlulpela supressao, internalizacéo e
degradacédo de moléculas do complexo de histocadbide principal (MHC) tipo Il e a
alteracdo da funcao/diferenciacdo de células eédrda inducdo e expansao de células do
tipo Th2 sdo algumas das estratégias de escapeamsitp a resposta do hospedeiro
(BOGDAN et al., 1996; BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; RBERS et al., 2002).

Esses mecanismos imunolégicos promovem a persistéioc parasito apds a cura
clinica da doenca. A demonstracdo da persisténuiainglividuos curados clinicamente
levanta varias questfes a respeito da evolucdoalitha epidemiologia e das estratégias para
o controle da leishmaniose (AEBISCHER, 1994; MENDBIM\et al., 2004). Além disso, tem
incentivado grupos de pesquisa a estudarem os e imunologicos envolvidos na
evolucéo clinica de pacientes infectadoslmashmaniaatravés de técnicas de cultura celular
e posterior dosagem de citocinas, tanto em indoddsubmetidos a tratamento quanto em
pacientes curados espontaneamente (CARVALHO et18B5; BITTAR et al.,, 2007,
GOMES-SILVA et al., 2007; REIS et al., 2009). Dises antigenos protéicos sao utilizados
com a finalidade de induzir uma resposta imune fimnépodendo ser considerados
candidatos potenciais ao desenvolvimento de tratineebaseados em imunoterapia e de
vacinas.

As proteinas mais investigadas sdo a gp63 e o lpP&entes abundantemente na
superficie do parasito. Esses antigenos induzirama eficiente protecdo em modelo
experimental (HABERER et al., 1998).

A proteina P-4 purificada de amastigotas Lagsshmania pifanoidemonstrou uma
resposta celular do tipo Thl em PBMC de individudectados porL. (V.) braziliensis
(HABERER et al., 1998). Em estudos com camundongoantigeno PH8, derivado de
promastigotas de. amazonensjsevou a producéo de niveis elevados de yFNauséncia de
IL-4 (MAYRINK et al., 2002).
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Além dessas proteinas, extratos brutos, solUveiss@lveis de promastigotas de
diferentes espécies deeishmaniatém sido utilizados para avaliac@v vitro da resposta
imune na tentativa de contribuir para a identifeatagle novas moléculas imunogénicas do
parasito (ANTONELLI et al., 2004; DA-CRUZ et al.994; 2002; TELINO et al., 2005;
TOLEDO et al., 2001).

Toledo et al. (2001) e Da-Cruz et al. (2002) avaha a imunidade celular de
pacientes com LTA utilizando o antigeno total lde (V.) braziliensis antes e apds o
tratamento quimioterapico. Os autores demonstragpama existéncia de possiveis parametros
na resposta imune associados a cura apés o trdatarsegere que ha um importante
componente imunoldgico na resposta a quimioter&agicularmente relevante € o estudo da
imunidade celular de pacientes que obtiveram climica sem a necessidade de tratamento
(espontanea), o que sugere o desenvolvimento gdestasimune protetora (CARVALHO et
al., 1995).

Em 2007, Gomes-Silva et.abbservaram que, frente ao antigeno totalLd€V.)
braziliensis pacientes curados espontaneamente exibiram ndeei$FNy menores que
aqueles de pacientes com lesdo ativa. Em contnaste, producéo significativa de IL-10
contra 0 mesmo antigeno foi detectada nos pacieoi@scura espontanea em relacdo ao
grupo de pacientes com LTA ativa. Segundo os asjteste resultado pode ser explicado por
uma possivel habilidade inerente aos pacientesbmymprogndstico da doenca em produzir
niveis 6timos dessas citocinas com efeitos bergéfimohospedeiro, embora os mecanismos
que levam a um equilibrio adequado entre mediadm@snflamatorios e suas moléculas
reguladoras ainda nao estejam totalmente esclasecid

Paralelamente a esse estudo surgiu, por partes$® IgoUPO de pesquisa, a proposta
de caracterizar a resposta imune frente aos aosgepluvel e insoluvel d&. (V.)
braziliensis Verificou-se diminuicdo da reatividade anticogpfecente ao antigeno soltvel ao
comparar soros de pacientes obtidos antes e aptvataonento quimioterapico, sendo
observado resultado semelhante em pacientes camespontanea. Nesses pacientes também
foi observada resposta imune humoral aumentadgefeenantigeno insolavel (BRITO et,al
2000; 2001).

Mais recentemente, nosso grupo avaliou a resposiae celular de pacientes com
LTA ativa antes e ap0Os tratamento quimioterapicenté ao antigeno soltuvel de (V.)
braziliensis (REIS et al, 2009). Este trabalho concluiu que ha respostéifgrativa e
producdo de IL-10 e IFN-especificas antes e apos tratamento quimioterdpote a esse

antigeno, sugerindo que mecanismos de regulacawidgica com a participacdo de células
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T de memoria e células T regulatérias, além dataica Thl x Th2 estdo presentes na

evolucao clinica desses individuos.
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2 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose tegumentar americana representarave groblema de saude publica
em Pernambuco. Sua importancia reside ndo so mimia e ampla distribuicdo geografica,
mas também na possibilidade de assumir formas ogenp repercutir no campo psicossocial
do individuo. Considerando que a resposta imundazet fundamental para a determinacéo
da cura ou progressao da doenca, este estudaafiziado com a finalidade de verificar uma
possivel associacdo entre o padrdo de citocinas&ido nitrico produzidos por células T
especificas ao parasito e o curso da infeccdo derggas com leséo ativa e de individuos

curados espontaneamente.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Qual o perfil da resposta imune celular de pacgertan leishmaniose tegumentar
americana ativa e apoOs cura clinica, utilizandmseantigenos soluvel e insolavel de

Leishmania (Viannia) braziliensts
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4 OBJETIVOS

4.1Geral

Determinar o perfil da resposta imune celular efola® mononucleares do sangue
periférico (PBMC) em pacientes portadores de le&sfiose tegumentar ativa e apds cura

clinica frente aos antigenos soluvel e insoluvdl.d¥.) braziliensis

4.2 Especificos

a) Determinar o tempo de cultivo para os ensaiaotieenadante de cultura para dosagem de
citocinas;

b) Identificar a producdo das citocinas IFNTNF-o, IL-2 e IL-10 nos sobrenadantes de
cultura de PBMC apoés estimulo vitro com os antigenos soltvel e insolavel ldéV.)
braziliensis

c) Verificar a producdo de NO nos sobrenadantesutfera de PBMC apds estimulo vitro
com os antigenos soluvel e insolavelLd®/.) braziliensis

d) Associar a producdo das citocinas e de NO coevaucdo clinica dos pacientes,
especificamente com tamanho da lesdo para os peierm lesdo ativa e com o resultado da
IDRM para os individuos curados espontaneamente;

e) Comparar a producao de citocinas e de NO enostspos antigenos sollavel e insolavel

entre os pacientes avaliados.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1Tipo de Estudo

O estudo foi do tipo experimental (ndo-randomizaéfoyam realizadas comparacdes
entre um grupo de participantes sujeitos a tratéongara LTA, outro grupo de participantes
que obtiveram cura espontanea da doenca e outmadiar por sujeitos sem histéria prévia de
LTA, denominado controle. Ambos foram escolhidgsadir de critérios de disponibilidade
ou conveniéncia (ROUQUAYROL; ALMEIDA FILHO, 2003).

5.2Descricao da populacdo estudada

Os pacientes do presente estudo foram procedepteSnmraji, Cha de Alegria,
Vicéncia (Regido de Mata Pernambucana), Moreno agdaba (Regido Metropolitana de
Recife). Foram selecionados pacientes com LTA dtiva 14) e pacientes com cura clinica
espontanea (CE, n = 11), de ambos 0s sexos e sdadeor a quinze anos. Para a selecao de
pacientes com LTA ativa, foram observados os séggiicritérios: apresentacdo de uma ou
mais lesdes cutaneas ativas, diagnostico confirrpac LTA pelo Servico de Referéncia em
Leishmanioses do CPgAM (SRL) e auséncia de traterguimioterapico prévio. Aqueles
menores de quinze anos, com histdria pregressa Tde d&u que se submeteram a
quimioterapia foram excluidos deste grupo.

O historico de doenca pregressa, apresentacao cd&rizicaracteristica da leséo
(aspecto de pergaminho), IDRM positiva e auséneiguimioterapia foram os critérios para
inclusdo no grupo de cura espontdnea. Como csté&@ exclusdo foram considerados a
auséncia de cicatriz, negatividade para a Intradesacdo de Montenegro (IDRM) e
tratamento quimioterapico preévio.

Os pacientes foram atendidos no ambulatério do rG@ede Pesquisas Aggeu
Magalhdes, onde realizaram-se 0s exames clinicvdtdriais e os procedimentos de coleta
de sangue. No grupo de pacientes com LTA ativa,anmgee foi coletado antes da

quimioterapia (AT) e um ano apos o seu término (B&)no grupo dos pacientes curados
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espontaneamente, a coleta aconteceu apenas em mentoo O critério de cura clinica para
0S pacientes tratados foi estabelecido considersado completa cicatrizacdo da leséo e a
resposta terapéutica. No periodo de um ano apdeab do tratamento, foi realizado o
acompanhamento do processo de cicatrizacdo, aléverdeacdo da ocorréncia de efeitos
colaterais decorrentes do tratamento.

O tratamento quimioterapico foi realizado nos peste saude dos municipios deste
estudo, utilizando-se o Glucantime® (antimoniatoNdenetilglucamina), droga de primeira
escolha, administrado via intramuscular. O trataméoi feito em ciclos de 20 a 30 dias em
doses diarias de 20 mg/Kg com intervalo de 10 diase cada série. Os pacientes foram
submetidos a nova série do tratamento de acordoaq@mocesso de cicatrizagdo de cada
individuo.

O grupo controle (n = 9) constituiu-se de volumBrsaudaveis, com idade acima de
quinze anos, residentes em area ndo endémica histma prévia de transfusdo sanguinea.
O material coletado foi processado no Centro degress Aggeu Magalhaes-FIOCRUZ, na
cidade de Recife-PE.

5.3Consideracdes éticas

Os procedimentos para coleta de sangue foram adakzsomente apés o individuo
concordar em assinar o “Termo de ConsentimenteelaviEsclarecido” (TCLE) (apéndices A,
B e C). Os protocolos experimentais foram aprovgue Comité de Etica da Instituicio
(CEP/CPgAM n° 123/08, CAAE n° 0122.0.095.000-08cRm A).

5.4 0Obtencgéo dos antigenos soluvel e insoltvel de(V.) braziliensis

Formas promastigotas (cepa MHOM/BR/75/M2903) forarpandidas em cultura
com meio Schneider’s (Sigma) contendo 10% de satad bovino (SFB, Cultilab) e 1% de
antibiotico (penicilina 100 Ul/ml e estreptomicid®0 mg/ml — Cultilab) até a fase de

crescimento exponencial. A massa parasitaria fiéicesubmetida a trés lavagens com salina
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tamponada (PBS — pH 7,2) através de centrifugag®30 x g, por 15 minutos, a 4°C. O
sedimento resultante foi armazenado a —20°C aténoemto do uso.

Para a obtencdo dos antigenos, as aliquotas estodadam descongeladas,
ressuspendidas em agua destilada contendo inibidi@eproteases (metil-fenil-fluoreto —
PMSF, 0,01mM e &cido etilenodiaminotetracético -TBD2 mM) e pepstatina A, 0,001 M.
Em seguida, foram ultrassonicadas e centrifugad#s0®0 x g durante 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante removido foi submetido a uma novaiftegdacdo a 100.000 x g durante uma
hora, & mesma temperatura. O sobrenadante resuttamespondente ao antigeno sollvel e o
sedimento, antigeno insoluvel de (V.) braziliensis foram submetidos a uma dosagem
protéica segundo o método de Bradford (1976) nuaiifh por Read & Northcote (1981),
além de eletroforese em gel de poliacrilamida ($12&E) segundo Laemmli (1970). Apés
esses procedimentos, os antigenos foram armazeaad®¥C até a utilizacdo nos ensaios de
cultura celular (REIS et al2009).

5.50Dbtencé&o de células mononucleares do sangue peritér

Quarenta mililitros de sangue foram coletados aatildo-se o sistema a vacuo
(Vacutainer). O sangue foi diluido em PBS pH 7,2r@orcéo 2:1 e transferido para tubos
conicos (BD) contendo Ficoll-Paque (Amersham Biesces), também na proporcao 2:1.
Apos centrifugacdo a 800 x mgpr 30 minutos a 20°C, a camada de PBMC obtida emntr
mistura de Ficoll-Pagque e o plasma foi removidaepoditada em novos tubos coénicos.
Depois de nova centrifugacéo a 300 x g por 30 mgat20°C, o sobrenadante foi descartado
e o0 sedimento ressuspendido em 10 ml de PBS (pHh@vamente centrifugado a 300 x g,
durante o0 mesmo tempo e mesma temperatura. Depodescarte do sobrenadante, o
sedimento composto de PBMC foi ressuspendido emo oheicultura RPMI 1640Roswell
Park Memorial InstituteSigma) suplementado com 10% de SFB. Uma aligietuspenséo
celular foi entdo removida, diluida 1:20 em azulrgpan (Sigma) e quantificada em camara

de Neubauer.



SOUZA, M. A. Avaliacdo da producén vitro de citocinas e de 6xido nitrico... 36

5.6 Obtencé&o de sobrenadantes de cultura

Suspensoes celulares foram cultivadas em placa2d4 gecos (TPP), na concentracéo
de 16 células/poco. O cultivo foi realizado em meio RPIM#0 contendo 1% de L-glutamina
200 mM, 1% piruvato de sodio 100 mM, 0,2% de bioagto de soédio 7,5% e 1% de
antibiotico (penicilina 100 Ul/ml e estreptomicid@0 mg/ml) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Cultilab). As PBMC foram estimdhs com os antigenos soluvel
(1,251g/ml) e insolavel (2,Ag/ml) deL. (V.) braziliensisComo controle positivo do ensaio,
0S mitdgenos concanavalina A (Sigma) e fitohemagha (Cultilab) foram utilizados nas
concentracdes de 4§/ml e Jug/ml, respectivamente. Células mantidas apenasnceim de
cultura foram os controles negativos do ensaio.pksas foram mantidas em estufa a
37°C/5% de C@durante 24, 48, 72 horas ou 6 dias. Apds o tengpmelibacado, as placas
passaram por centrifugacao (1800 x g por 10 minA3 e os sobrenadantes de cultura foram

coletados e estocados a *8(para posterior utilizagéo

5.7Dosagem das citocinas secretadas nos sobrenadamesultura

A dosagem das citocinas IFRN-TNF-a, IL-2 e IL-10 foi realizada através do ELISA
de captura, utilizando-se o Kit OptEIA, (BD Biosuies), seguindo orientacdes do fabricante.
Placas de ELISA (Costar half-area plate-96 pocosani sensibilizadas com @5dos
anticorpos anti-citocinas especificos (de acordm am fabricante), diluidos em tampéao
carbonato-bicarbonato pH 9,6 e incubadas por 18tCaAs placas foram lavadas trés vezes
com 15Q@l/poco de PBS pH 7,2-Tween-20 0,05% (PBS-Tw), auliaclas com 1Q0 de
solugédo bloqueadora contendo soro fetal bovino (PBIS7,2 + 10% SFB) por 1h, a
temperatura ambiente (TA). Posteriormente, as pliiram lavadas 3 vezes com PBS-Tw.

Os padrdes das citocinas foram diluidos seriada{étor 2) em PBS pH 7,2 + 10%
SFB a partir da concentracéo inicial recomendada fadricante. Em seguida, 34 da
amostra e dos padrdes foram adicionados em duplea placa incubada por 2h a TA.
Quando necessario, as amostras eram diluidas enplRBR + 10% SFB. Apds o tempo de

incubacao, as placas foram lavadas 6 vezes comT®MB& 25311 dos anticorpos biotinilados
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especificos (de acordo com o fabricante), diluidos PBS pH 7,2 + 10% SFB foram
adicionados por 1h30min, a TA. ApOs nove lavagems PBS-Tw, foram adicionados |50

da solugéo reveladora contendo ABTS - 2,2-azindsidfato(6)de 3-etil benzitiazolina]
(KPL). A reacao foi bloqueada com ##5de acido sulfurico 1 M e a leitura realizada no
espectrofotometro (Bio-Rad 3550) a 415 nm. As cotmaedes das amostras foram calculadas
na regido linear da curva de titulacdo dos paddéegitocinas e as concentragdes finais
expressas em pg/ml, utilizando o software Micrapl&anager, versdo 4.0 (Bio-Rad

laboratories).

5.8 Dosagem de Oxido nitrico

Para a dosagem do Oxido nitrico, foi utilizada ac& colorimétrica de Griess, que
consiste na deteccdo de nitrito (NOresultante da oxidagdo do NO nos sobrenadamtes d
cultura previamente coletados. Adicionou-se a utaeapde ELISA de 96 pocos (Costar half-
area plate) 25ul do sobrenadante de cultura emcdigl(diluido em RPMI suplementado
com SFB 2%, quando necessario), seguido do mesinmegado reagente de Griess. Este é
composto de sulfanilamida 1% diluida emPy, 2,5% (solucdo A) e de N-1-naphtyl-
ethtylenodiamina, também diluido em solucao ge®a 2,5% (solucéo B). Para a confecgéo
de uma curva-padrdao, uma solucdo de nitrito deosbdi concentracdo inicial de 200uM
passou por diluicdes seriadas (fator 2) em RPMlesupntado com 2% de SFB. Apos
incubacdo de 10 minutos ao abrigo da luz, a letoraspectrofotometro foi realizada a 450
nm. A absorbancia das diferentes amostras foranpa@mdas com a curva-padrdo, e 0s
resultados obtidos expressos como a média da dtelic erro padréo, utilizando-se o

software Microplate Manager 4.0 (BioRad).

5.9 Anéalise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada no LaboratdeaMétodos Quantitativos do Nucleo
de Saude Coletiva do CPgAM, empregando-se testeparamétricos. A analise para medir a
variabilidade intra-grupo foi realizada pelo tedts postos sinalizados de Wilcoxon. Ja entre
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0s grupos o teste U de Mann-Whitney foi utilizadkara a correlagdo de variaveis foi

utilizado o coeficiente de correlacdo de postosSgearman. Todas as conclusdes foram
tomadas no nivel de significancia de 5%. Os so@wartilizados foram o Excel 2007, o

Graphpad Prism 5.0 e 0 SPSS 8.0.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas da populacéo estudada

6.1.1 Pacientes com LTA ativa

Os pacientes com LTA ativa foram avaliados de ac@am critérios como idade,
sexo e localidade de origem, forma clinica, nunterdesdes, localizacdo das lesbes e tempo
de evolucdo da doenca. Um ano ap0s o término damtemto quimioterapico, 0S mesmos
passaram por nova avaliagdo clinica, com o objetoverificar a cicatrizacdo da leséo e
notificar a quantidade de ampolas administradagppoiente. A Tabela 1 descreve os dados
dos pacientes de acordo com os critérios acimdasta

Foram selecionados quatorze pacientes com les&aiedecendo-se o0s critérios de
inclusdo e exclusdo, com o grupo sendo divididaligente em numero de pacientes de
ambos 0s sexos. A faixa etaria apresentou médill dgmos e variou de 20 a 57 anos. Os
pacientes foram provenientes dos municipios de Ajn@r = 2), Cha de Alegria (n = 1),
Aracoiaba (n = 1), e Moreno (n = 10), localizadd¥akm, 52 km, 49 km e 28 km da cidade
do Recife. As duas primeiras localidades sé&o cersiths Regido de Mata Pernambucana,
engquanto que as duas ultimas fazem parte da Rigifiopolitana do Recife (IBGE, 2008).

Todos os pacientes tiveram diagnéstico laboratac@ifirmado para LTA pelo
Servico de Referéncia em Leishmanioses do CPqgAMSs Bpresentaram lesdes cutaneas
ulceradas com bordas elevadas e fundo granulomatoso area total variavel entre 0,25
mn’ a 39 mmM (média de 27 mf 9), distribuidas em sua maioria por areas destabh do
corpo. A maioria dos pacientes apresentou apenas las@io (64,3%), enquanto 28,6%
apresentaram duas lesdes. Apenas um paciente rapreseo lesdes ativas distribuidas pela
superficie corporal (7,1%), sendo uma lesdo magete de tamanhos similares. O tempo de
evolucdo da doenga, contado desde o surgimentesda laté a procura do paciente pelo
nucleo de vigilancia em salde dos municipios, vadi® oito dias a trés meses (Tabela 1).
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Tabela 1.Dados demograficos, clinicos e terapéuticos doeps com LTA ativa.

Paciente Idade Sexo Localidade Forma N° Evolucdo Local das lesGes Tamanho da<Ciclos
clinica lesdes lesdes (mm)
01 53 F Amaraji  CL 01 03 meses PernaD 12,25 NI
02 47 M Amaraji CL 01 03 meses PernaE 21 NI
03 21 F Moreno CL 01 02 meses Tronco 32 02
04* 25 M Moreno CL 08 01 més Pernas E e D/ Méo E/ 2425 04
05 41 F Moreno CL 02 08 dias Perna D 0,25/ 5 02
06 39 M Moreno CL 01 01 més Perna E 36 02
07 33 F Moreno CL 02 01 més Perna D 24/ 27,5 02
08 52 M Moreno CL 02 02 meses  Tronco/ Ombro 24185/ 01
09 58 F Moreno CL 01 01 més Perna D 18 01
10 20 m  ¢hade 02 02meses PernaD 8/75 02
Alegria

11 56 M Aracoiaba CL 01 03 meses PernaD 39 03
12 28 F Moreno CL 01 15 dias Pé D NI 02
13 26 F Moreno CL 01 02 meses Perna D 36 02
14 34 M Moreno CL 01 03 meses PernaE 6 02

Nota: NI = ndo informado; F = feminino; M = masecuwlj CL = cutanea localizada; D = direita; E = esdae* Paciente com uma lesdo medindo 24,5 nensete

lesées medindo em média 2fmm
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Apds o tratamento com Glucantime®, realizado conescdto anteriormente na
metodologia, foi realizado o acompanhamento dogepses por um ano. ApGs este periodo,
todos os pacientes exibiram completa cicatrizacds kksdes. Em dois pacientes foi
administrado apenas um ciclo do antimonial (14%Quanto que duas séries de Glucantime®
foram realizadas em 57% dos pacientes. Nos pasieagtantes, foram aplicados de trés a

guatro ciclos.

6.1.2 Pacientes curados espontaneamente

Para os individuos curados espontaneamente, alédadie, sexo e localidade, foram
utilizados como parametros de avaliagcdo o numeroiagrizes, localizacdo das mesmas e
tempo de cicatrizacdo. Além disso, foi também za#do o resultado da IDRM, considerada
positiva quando igual ou maior que 5 mm. Os dadfesentes a estes critérios estdo descritos
na Tabela 2.

Foram selecionados onze pacientes de acordo camitérsos de inclusdo e exclusao,
sendo 40% do grupo composto de pacientes do sesoutim e 60% de pacientes do sexo
feminino. O grupo apresentou média de idade de &g, com variacdo de 17 a 81 aass.
individuos eram naturais de Moreno (n = 6), Amaaje 1) e Vicéncia (n = 4). Este ultimo
municipio € considerado Regido de Mata Pernambueaséd localizado a 83 km do Recife
(IBGE, 2008).

Todos os individuos deste grupo apresentaram, nmemim da avaliacdo clinica,
cicatrizes com aspecto de pergaminho, caractersste LTA pregressa, sobre a superficie
corporal. A maioria apresentou apenas uma cicapenas um paciente apresentou quatro
cicatrizes. Os pacientes 03 e 11 foram examinaaitt® ho periodo em que a lesdo estava
ativa quanto apés a cura clinica espontanea. O oteshepcicatrizagdo, contado desde o
aparecimento da lesdo até a formacao da cicatnimwde quinze dias a nove meses.

Todos os pacientes exibiram IDRM acima de 5 mmgdasequositiva para LTA. Os

valores variaram entre 5 e 15 mm.
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Tabela 2.Dados demograficos e clinicos dos pacientes carasipontaneamente.

Paciente Idade Sexo Localidade N°cicatrizes Locadi¢cao Tempo de IDRM

das cicatrizes  cicatrizagdo (mm)

01 77 M Moreno 01 Perna E 3 meses 12

02 71 M Moreno 01 Antebraco E NI 10

03 81 M Moreno 01 Perna D 15 dias 10

04 28 M Moreno 01 Coxa E 3 meses 12

05 NI F Amaraji 01 Pé E 1 més 05
Pescoco,

06 47 F Vicéncia 04 Ombro E, Coxa 9 meses 12
D, Perna E

07 17 F Vicéncia 01 Perna E NI 08

08 30 M Vicéncia 01 PéD 4 meses 10

09 39 F Vicéncia 01 Perna D 8 meses 07

10 60 F Moreno 01 Tornozelo E 3 meses 10

11 57 F Moreno 01 Perna E 2 meses 15

Nota: NI = ndo informado; M = masculino; F = femiojD = direito(a); E = esquerdo(a); IDRM = Intrademeacao
de Montenegro.
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6.2 Perfil eletroforético dos antigenos soltuvel asolavel deL. (V.) braziliensis

Os antigenos soluvel e insoluvel de (V.) braziliensisforam submetidos a uma
eletroforese em gel de poliacrilamida e apresemtgpaoteinas cujos pesos moleculares
variaram aproximadamente entre 66 e 16 kDa (Fidgi)rajuando comparadas ao peso

molecular padrao (Sigma).

Figura 5: SDS-PAGE de proteinas sollveis (1 e 2) e insodli&e 4) de.. (V.) braziliensis

Nota: Nos pocos 1 e 3 foram depositadogid@e antigeno, enquanto que {dd de antigeno foram inseridos nos
pocos 2 e 4. M= marcadores de peso molecular em(&®a- albumina bovina; 45 — Ovalbumina; 36 — aniglras
carbbnica; 29 — gliceraldeido 3-fosfato desidrogen@4 — tripsinogénio; 20,1 — inibidor de trips@dl4,2 —a-
lactoalbumina).
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6.3 Dosagem de citocinas secretadas em sobrenadarde cultura

6.3.1 Padronizacéo do ensaio de sobrenadante tdeacul

Com a finalidade de estabelecer o tempo de cutiara as dosagens de IFNH.-10,
TNF-o e IL-2, um ensaio de padronizacdo foi previamaeizado. PBMC de cinco
pacientes com leséo ativa e de cinco individuogirdpo controle foram incubadas por 24
horas, 48 horas, 72 horas e 6 dias na presencantigenos soluvel e insolavel de (V.)
braziliensis nas concentracdes de 1,25 pug/ml e 2,5 pg/mlecéspmente. Em seguida, o
ELISA de captura foi realizado com os sobrenadaatésn de determinar o tempo de cultivo
gue apresentou as maiores médias de densidadeasifidOs) em PBMCs de pacientes. Os
resultados para cada citocina sdo descritos n@oa seguir.

6.3.1.1 Interferon-gama

Para esta citocina, a padronizacdo foi realizadlizando-se apenas o antigeno
insolavel. Para o antigeno soluvel foi utilizadancoreferéncia a padronizacéo realizada em
trabalhos anteriores do nosso grupo (REIS et @Q9R a partir da qual pudemos optar pelo
tempo de 6 dias.

A Figura 6 mostra que, em todos os tempos, o amdigesolivel induziu maior
producdo de IFN- no grupo de pacientes em relacdo ao grupo contcol® diferenca
significativa no tempo de 6 dias (P = 0,038). Asseste tempo foi escolhido para os

proximos ensaios utilizando-se ambos os antigenos.
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Figura 6: Padronizacdo da producdo de lfFipor PBMC de pacientes com lesédo ativa e do grambrale
estimuladas com o antigeno insolivelLdé¢V.) braziliensis

Nota: em cada tempo, o asterisco mostra a difersiggéficativa entre os grupos (P < 0,05). As balraszontais
representam as médias dos grupos.
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6.3.1.2 Fator de necrose tumoral-alfa

Como mostra a Figura 7, em todos os tempos anafisaduve maior producédo de
TNF-a por PBMC de pacientes em resposta ao antigenwetplémbora sem diferenca
estatistica significativa em relagédo aos contr(ies 0,05).
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Figura 7: Padronizag@o da producdo de Tlfpor PBMC de pacientes com leséo ativa e do gropirae
estimuladas com o antigeno soltvelLdé¢V.) braziliensi{P > 0,05).
Nota: as barras horizontais representam as médsagrdpos.

Em relacdo ao antigeno insoluvel (Figura 8), a ygad da citocina foi
estatisticamente significativa nos pacientes (P,G31) em relacdo ao grupo controle no

tempo de 48 horas. Assim, optou-se por este tempoltivo para ambos os antigenos.

6000; e Pacientes
. ° m  Controles
£ 40001 i i i
[@)) ' ' \
=2 i : :

5 z z z
w : i i
2000+ ' ' '
= L * | |
i e | |
® e ' e '
° Fg ! | —o— | oo 8
0-1—ee I ©e0 g | o0 —wmm 8" mmms
24 horas 48 horas 72 horas 6 dias

Figura 8: Padronizag@o da producdo de Tlfpor PBMC de pacientes com lesdo ativa e do gropirae
estimuladas com o antigeno insoltveLd¢V.) braziliensis

Nota: em cada tempo, o asterisco mostra a difersiggaficativa entre os grupos (P < 0,05). As bahagzontais
representam as médias dos grupos.
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6.3.1.3 Interleucina-2

A figura 9 mostra a producéo de IL-2 frente aogerio soluvel nos diferentes tempos.
Embora nos tempos de 48 horas e 6 dias tenha sevatle maior producao dessa citocina
por PBMC de pacientes, comparando-se aos contnodEs houve diferenca significativa
entre os tempos de cultivo (P > 0,05).
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Figura 9: Padronizacdo da producao de IL-2 por PBMC de ptasecom lesédo ativa e do grupo controle
estimuladas com o antigeno solavelLd€V.) braziliensigP > 0,05).
Nota: as barras horizontais representam as médsagrdpos.
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Em relacdo ao antigeno insolavel, também néo feetada diferenca significativa
entre pacientes e grupo controle (P > 0,05) em urantlos tempos avaliados (Figura 10).

Assim, foi escolhido o tempo de 72h para a dosagemL-2 utilizando-se ambos os

antigenos.
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Figura 10: Padronizacdo da producdo de IL-2 por PBMC deepées com lesdo ativa e do grupo controle
estimuladas com o antigeno insoltveLdé¢V.) braziliensigP > 0,05).
Nota: as barras horizontais representam as médsagrdpos.
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6.3.1.4 Interleucina-10

Em relacdo ao antigeno sollvel, os pacientes aypegaen maiores niveis de IL-10
quando comparadas ao controle em todos os tempusdiferenca estatistica significativa
entre os grupos (P = 0,008) em 6 dias de cultiygu(g 11).
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Figura 11: Padronizagdo da produgéo de IL-10 por PBMC déeptes com leséo ativa e do grupo controle
estimuladas com o antigeno soltvelLdéV.) braziliensis

Nota: em cada tempo, o asterisco mostra a difersiggéficativa entre os grupos (P < 0,05). As balraszontais
representam as médias dos grupos.

Similarmente, uma maior concentracdo de IL-10 ferificada nos pacientes em
relacdo ao grupo controle na presenca do antigsotivel, embora sem apresentar diferenca
significativa (P > 0,05) entre os grupos nos tenmgsiadados (Figura 12). Assim, para ambos

0s antigenos, foi possivel optar pelo tempo de$ plara realizacédo das dosagens de IL-10.
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Figura 12: Padroniza¢éo da producéo de IL-10 por PBMC deepse$ com lesdo ativa e do grupo controle
estimuladas com o antigeno insoltveLd¢V.) braziliensi{P > 0,05).
Nota: as barras horizontais representam as médsagrdpos.
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6.3.2 Producéo de citocinas na LTA ativa e apéa cliinica

A determinacédo dos niveis de cada citocina foizada apos estimulacdo das PBMC
com ConA (2,5ug/ml), PHA (5,0ug/ml) e antigenosusel (1,25ug/ml) e insolavel
(2,5ug/ml) del. (V.) braziliensisAlém disso, também foi avaliada a producdo dzcitia em
culturas ndo estimuladas. O tempo de incubacéaolpbirg, IL-10 foi de 6 dias, enquanto que
para TNFe e IL-2 o tempo de cultivo foi de 48h e 72h, respamente. Para os pacientes
com lesdo ativa a analise foi realizada antes & amd ano do término do tratamento

quimioterapico.

6.3.2.1 Interferon-gama

Como mostra a Figura 13, em resposta a ConA, PBb@adientes com leséo ativa
produziram niveis significativos de IFM-quando comparados ao grupo controle (P = 0,014).
Resultado semelhante foi observado ao comparaigagie aos pacientes pos-tratamento (P
= 0,0062). Em contraste, ndo foi encontrada dif@esstatistica ao comparar 0s pacientes
antes e depois da quimioterapia (P > 0,05). Oseptas de cura espontanea produziram a
citocina em maior concentracdo quando comparadgsugm controle, embora sem diferenca
estatistica (P > 0,05). Esses mesmos pacientesizwrach niveis de IFN- similares aos
apresentados pelos pacientes com lesao ativa.

Os trés grupos de pacientes produziram JFBbb estimulo com PHA. Todos os
grupos de pacientes apresentaram maior producikiNde em relacdo aos individuos sadios,
embora sem diferenca significativa (P > 0,05). @signtes tratados apresentaram maiores
niveis da citocina em relacdo aos pacientes antestratamento e aos curados
espontaneamente, embora sem diferenca significativambas as comparacdes (Figura 13).

A Figura 13 também mostra os niveis de f-fente aos antigenos. Foi demonstrada
producao significativa de IFM-nos pacientes antes da quimioterapia (P = 0)086d0s
curados espontaneamente (P = 0,0127) frente ageantisoltvel dd.. (V.) braziliensis
guando comparados ao grupo controle. Embora ormasi apdés a quimioterapia tenham
apresentado maiores niveis da citocina em relagéondividuos sadios, nao foi encontrada

diferenca estatistica entre os grupos (P > 0,088ufado similar foi constatado ao comparar
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ao pacientes antes e ap0s o tratamento ainda geegnndo momento, a média da producao
de IFN-y tenha apresentado tendéncia ao declinio. Tambénhadve diferenca estatistica
entre os niveis de citocina produzidos entre owiithdos com cura espontanea e os pacientes
antes e apos o tratamento (P > 0,05).

Em resposta ao antigeno insolavel, PBMC dos pasardam lesao ativa (P = 0,0034),
tratados (P = 0,0134e curados espontaneamente (P = 0, pMpresentaram niveis
estatisticamente maiores de IFNem comparacdo aos controles. Em contrapartidafaao
observada diferenca estatistica ao comparar osrgasiantes e apos o tratamento (P > 0,05),
embora no segundo momento a média da producaaatanei tenha aumentado. Também
nao foi significativa a comparacédo entre 0s paegmbm cura espontanea e 0s pacientes
antes e apos a quimioterapia (P > 0,05).

Ao comparar as médias da producéao de H-Bm resposta aos antigenos nos grupos
de pacientes, pode-se observar que o antigenavesg@romoveu maiores niveis da citocina,
com diferenca estatistica significativa nos paegrmom lesédo ativay( P = 0,494), apos a
quimioterapia ¢: P = 0,001) e curados espontaneamenteP( = 0,009) em relacdo ao

antigeno soluvel.
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Figura 13: Producédo de IFN-entre os grupos de pacientes com lesdo ativaAPgsapos o tratamento (Pcs
PT), pacientes curados espontaneamente (Pcs GHpe Gontrole, em resposta aos mitdgenos ConA e @HA
antigenos sollvel e insoldvel.

Nota: os asteriscos representam as diferencasis@iviis entre pacientes e grupo controle, e a Igtegay (psi)
representa as diferencas significativas nos grufgopacientes em resposta aos diferentes antigbnes0(05). As
barras horizontais representam as médias dos grupos
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6.3.2.2 Fator de necrose tumoral-alfa

A producéo de TNF sob estimulo de ConA foi sigatiica nos pacientes tratados em
comparacdo ao momento antes da terapia (P = 0,0@#)bém foi encontrada diferenca
estatistica ao comparar o0s pacientes poés-trataméamdo aos pacientes curados
espontaneament&{ P = 0,005) quanto ao grupo controle (P = 0,0Bh).contrapartida, os
pacientes com lesdo ativa demonstraram niveis de-df Nimilares aos apresentados pelo
grupo controle. Resultado semelhante foi enconteamdcomparar 0os pacientes com regressao
espontanea da lesdo e o grupo controle (Figura 14).

Em resposta a PHA, os niveis de TReram significativos nos pacientes apos o
tratamento em relagdo a antes do tratameftyoR = 0,008), como demonstra a Figura 14.
Também houve diferenca significativa ao comparapasentes apds a quimioterapia tanto
com os controles (P = 0,0001) como com 0s paciauescura espontaneds( P = 0,017)
quanto aos. A producdo de TNFambém foi significativa nos pacientes com ledi@dP
= 0,001) em relacdo ao grupo controle. Embora dévitluos curados espontaneamente
tenham apresentado niveis maiores da citocina empa@cao ao grupo controle, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos (P>0,05).

A Figura 14 mostra também a producdo de TiNffrente aos antigenos.O antigeno
soluvel deL. (V.) braziliensisinduziu de forma significativa a producdo de T&lFos
pacientes antes (P = 0,008) e apo0s o tratamento @F0003) em comparacdo ao grupo
controle. Embora os pacientes com cura espont@&méarmn exibido maior concentracédo da
citocina em relagédo aos individuos sadios, ndmlisiervada diferenca estatistica. Também
nao houve diferenca ao comparar 0s pacientes enbsarab momentos aos curados
espontaneamente (P > 0,05).

Frente ao antigeno insoluvel, a producdo de tNies pacientes antes (P = 0,007) e
apos o tratamento (P = 0,003) foi significativa epmparacdo ao grupo controle. Os
pacientes tratados exibiram niveis significativascdocina E;: P = 0,035) ao comparar com
o grupo de individuos curados espontaneamente.a®grpes com regressao espontanea
exibiram maior concentragdo da citocina em relegd® individuos sadios, ainda que sem
diferenca estatistica. Também ndo houve diferemacanparar os pacientes antes da

quimioterapia aos curados espontaneamente (P » (@i@bra 14).
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Ao comparar os niveis de TNFinduzidos pelos antigenos em cada grupo, observou-
se que apo6s o tratamento houve um discreto aunmastaniveis de TNIe- em relacdo ao
momento antes do tratamento, embora sem diferesiggistica (P > 0,05). O antigeno
insoltvel induziu producédo significativa de TNFem relacdo ao soluvel no grupo de

pacientes, tanto antes (P = 0,010) como apés aafenapia (P = 0,004) (Figura 14).
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Figura 14: Producéo de TNk-entre os grupos de pacientes com lesdo ativaAPEsapos o tratamento (Pcs
PT), pacientes curados espontaneamente (Pcs Qipe Gontrole, em resposta aos mitdgenos ConA e @HA
antigenos sollvel e insoltvel.

Nota: em cada estimulo, os asteriscos representalifeasncas significativas entre pacientes e grparole, e a
letra gregaZ (ksi) mostra as diferengas significativas entre gogpos de pacientes (P < 0,05). J& os niveis
significativos nos grupos de pacientes em respustadiferentes antigenos sao indicados pela letgay (psi) (P <
0,05). As barras horizontais representam as méldiagrupos.
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6.3.2.3 Interleucina-2

Como mostra a figura 15, a producéo de IL-2 emastspa ConA foi observada em
pequenos niveis em todos os grupos estudados. @as &s comparacdes realizadas entre
eles, n&o foi observada diferenga significativa.

Sob estimulo com PHA, foi evidenciada diferencatéstica ao comparar os pacientes
antes e apos o tratament®s:(P = 0,023). Os pacientes com lesédo ativa exibindweis
significativos de IL-2 tanto em relacdo ao grupatoge (P = 0,041) quanto aos curados
espontaneament&d: P = 0,0384) (Figura 15).

Todos os grupos analisados produziram IL-2 em p®gleconcentracbes sob
estimulacdo de ambos os antigenos (Figura 15)nR@genas os pacientes com lesdo ativa
apresentaram niveis significativos da citocina etacdo aos controles, sob estimulo do
antigeno insoluvel (P = 0,021). Em todas demaidismsarealizadas, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos.

Embora sob estimulacdo do antigeno insolivel ogogrude pacientes tenham
produzido maiores niveis de IL-2 em comparacdoodygdo da citocina frente ao antigeno
solavel, ndo foi observada diferenca significafiwa> 0,05) (Figura 15).
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Figura 15: Producdo de IL-2 entre os grupos de pacientes eséolativa (Pcs AT), apds o tratamento (Pcs PT),
pacientes curados espontaneamente (Pcs CE) e Quuoole, em resposta aos mitbgenos ConA e PHA e
antigenos soluvel e insoluvel.

Nota: em cada estimulo, os asteriscos representalifeasngas significativas entre pacientes e greqarole, e a
letra grega= (ksi) mostra as diferencas significativas entreyagos de pacientes (P < 0,05). As barras horimonta
representam as médias dos grupos.
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6.3.2.4 Interleucina-10

A producéo de IL-10 sob estimulo da ConA, tanto pasientes com lesédo ativa
quanto apés a quimioterapia, foi maior que nosviddos sadios, embora sem diferenca
significativa. Foram observadas maiores concentag@ citocina antes da quimioterapia ao
comparar com 0 momento pos-tratamento, ainda quedgerenca estatistica. Em relagéo ao
grupo controle, os pacientes com cura espontareuziram IL-10 em niveis significativos
(P = 0,040). Da mesma forma, diferenca estatisticaonstatada comparando-se 0s grupos
de pacientes com lesao ati&:(P = 0,011) e apds a quimioterapiz:(P = 0,022) com o0s
individuos curados espontaneamente (Figura 16).

O estimulo com PHA promoveu maiores niveis de ILeh® todos os pacientes em
relacdo ao grupo de individuos sadios, ainda qoedsierenca significativa, como mostra a
Figura 16. Também ndo houve diferenca estatistica comparagdes entre os grupos de
pacientes (P > 0,05).

Como mostrado na figura 16, os pacientes com latiéia apresentaram, frente ao
antigeno solavel, niveis significativos de IL-10 eetacdo ao grupo controle (P = 0,035).
Embora estes pacientes tenham produzido a citeamanaior concentragdo ao comparar com
0 momento apds a quimioterapia, nao foi observéddeedca estatistica. Também nao houve
diferenca entre os niveis de IL-10 exibidos peloacigntes tratados e curados
espontaneamente em relagdo aos controles, bem entr® os pacientes antes e ap0s o
tratamento e os individuos curados espontanear{fent®,05).

O antigeno insoltuvel induziu maior producdo de OL-4m todos os grupos de
pacientes em comparacao aos controles, ainda auederenca significativa. O mesmo
resultado estatistico foi observado ao comparapaisentes antes e apds o tratamento
quimioterapico aqueles curados espontaneamenteoBtrapartida, foi verificada producéo
significativa de IL-10 nos pacientes com lesdoatao comparar com 0 momento pos-
tratamento&o: P = 0,034) (Figura 16).

Realizando-se a comparacéo dos niveis de IL-10Qugrdds em resposta aos antigenos
solavel e insoluvel dé.. (V.) braziliensisem cada grupo, ndo foi evidenciada diferenca
significativa (P > 0,05), embora o antigeno solieeha induzido maiores concentra¢gfes da

citocina em relacéo ao insoluvel (Figura 16).
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Figura 16: Producgdo de IL-10 entre os grupos de pacientesles@io ativa (Pcs AT), apds o tratamento (Pcs
PT), pacientes curados espontaneamente (Pcs GHpe Gontrole, em resposta aos mitdgenos ConA e @HA
antigenos sollvel e insoldvel.

Nota: em cada estimulo, os asteriscos representalifeasncas significativas entre pacientes e grparole, e a
letra grege= (ksi) mostra as diferencas significativas entreyagos de pacientes (P < 0,05). As barras horimonta
representam as médias dos grupos.
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6.3.3 Associacgdo entre mediadores imunologicoslesdainicos

Para avaliar a associacao entre a producao citoeiMO com o tamanho da lesdo de
pacientes com LTA ativa e com o resultado da IDRMdcientes curados espontaneamente,
foi realizado o teste de correlagdo de Spearman @®5). Os resultados significativos sao

descritos nos topicos a seguir.

6.3.3.1 Fator de necrose tumoral-alfa e tamanhtedéo

A producdo de TNIFe frente ao antigeno solivel demonstrou correlacéersa
significativa (P < 0,05) com o tamanho das lesGages®entadas pelos pacientes antes do

tratamento, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Andlise de correlacdo entre a producdo de TNReran antigeno sollUvel e a area das lesbes de
pacientes com LTA ativa.

N Correlacéo (r.) Valor de P
TNF (pg/ml) 13 ]
Area lesdes (mf) 12 0,571 0,049

Nota: t= Coeficiente de correlacéo de Spearman; N = nGcheacientes
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6.3.3.2 Interleucina-2 e resultado da IDRM

Analisando-se a correlacdo entre os niveis de pkeBuzidos sob estimulo de ambos
0s antigenos e o resultado da IDRM de pacientesatmenespontanea, observou-se relagéo
inversa significativa entre as variaveis (p<0,@9)mo indicado nas tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Analise de correlacdo entre a producéo de IL-2tér@o antigeno sollvel e o resultado da IDRM em
pacientes curados espontaneamente.

N Correlacao (r.) Valor de P
IL-2 (pg/ml) 11 i
IDRM (mm) 11 0,615 0,044

Nota: t= Coeficiente de correlacéo de Spearman; N = nGcheacientes

Tabela 5.Andlise de correlacao entre a producédo de IL{&dérao antigeno insolivel e o resultado da IDRM em
pacientes curados espontaneamente.

N Correlacao (ry) Valor de P
IL-2 (pg/ml) 11 )
IDRM (mm) 11 0,683 0,021

Nota: = Coeficiente de correlacao de Spearman; N = nUdemacientes
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6.4 Dosagem de 6xido nitrico nos sobrenadantes détara

6.4.1 Padronizacao da reacéo de Griess

A dosagem de NO nos sobrenadantes de culturadiizada de forma indireta atraves
da reacéo de Griess, que detecta a presenca desupnatiutos estaveis da sintese de NO — o
nitrito (NO'2). Previamente as dosagens, foi realizado um edsagadroniza¢cdo nas mesmas
condi¢cbes dos ensaios para padronizacéo de cisodhéempo de cultivo que apresentou as
maiores médias de densidades Opticas (DOs) em PRM@=mcientes foi escolhido para os
proximos ensaios. Os resultados para cada antg@@ndescritos a seguir.

A Figura 17 representa os niveis de nitrito nogestddantes de culturas estimuladas
com 1,25 pg/ml do antigeno soluvelldg(V.) braziliensisNao houve diferenca significativa
no grupo de pacientes entre os tempos de cultival@dos, bem como entre pacientes e

grupo controle (P > 0,05).
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Figura 17: Padronizacdo da deteccéo de nitrito produzidoRBWC de pacientes com leséo ativa e do grupo
controle apds estimulo com o antigeno sollvel.d¥.) braziliensigP > 0,05).
Nota: as barras horizontais representam as médsagrdpos.
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Em resposta ao antigeno insoltvel, houve produiggiifisativa de NO por parte do
grupo de pacientes em relacao ao controle em & eoé dias de cultivo (ambos P = 0,0079)
(Figura 18). Porém, uma vez que 0s pacientes piagoizniveis de NO discretamente
menores em relacdo ao grupo controle frente ageardiinsolivel em 72 horas de cultivo,

pode-se optar pelo tempo de 6 dias para as proxdosegens de NO utilizando-se ambos os

antigenos.
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Figura 18: Padronizacdo da deteccado nitrito produzido por EBdé& pacientes com lesdo ativa e do grupo
controle apds estimulo com o antigeno insollvél.d¥.) braziliensis

Nota: em cada tempo, os asteriscos representarfeasngias significativas entre os pacientes e oaqyogptrole (P <
0,05). As barras horizontais representam as méldiagrupos.
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6.4.2 Producgéo de 6xido nitrico na LTA ativa e apds clinica

A determinacéo indireta dos niveis de NO foi reale nos sobrenadantes de
culturas de PBMC estimuladas durante seis dias ComA (2,5ug/ml), PHA (5,0pg/ml) e
antigenos solavel (1,25ug/ml) e insoluvel (2,5udpktell. (V.) braziliensisPara os pacientes
com lesdo ativa a analise foi realizada antes & apd ano do término do tratamento
quimioterapico. Os sobrenadantes dos pacientesrdeespontanea e do grupo controle foram
avaliados em apenas um momento.

Os pacientes com leséo ativa (P = 0,036) e osmasie€urados espontaneamente
(P = 0,006) apresentaram producéo significativdl@eem relacdo aos individuos sadios em
resposta a ConA. Os pacientes tratados exibiranomeemiveis de NO em comparacdo aos
pacientes com cura espontanea, com diferencastisesignificativa entre os grupds: § P
= 0,042). Em contraste, a produgéo do radical faiomnos pacientes com lesao ativa em
comparacdo ao momento pos-quimioterapia, embora dsfarenca significativa (P>0,05,
Figura 19).

A producao de NO frente a PHA se mostrou signiffeahos pacientes curados
espontaneamente em relagdo ao grupo controle (B19)0 Embora esta relagdo tenha sido
semelhante ao comparar os pacientes com lesaaativacom 0os mesmos apos o tratamento
guanto com os controles, ndo foi constatada difaresignificativa entre os grupos. (Figura
19).

A Figura 19 mostra também a producdo de NO freaseaamtigenos. O antigeno
soluvel deL. (V.) braziliensisinduziu producédo significativa de NO nos paciertesados
espontaneamente em relacéo aos pacientes anteP € 0,023) e apos a quimioterapa
P = 0,001). Os pacientes com cura espontanea praciun radical também em niveis
significativos quando comparados ao grupo contf@le 0,0007). Embora o NO tenha sido
produzido em maior concentracdo nos pacientes ang®s o0 tratamento em comparacao
com os controles, ndo houve diferenca estatigica@,05). Também n&o houve diferenca ao
comparar 0s pacientes antes e ap0s o tratamento.

Em resposta ao antigeno insolUvel, os pacientes leséo ativa &3 P = 0,048)
exibiram niveis significativamente maiores de NO eamparacdo ao momento apos a
quimioterapia. Tanto os individuos curados espaaarente (P = 0,0410) quanto os
pacientes com leséo ativa (P = 0,012) produzirameNRQOmaiores concentracdes em relacao

ao controle, com diferenca significativa entre ogpgs. Os pacientes com cura espontanea,
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por sua vez, produziram o radical com significarestatistica ao comparar com 0s pacientes
tratados £14. P = 0,008).

Ao realizar a analise dos niveis de NO induzidosgmbos os antigenos de (V.)
braziliensisnos grupos de pacientes, foram verificados nivgisfeativos do radical frente
ao antigeno soluvel nos pacientes com cura espntanP = 0,011) em comparag¢do com o
antigeno insoltvel. Em todos os outros grupospasentracdes de NO induzidas por ambos

0s antigenos foram similares.
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Figura 19: Produgd@o de NO entre os grupos de pacientes o Hiva (Pcs AT), apds o tratamento (Pcs PT),
pacientes curados espontaneamente (Pcs CE) e gampimle, em resposta aos mitdgenos ConA e PHA e
antigenos soluvel e insoltvel.

Nota: em cada estimulo, os asteriscos representalifeasngas significativas entre pacientes e greqarole, e a
letra gregaZ (ksi) mostra as diferengas significativas entre gogpos de pacientes (P < 0,05). Ja os niveis
significativos nos grupos de pacientes em resmastaiferentes antigenos sao indicados pela letgag (psi) (P <
0,05). As barras horizontais representam as méldiagrupos.
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7 DISCUSSAO

Na leishmaniose, um dos fatores chave para a detsgéo das manifestacdes clinicas
e 0 curso da infeccdo é a espécie causadora dexzadd®OCHA et al.,, 2007). Em
Pernambucol.. (V.) braziliensigpermanece, até o0 momento, como 0 Unico agentégtio
da LTA. Como caracteristica principal, a doenca aggesenta sob um espectro de
manifestacbes que, em relacdo a gravidade, vasdediesOes cutaneas localizadas até o
comprometimento de mucosas (BRANDAO-FILHO et 8002 REITHINGER et al., 2007).

Além dessas manifestacfes, a ocorréncia da curant@sga em pacientes com
leishmaniose cutanea tem sido documentada em érelsnicas de infeccao par (V.)
braziliensis(BRITO et al., 2001; CARVALHO et al., 1995; GOMES-8A et al., 2007),
embora seja descrito que espécies deste subgémesant lesdes mais dificeis de regredir
espontaneamente, além do potencial risco de ddseaneato para a forma mucocutanea
(MELBY et al., 2002). Diante da escassez de estveloentes envolvendo pacientes curados
espontaneamente, e na tentativa de melhor commeesdmecanismos envolvidos com a
cura na LTA, foram avaliados neste estudo pacietwes doenca ativa e um ano apos o
tratamento, bem como individuos que obtiveram clinéca espontéanea.

De forma contraria a trabalhos anteriores (GUIMARSAEt al., 2009; REIS et al.,
2008; RODRIGUES et al., 2006), a doenca foi nadi& em igual numero de pacientes de
ambos o0s sexos no grupo com doenca ativa, e emr mainero de pacientes do sexo
feminino no grupo com cura espontanea. Este dade per reflexo da crescente participacéo
feminina em atividades agricolas (SALES, 2007). &an parte dos pacientes de ambos os
grupos trabalhava em zonas rurais, e todos eracegeates de municipios proximos a areas
de Mata Atlantica.

Eventos como exploracdo desordenada de florestaspagdo de encostas e
aglomerados em centros urbanos associados a neataslarias e residuais exercem grande
influéncia sobre a transmisséo da LTA, que acordegando padrdes epidemioldgicos. Além
destes fatores, a falta de saneamento basico,tegada e acesso as condi¢cdes basicas de
saude contribuem para o estabelecimento do carddémico da doenca (BRASIL, 2007).

Quando se refere a quimioterapia, para todas asafoda leishmaniose, o tratamento
classico é realizado através da administracao tilm@mais pentavalentes. No Brasil, a droga

de primeira linha € o antimoniato de n-metilglucaani ou Glucantim®. No presente

trabalho, antes da quimioterapia, todos os padaypeesentavam a forma cutanea localizada
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da LTA. Mais de 64% dos pacientes deste grupo aebamram apenas uma lesao
caracteristica, com tempo de evolucéo entre ods ditrés meses e situada, na maioria das
vezes, nos membros inferiores. Este perfil de apaento das lesGes no corpo pode ser
entendido pelo envolvimento dos pacientes em aiiléd no campo, onde os trabalhadores,
na maioria das vezes, dispensam o uso de vestisngmacobrem toda a superficie corporal.
Além disso, o tempo decorrido entre o aparecimeatéesdo e a procura pelos servigos de
saude foi similar ao encontrado em trabalhos amwessi (ANTONELLI et al., 2005; DA-
CRUZ et al., 2002; DORVAL et al., 2006), o que e&fl o aumento do conhecimento dos
pacientes sobre a existéncia da doenca nos ulttmos (BASANO; CAMARGO, 2004).
Assim como no presente estudo, a elevada frequélec@sos de leishmaniose cutanea foi
registrada em diversos outros trabalhos (ANTONE&LEI., 2005; DA-CRUZ et al., 2002;
LEOPOLDO et al., 2006; REIS et al., 2009).

Apés a avaliacao clinica e coleta de sangue vemsspacientes foram submetidos ao
esquema terapéutico com Glucantime®, que teve doregriavel entre um e quatro ciclos,
de acordo com a resposta terapéutica de cada macBBERMAN (2003) sugere que esta
resposta possa variar com a idade, principalmentafeccdes por parasitos pertencentes ao
géneroViannig embora esta relagdo ndo tenha sido observadasenpe estudo. Acredita-se
também que fatores inerentes ao parasito, ao heisped a utilizacdo da medicacdo
interferem no sucesso da quimioterapia (RODRIGUES. £2006).

Uma grande dificuldade para o tratamento da LTApffecendo a interrupcdo do
tratamento, € a sua ocorréncia em areas ruraisddicit acesso ao servico de saude. Além
disso, muitas vezes, ha necessidade exclusivarajgétgica parenteral (RODRIGUES et al.,
2006).

ApoOs a administracdo do antimonial, o critério deacutilizado no presente trabalho
foi o clinico, caracterizado pela completa cicaitéo da lesdo. Com a finalidade de assegurar
a cura e verificar o aparecimento de novas lesfesreas proximas a cicatriz (recidivas), foi
realizado o acompanhamento dos individuos tratddente ano apds o término do esquema
terapéutico (BRASIL, 2007). Em 92,3% dos paciembeselatada a cura clinica, ndo sendo
verificada a ocorréncia de nenhuma recidiva.

A boa eficacia terapéutica também ja foi descrita autros estudos, e pode estar
relacionada a caracteristicas do parasito e aoopteropo de evolucdo da maioria dos
pacientes (OLIVEIRA-NETO et al., 1997; PASSOS et2001). As lesdes cutaneas causadas
por L. (V.) braziliensissdo normalmente susceptiveis ao tratamento cormamtis e a

cicatrizagéo ocorre no final da terapia (COUTINHQlg 2002).
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O monitoramento dos individuos tratados € obsertaddém em outros trabalhos,
porém com variacdo desde o final imediato da tarapé trés meses contados a partir do
término do tratamento (D’OLIVEIRA JUNIOR et al., @0 TOLEDO et al.,, 2001). Em
comparacdo com os resultados deste trabalho, @alg$&y pds-terapéuticas em periodos
menores que um ano podem se mostrar insatisfatpoas90% das recidivas ocorrem em até
um ano depois da finalizacdo do tratamento e «aeafio das lesdes (GONTIJO;
CARVALHO, 2003; MENDONCA et al., 2004; SCHUBACH at, 1998).

Em relacdo aos pacientes com cura espontaneaigantes deste estudo, todos
apresentaram, no momento da avaliacdo clinicatriziesa caracteristicas da LTA, além de
relatarem historia pregressa da doenca. Na mart gas individuos, a cicatrizacdo da leséo
se deu em até trés meses. A rapidez em processasirdeespontanea foi observada,
similarmente, por Carvalho et al. (1995). Duranteauepidemia ocorrida em area de
transmissao para. (V.) braziliensisa cura sem o uso do medicamento foi notificadaspe
autores em pacientes ap0s um periodo de doeneagui ou inferior a trés meses.

A positividade para a IDRM foi de 100% nos pacisrderados espontaneamente. Em
associacdo ao exame clinico, a IDRM é utilizadaa par definicAo de casos de cura
espontanea. O resultado positivo da reacdo auxitleagnostico diferencial, uma vez que o
aspecto da cicatriz pode ser confundido com oul@ncas. A reacdo, que denuncia a
presenca de resposta imune celular frenteeiahmania permanece positiva nos pacientes
cuja lesao regrediu sem a necessidade de tratanpentmterapico (BRASIL, 2007).

Sabe-se que uma eficiente resposta imune mediadaéhdas é requerida para a
eficacia de antimoniais pentavalentes no tratamedto leishmaniose (BERGER,;
FAIRLAMB, 1992; COUTINHO et al 1996, 1998; TOLEDO et al., 2001). Portantstatus
imunologico do hospedeiro infectado p@ishmanigpode desempenhar um importante papel
no sucesso da quimioterapia.

Em modelo murino, considerado o melhor para estuldogsesposta imune frente a
infeccdo porL. major, € bem fundamentado que a resposta imune celetmtpenha um
importante papel no desfecho da leishmaniose. Allpg@o celular envolvida nesta resposta €
predominantemente de células T e, de acordo confhagem de camundongos estudada, um
perfil Thl ou Th2 de producéo de citocinas irdesedvolver (COUTINHO et al., 1998).

Em contraposigéo, o desenvolvimento de um modegderaxental dedicado a estudos
imunologicos sobre a infeccéo por (V.) braziliensise dificultado por fatores relacionados

tanto ao parasito quanto da manutencdo em cultofangada. Poucos trabalhos obtiveram
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sucesso em realizar esta infec¢do, observanddadssisemelhantes aqueles observados no
hospedeiro humano (DEKREY et al., 1998; MOURA et2005).

Em virtude desta dificuldade, a resposta imunerdeskeada na infeccao plor (V.)
braziliensis € cada vez mais estudada em pacientes (CARVALHOalget 1985;
CONCEIQAO-SILVA et al., 1990; COUTINHO et al., 199MMENDONCA et al., 1986;
REIS et al., 2009; TELINO et al., 2005; TOLEDO kf 2001). Ainda que apresente alto grau
de complexidade, a resposta imune em todas as docifracas da LTA é dependente de
células T e, de maneira geral, é aceito que aetlifer entre resisténcia e susceptibilidade a
infeccdo porLeishmaniaesta relacionada com o nivel de expansdo de céllihse Th2
(BACELLAR et al., 2002; PIRMEZ et al., 1993).

Considerando-se que o papel das células T € inmpertaa LTA, que a doenca €&
endémica em Pernambuco, que(V.) braziliensisé, at¢é 0 momento, o seu Unico agente
etioldégico no Estado, nosso grupo vem realizandaracteriza¢do da resposta imune celular
na LTA ativa e ap6s cura clinica frente aos antigesolivel (AgSol) e insoluvel (Agins) de
L. (V.) braziliensis

Em estudos anteriores, Brito et al. (2000; 20018aaram o decaimento dos niveis de
anticorpos contra as proteinas de 27 e 30 kDa &olAgo comparar soros de pacientes com
lesdo ativa e apOs tratamento quimioterdpico. IPsnfnilar de resposta anticorpica foi
observado em pacientes curados espontaneamerdg@ désposta a proteina de 19kDa do
AglIns, esses pacientes apresentaram um aumentuwais de anticorpos. Em funcédo destes
resultados, os autores sugerem o uso dos antigemumsmarcadores de cura.

Ainda que sejam observados titulos de anticorpestdr aos antigenos soluvel e
insoltvel, é importante salientar que o papel daasta humoral na evolucao clinica da LTA
nao esta totalmente definido (TRUJILLO et al., 19®ada a predominancia de células T na
resposta imune desenvolvida frente ao parasitoa méecessidade de dar continuidade a
caracterizagdo dessa resposta em pacientes corgadatiara ou apos cura clinica. Esperou-se,
com este estudo, detectar possiveis parametrosspasta imune associados a cura obtida
tanto apos a quimioterapia quanto de forma espeatamcondicdes que sugerem o
desenvolvimento de resposta imune protetora (CARN@Let al., 1995).

A resposta imune na LTA humana vem sendo estudadadigersos grupos de
pesquisa utilizando-se, com frequéncia, PBMC edtidas com antigenos totais de
promastigotas de. (V.) braziliensiyDA-CRUZ et al., 2002; TELINO et al., 2005; TOLEDO

et al., 2001). Em contraste, recentemente nosguogrbservou resposta linfoproliferativa e
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producédo de IFN-e IL-10 especificas por pacientes antes e aptasrteato, sob estimulo do
AgSol (REIS et al., 2009).

Um melhor entendimento dos mecanismos envolvidosuna ou progressao da LTA
pode ser obtido com o uso de antigenos com disertmposi¢cdes na avaliacdo da resposta
imune. Desta forma, no presente estudo a produn&dro de IFNy e IL-10 foi também
avaliada, bem como de TNE-IL-2 e de 6xido nitrico, em resposta aos antigesauvel e
insoltvel. Acredita-se que, por ser constituiddrdgmentos de membrana daishmania o
AgIns seja mais imunogénico que o primeiro, formauw proteinas do citoplasma do
parasito (TELINO et al., 2005).

Avaliando-se a produgcdo das citocinas e de NO dreats mitdgenos, foram
observadas diferencas significativas entre os grupo ConA e a PHA sdo mitdgenos
policlonais que tém sido amplamente utilizados stad®sin vitro de ativacdo de células.
Induzem mitose por um mecanismo que € dependenfEC& e nem todas as células T
sofrem esse processo (PAUL, 1999). Assim, as difai® estatisticas encontradas na
producdo das citocinas podem ser explicadas p@ fde, ou seja, 0s mitdgenos nao
estimularam a mitose igualmente nesses grupos.

A principal caracteristica da infec¢cdo gagishmaniaé a colonizacdo de células do
sistema monocitico fagocitario (SMF), especialmangeréfagos, pelas formas amastigotas
do parasito. Este evento faz com que o controléenfieccdo seja dependente da resposta
imune mediada por células (BRASIL, 2007). Dessmré a partir da ativacdo macrofagica
via IFN-y secretada por células T que ocorre a eliminacdasparia. Esta citocina é
fundamental no estabelecimento e manutencdo de uwesposta Thl protetora
(CASTELLANO et al., 2009).

Em resposta ao antigeno soltvel, a producao dey I[pdi-PBMC dos pacientes antes
da quimioterapia e de cura espontanea foi sigtif@am relacdo ao grupo controle. Este
grupo apresentou também menores niveis da cita@imaomparacdo aos pacientes pos-
tratamento, embora sem significancia estatist@&aab estimulo do Agins, houve diferenca
significativa na producao IFN-de todos os pacientes quando comparados ao gouprole.

Por conta da infeccdo paeishmania sugere-se que as PBMC dos pacientes tenham
estabelecido uma resposta imunoldgica com a fiaddidle combater o parasito. No momento
da cultura, as células dos pacientes foram novamdesafiadas ao serem mantidas na
presenca de ambos os antigenos. Isto pode explieamento da producao de IFNpor

PBMC de pacientes, e sugere a formacdo de uma n@emarnoldgica, uma vez que 0S
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individuos sadios, sem historia prévia da doeng#iram niveis minimos da citocina em
resposta aos antigenos.

Ao comparar as médias de IRNantes e apds o tratamento quimioterapico, pereebeu
se que, frente ao AgSol, ocorreu uma diminuicaoitd@ina no segundo momento. Resultado
inverso foi observado com o Aglns, onde a respp&satratamento mostrou-se discretamente
aumentada. Este mesmo perfil para ambos os ansigiEmoverificado ao comparar 0s
pacientes no momento da leséo ativa e 0s paciemesegressao espontanea. Em todas estas
comparacdes, ndo houve diferenca significativaeeygrgrupos analisados.

Uma vez que pacientes com a forma cutéanea localizadseguem estabelecer uma
resposta Thl benéfica, no decorrer da quimioterdpgsperada a gradativa destruicdo dos
parasitos via macréfagos, com consequente deptec@arga parasitaria. A ocorréncia deste
evento pode justificar a diminuicdo dos niveis -} frente ao AgSol nos pacientes apés o
tratamento, como visto também por Reis et al. (0BO8M como nos pacientes curados
espontaneamente. Embora nesses pacientes a mediéactenha sido administrada, sugere-
se que 0s mesmos apresentem uma modulacdo dataespose, alcancando a cura clinica
(GOMES-SILVA et al., 2007).

Por outro lado, autores postulam que a diminuigiecatga de parasitos pelo uso de
antimoniais pode contribuir para o desenvolvimeatgaima resposta do tipo Thl, com maior
producao de IFN-ap06s a quimioterapia (COUTINHO et al., 1996; CONHO et al., 1998;
DA-CRUZ et al., 2002). Aléem disso, outras investiy@s demonstraram o desenvolvimento
de uma resposta Thl induzida por IL-12 facilitagéplecaimento da populacdo parasitaria
(SCOTT, 1994). Estas observagfes podem justificaescimento nos niveis da citocina nos
pacientes apos o tratamento e com regressao espariténte ao Aglns vistos neste estudo.

Em estudos anteriores onde foi observado o mesmerao, foi utilizado o antigeno
total obtido a partir de formas promastigotad.dé€V.) braziliensigDA-CRUZ et al, 2002;
TELINO et al, 2005; TOLEDO et al 2001). Como este ndo passa por processos
diferenciados de centrifugacdo para separacao depamentes de membrana (porgéo
insoltvel) e citoplasmaticos (porcao soluvel), pedesugerir que sua imunogenicidade
advém da existéncia de por¢cdes de membrana datparagpreparacao antigénica.

Diante disto foi realizada a comparacdo dos nideigitocinas e de NO induzidos
pelos antigenos sollvel e insoltuvel lde(V.) braziliensis Nos trés grupos de pacientes foi
observada uma maior producao de HNente ao Agins, em comparagcao ao AgSol. A partir

destes resultados, pode-se sugerir que o AgSohwdsti com menor intensidade a resposta
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Thl. Além disso, pode haver nesses pacientes uor mainero de populacdes celulares com
memoria imunolégica para componentes do Agins (RIKDES, 2000).

Além de IFNy, os niveis da citocina pro-inflamatoria TMFtambém foram
mensurados neste estudo. Esta proteina é secpetadecrofagos e linfocitos, cuja producao
é aumentada pelo IFN{BACELLAR et al, 2002). Varias evidéncias mostrgue IFNy e
TNF-o sdo importantes para o controle da leishmaniasemBdelo murino, sugere-se que as
duas citocinas atuem sinergicamente, mediando ass®hminacdo dos parasitos atraves da
inducéo de oxido nitrico (BRUNET, 2001; LIEW et dl990). H4& também sugestdes sobre a
presenca de uma resposta tipo Thl em pacientedosusspontaneamente e com infecgéo
subclinica pot.. (V.) braziliensiCOUTINHO et al., 1998).

No presente estudo, em resposta a ambos 0s argjgen@acientes antes e apos a
quimioterapia produziram TN&-em niveis estatisticamente significantes em coagadar 0s
individuos sadios. Embora a média apresentada grajmo controle tenha sido menor em
relagcdo aos pacientes curados espontaneamentdpindoservada diferenca significativa.
Semelhantemente aos resultados obtidos comyJFdiigere-se a presenca de células de
memaoria na resposta imune desses pacientes.

Em relacdo aos pacientes antes e apos tratamenige lum discreto aumento da
producdo de TNk no segundo momento, também frente a ambos oseaofig Ja o0s
pacientes curados espontaneamente produziram @neitem menores concentracdes em
relacdo aos pacientes tratados. Uma explicacdo gses resultados pode ser a possivel
influéncia do tratamento com antimoniais na searalg citocinas pro-inflamatorias, o que
pode nao ocorrer nos pacientes que obtiveram sEgesspontanea da lesdo, os quais
apresentaram baixos niveis de TWMEKOCYIGIT et al., 2002).

Postula-se que, para haver a adequada estimulasimalcrofagos, a producao de
citocinas pro-inflamatorias € intensificada pelaados antimoniais. Em trabalho recente, foi
demonstrado o aumento da produgéeitro do TNFa na presenca do Glucantime® e, por
consequéncia, dos niveis de Oxido nitrico. Alémsdalisa fagocitose das leishmanias é
realizada via receptores do sistema Complementodé&sorréncia da droga, foi constatado
um aumento na taxa de fagocitose, provavelmenteparpossivel habilidade do antimonial
em aumentar a expressao de receptores para o aiflemplemento na membrana dos
fagécitos (MUNIZ-JUNQUEIRA; PAULA-COELHO, 2008). binte disto, pode haver uma
imunoestimulacéo provocada pela droga, o que peddeesponsavel pela potencializacédo de
sua atividade microbicida (KOCYIGIT et al., 2002).
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Ao comparar a producdo de TNFsob estimulo de ambos os antigenos, os niveis da
citocina mostraram-se significativamente maiores pecientes antes e apds a quimioterapia,
sob estimulo do Agins. Assim como nos resultaddgl@® na producédo de IFN-pode-se
sugerir uma menor estimulacdo celular pelo AgSal, anda presenca de memoria
imunoldgica para determinantes antigénicos do Agins

A correlagcdo entre a producdo de TlFfrente ao antigeno soltvel por PBMC de
pacientes com LTA ativa e a area das lesdes exiliadgambém avaliada no presente estudo.
Foi constatada uma relacdo inversa entre as véjawe seja, quanto maiores 0s niveis de
TNF-0, menor a area das lesfes. Este resultado pofiessicado pela possivel influéncia de
fatores imunomoduladores (p. ex. IL-10) sobre posw Thl, especialmente sobre N
que contribui para a regresséo da lesao ao finguiolaioterapia. Em contraste com 0s nossos
resultados, Antonelli et al. (2005) verificaram uotarelacéo direta entre a alta frequéncia de
linfécitos produtores de TNE-em pacientes com LTA ativa e o aumento da arelasi®
(média de 403,73mMm+ 348,62). Os autores postulam que este tipo lde&e pode indicar a
contribuicdo da citocina para a injuria teciduatlespeito de uma ativa regulacdo da resposta
Th1l por IL-10.

Outra citocina importante no desenvolvimento dgast imune na LTA é a IL-2,
produzida quase exclusivamente por células T asad citocina promove proliferacdo de
linfocitos, macréfagos e célulamtural killer (NK), além de participar da diferenciacédo de
linfécitos T CD4+ em subtipos efetores Thl ou TGAFFEN; LIU, 2004).

No presente estudo, embora detectada em pequemant@acdes em todos 0S grupos
analisados, IL-2 foi mais produzida nos pacientesn clesdo ativa ou curados
espontaneamente em relacdo aos individuos sagids, estimulagdo com o AgSol, sem
significancia estatistica. Ja frente ao Agins, adentes antes do tratamento mostraram niveis
significativos em relacdo ao controle, além de mpi@ducdo da citocina pelos pacientes
tratados em relagdo ao controle, ainda que semed{a estatistica. Sob estimulo de ambos
0s antigenos, os pacientes com lesédo ativa apaesentmaiores niveis de IL-2 em relagéo
aos tratados ou com cura espontanea.

Além disso, a maior, embora discreta, producaoitdeicas frente ao Agins sugere
um potencial imunogénico mais evidenciado, comorratm anteriormente nas outras
citocinas analisadas. Pequenas concentracdes2léohiam também observadas por Nogueira
et al., (2008), ao analisar fragmentos de peleag#eptes com LTA por imunohistoquimica.
Os autores sugerem que IL-2 seja importante penaiacdo da resposta imune, mas ndo para

sua manutengé&o. Assim, a citocina parece ser pialedogo consumida.
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Em contraste com 0s nossos resultados, Toledo @0&l1) constatou maior producao
de IL-2 apOs a quimioterapia. O autor sugere qdesenvolvimento da fungéo citotoxica de
células T CD8+, predominantes ap0s a cura clisiga, em decorréncia da presenca de IL-2,
que ativa estas células.

Adicionalmente aos efeitos exercidos por IL-2 ao$otitos, acredita-se que esta
citocina estimule as células NK, culminando corosttiveis de IFN-(HOYER et al., 2008).
Esta informacédo pode justificar a alta producadadétima citocina pelos pacientes deste
estudo, observada frente ao antigeno insolavel.

A producgéo de IL-2 frente a ambos os antigenogdaielacionada inversamente ao
resultado da IDRM apresentado pelos pacientes o espontanea, ou seja, uma maior
concentracdo da citocina pode levar a uma dimiouigienduracdo. Além do envolvimento
de IL-2 com a inducado da proliferacdo celular, seig® que a citocina também possa estar
relacionada ao desenvolvimento e manutengdo déaséluregulatérias (Jy atuantes na
reacdo de hipersensibilidade tardia (HOYER et 2008), o que pode explicar nossos
resultados.

Durante a infeccdo pokeishmania os macrofagos funcionam como importantes
células efetoras no controle e eliminagdo dos ftasasA producdo de IL-12 por células
dendriticas e macrofagos induz as células T e Nprogluzirem IFNy. Sob agédo desta
citocina, os macrofagos, produtores de T@&\Bao ativados e induzidos a liberar 6xido nitrico
(GORAK; ENGWERDA; KAYE, 1998; HERWALDT, 1999; KANEMOSSER, 2000;
SCHARTON-KERSTEN; SCOTT, 1995). Este gas inorganpassui funcdo efetora na
resposta imune contra patdégenos quando catalisdds@gunda isoforma, a Unica induzivel,
da enzima oOxido nitrico sintase (NOS-II ou INOStora efetiva, 0 NO é uma molécula
instavel, decompondo-se entre seis e trinta segu@artir deste evento surgem produtos
finais mais estaveis, como o nitrito (MNP Este tem sido utilizado na deteccéo indiretdN@o
através da reacdo colorimétrica de Griess.

Através deste método, foi observada, frente agemi solivel, uma concentracéo de
nitrito levemente aumentada nos pacientes antgg® @ tratamento ao comparar com 0sS
individuos sadios, mas sem diferenca significatisra. contrapartida, foi verificada producéo
significativa de NO pelos pacientes curados espeataente em relagdo aos demais grupos.
Além disso, os pacientes antes do tratamento pmaduziveis significativos de NO em
comparacao ao pos-tratamento.

O NO tem sua producéo intensificada pela preseecéFN-y e TNF«q, citocinas

produzidas em maiores concentracdes pelos pacietgsantes deste estudo em relagao aos



SOUZA, M. A. Avaliacdo da producéio vitro de citocinas e de éxido nitrico... 72

individuos sadios. Em relacdo ao Agins, houve fprtglugcdo de citocinas pro-inflamatorias
pelos grupos de pacientes. Em contrapartida, @esentaram pequenos niveis de NO em
resposta a este antigeno. A partir destes ressltpdde-se sugerir que o NO exerce funcdes
regulatorias sobre sua propria producéo, evitasdimmaconcentracdes excessivas do reativo e
consequente dano tecidual (COLEMAN, 2001; JAMES5)9

Nos pacientes com regressao espontanea da les@on fencontrados niveis
significativamente menores de NO em resposta anosAgliando comparados aos resultados
obtidos com o AgSol. Embora seja evidenciado o IpdedFN+ na inducdo deste reativo,
sugere-se que isto ndo acontegca por agdo excldgse citocina, uma vez que IL-2,
produzida pelos pacientes curados espontaneanrente .o AgSol, pode ter uma funcao
acessoOria na ativacado dos macrofagos (JAMES, 1995).

Embora a resposta Thl seja benéfica, o controlesjzosta inflamatoria é essencial
para a cura da doenca. A producdo de IL-10, immate relacionada apenas ao
favorecimento da sobrevida parasitaria no hospedeituzindo a desativacdo macrofégica,
pode representar um contrabalanco necessario pasolmcdo da doenca (ANTONELLI et
al., 2004).

Sob estimulo do AgSol, os pacientes com doenca awesentaram producao
significativa de IL-10 em relagdo ao grupo contr@mbora os pacientes tratados ou curados
espontaneamente tenham apresentado maiores névisl@ ao serem comparados com 0s
individuos sadios, ndo houve diferenca signifi@atNo momento antes da quimioterapia, 0s
pacientes apresentaram maiores niveis da citocinaa@mparacdo ao pos-tratamento, em
resposta a ambos os antigenos. Porém, difereratéstist foi constatada apenas em resposta
ao antigeno insoluvel.

O perfil de producédo de citocinas na LTA parece dsfinido de acordo com o
antigeno utilizado. Uma vez que foi detectadaviettde anticorpica frente as proteinas de 27
e 30kDa do AgSol em pacientes com lesédo ativa E9dBa do Aglins, postula-se que essas
proteinas sejam responsaveis pelos diferentess pagficitocinas exibidos pelos pacientes
participantes do presente estudo. Ja foi proposteriarmente que 0 parasito apresenta
antigenos que estimulam resisténcia especificéeacido (particulado ou insoluvel), aléem de
outros que deprimem essa resisténcia (soltuvel) (CGDLBROOK, 1983; RODRIGUES,
2000). Assim, postula-se que os niveis de IL-1@sgntados pelos pacientes com lesdo ativa
frente ao antigeno soluvel regulam a producéotdeicas pro-inflamatdrias, necessarias para

a cura da doenca.
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Por outro lado, IFN- e TNFe foram mais produzidas em resposta ao antigeno
insolavel, o que indica um menor efeito regulader 14-10. Em estudos anteriores, a
diminuicao desta citocina apos a cura clinicadoiiém observada (COUTINHO et al., 1998;
TOLEDO et al., 2001). Embora esta diferenca tentla svidenciada, ambos os antigenos
foram capazes de promover uma resposta imune banéfina vez que todos os pacientes
obtiveram a cura clinica apds o tratamento ou dmdoespontanea. E possivel que outras
citocinas, como o fator de crescimento e transfoémabeta (TGH), estejam auxiliando na
modulacdo dessa resposta, ndo havendo a progassi@nca para uma forma mais severa
(REITHINGER et al., 2007).

Estudos anteriores demonstraram que, mesmo ap@sodugdo da infeccdo por
Leishmania o parasito ainda persiste no hospedeiro, sugeroue n&do existe a cura
parasitologica (BELKAID et al., 2001; MENDONCA et.,a2004). Este evento pode ser
resultado da modulacdo da resposta imune exeradac@ulas T regulatorias (),
produtoras de IL-10 e TGE- Sob influéncia destas citocinas, a total elimfimaparasitaria
nao é alcancada, e assim alguns parasitos aindawan no hospedeiro (BELKAID; SUN;
BOULADOUX, 2006).

Essa persisténcia foi verificada em cicatriz apgsa clinica por Mendoncga et al.
(2004). Segundo este grupo, a persisténcia levest@es no que se refere a evolugéo clinica,
epidemiologia e controle da leishmaniose. O grugrabém sugere que essa persisténcia
poderia ser benéfica para pacientes residentesregs gue a leishmaniose € endémica em
virtude da manutencéo de células T de memaria, mErtiaa a possibilidade de que pacientes
curados clinicamente possam atuar como reservatdaoparasito em areas de transmissao
ativa.

Aparentemente, aeishmaniaé mantida por um longo periodo pelo sistema imune
com a finalidade de induzir a formacao de célulate Tmemoria (SCOTT, 2005). Zaph et al
(2004) demonstraram, em modelo murino, que esgaosts obedece ao paradigma da
subdivisdo das células T de memdria em populacéemamoria central @v) e memoria
efetora (Em). As Tcm séo definidas por ndo exigirem a presenca constinparasitos vivos
para a sua manutencdo. Em contraste, a presempegaa$ifos vivos € necessaria para manter o
pool de Tem. Porém, ainda ndo esté claro o papel dos antigesmkiais na conservacado das
Tcwm.

Ainda que o perfil Thl seja importante para a cs@ exacerbacdo pode estar
relacionada a patogénese da doenca. Uma vez qui@@nras do perfil Th2 sdo capazes de

inibir a diferenciacédo de linfocitos Thl, um possigontrabalanco entre os dois perfis pode
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contribuir para a o controle da infec¢ao, carazdemgo assim uma dicotomia ThixTh2 (REIS
et al., 2006). Além disso, alguns autores tém adtata existéncia do perfil Th3, que produz
TGF$, IL-4 e IL-10 e induz a formacao de células Trégrém, uma vez que as citocinas
exibidas por essas células T sdo também produtosuttes perfis, a sua condicdo de
linhagem distinta das anteriormente descritas étgumada e necessita maiores investigagdes
(ZHU: PAUL, 2010).

Diante dos resultados obtidos no presente estumttg-pe sugerir que 0s pacientes
com leséo ativa e ap0s cura clinica, com ou semigtérapia, exibem diferentes perfis de
resposta imune celular. A elevada producéo deylfi¢los pacientes sugere a presenca de
uma resposta predominantemente inflamatoria, assimo em relagdo a TNé&-Esta ultima
citocina parece ser necessaria para que o tratardantTA seja bem sucedido. Nao obstante,
a presenca de IL-10 indica a inducdo de mecanisia®unorregulacdo, aléem de existir uma
possivel auto-compensacédo da producédo de NO nipeccurados espontaneamente.

Além do efeito imunossupressor exercido pelo parasibre o hospedeiro referente a
producao de citocinas e de NO, sugere-se este mefgio sobre a transcricdo ou traducao
de genes envolvidos na resposta imune contra acéibe(DIAZ-GUERRA et al., 2008).
Assim, além da deteccao de citocinas por ELISAagegwra e de NO pelo método de Griess, €
importante conhecer o perfil de expressdo génicaa s mediadores imunolégicos
envolvidos com as diferentes evolucdes clinicad. BA. Em trabalhos futuros do nosso
grupo, sera realizada essa caracterizacdo da tespuse utilizando-se o PCR em tempo
real. O estudo abrangerd ndo s6 os mediadoresadvslno presente estudo, mas também
outros relacionados ao desenvolvimento de célulagg duja participagdo é sugerida na
resposta imune, com possivel contribuicdo no ctntdas funcdes efetoras das células T
(CAMPANELLI et al., 2006). Além disso, sera tambébordado o perfil Th17, recentemente
descrito como importante na patogénese da doendaisranos, e sugerido como antagénico
as células kg (BACELLAR et al., 2007, BETTELLI et al., 2008).

Outra importante abordagem é a caracterizacaoifecetpor citometria de fluxo das
células responsivas aos antigeno&.d@/.) braziliensisSegundo Da-Cruz et al. (1994), tanto
as células T auxiliares (CD4+) quanto as citotxi¢€D8+) proliferam em nameros
significativos em resposta ao estimulo com antigede Leishmania O mesmo grupo
constatou que as células T CDgroliferaram em maior freqiiéncia que as célulasDB€
antes do tratamento quimioterapico, sendo encamtsitdacdo semelhante em individuos

sadios. Ao final da terapia, observou-se um aumeatpopulacédo de células T CD&+um
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declinio na populagdo de células CD4+, sugerinda mmaior participacdo das células T
citotoxicas nos processos de cura.

Em ensaios preliminares realizados pelo nosso gfapobservada maior presenca de
células T CD4+ em pacientes com leséo ativa solmelst dos antigenos soluvel e insolavel
de L. (V.) braziliensis As proximas investigacfes serdo efetuadas tgmie a tratamento
guimioterapico quanto em pacientes que obtiveraia espontanea da LTA.

Tais analises serdo feitas com objetivo de melaaaterizar e compreender de forma
mais completa a resposta imune na LTA em Pernaml3erd verificada ndo sé a influéncia
do tratamento, mas também o perfil de respostadentes curados espontaneamente.

Os resultados obtidos neste estudo e nos proximeeram realizados podem
contribuir para a busca de novas moléculas antigéncapazes de induzir uma resposta
imune protetora, podendo ser utilizadas no futumca desenvolvimento de tratamentos

imunoterapicos e vacinas.
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8 CONCLUSOES

a) Os antigenos soluvel e insolavel lde(V.) braziliensisinduziram resposta imune
especifica em PBMC de pacientes com LTA ativa & apda clinica através da producao de

citocinas e de 6xido nitrico;

b) Os pacientes com lesdo ativa e apdés cura @&lilom ou sem quimioterapia,
apresentam diferentes perfis de citocinas. Os siidei IFNy indicam o predominio de
resposta inflamatdria, e a producdo de TiN&pds o tratamento sugere a importancia desta
citocina para o sucesso do tratamento. Ja a peesenid-10 indica a atuacdo de mecanismos

de imunomodulag&o na resposta desses individuos;

C) Os niveis de NO em pacientes curados espontaméarsugerem um mecanismo de
auto-compensacéo na producao deste radical, dianiena baixa producéo de IRNe TNF-

o por estes pacientes.
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APENDICE A — TCLE Pacientes

Q Fundacao Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

Centro de Pesquisas FIOCRUZ
AGGEU MAGALHAES
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — Grupo Paciente

Projeto: “ Avaliagdo da producéoin vitro de citocinas e de 6xido nitrico na leishmaniose gementar
americana ativa e apés cura clinica, utilizando-sa fracdo antigénica insollvel de_eishmania (Viannia)
braziliensis.

B, oo , condo em participar como
voluntario neste projeto que serd desenvolvido rotf@ de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacéo
Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ). Fui informado que bjativo principal do referido projeto é a
investigacdo da resposta imunoldgica dos paciettes leishmaniose tegumentar ativa, e apés a cura
clinica espontanea ou ap6s tratamento quimioteyapic

Como fago parte do grupo de pacientes, serei sidoremd teste de Montenegro, que é uma injecéo
sob a pele e que podera causar ou ndo, apos dejsodaparecimento de um “caro¢o” no local. Passar
também por exames como pesquisa direta, punca@atspie bidpsia da borda da lesdo, cuja coleta do
material para realiza-los pode causar um poucood®u desconforto. Serei entdo submetido a coleta d
sangue venoso em volume equivalente a quatro esllder sopa antes e ap@s tratamento quimioterapico o
apos cura clinica espontanea. Todo procedimento realizado com material estéril descartavel e por
profissionais de saude de reconhecida capacidadespecutar os procedimentos, podendo ser condlera
isento de riscos. Vale ressaltar que todas asniafpies e os detalhes dos exames que serdo reslizado
serdo esclarecidos para mim.

Esse trabalho trard grande beneficio, pois indisaréomponentes do sistema imunoldgico poderédo
ser usados como marcadores da resposta terap@scautras células do sistema imunoldgico paaticip
na evolucao clinica de pacientes com leishmanagententar americana em Pernambuco. Antes de minha
participacdo no referido projeto, fui incentivadpedir esclarecimento adicional que julgasse nédess
esclarecido por um participante do projeto. Esiente que poderei recusar ou retirar meu consentone
em qualquer momento da investigacdo, sem qualqunégdm ou prejuizo.

Autorizo a Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZutdizacdo das informagOes obtidas
através dos resultados dos procedimentos em reyriéagressos e publicacdes cientificas preseryando
neste caso, a minha identidade. Autorizo, também @quUCPgAM/FIOCRUZ poder4 estocar amostra
bioldgica para posteriores estudos.

Estou ciente que este documento é feito em duas fil@ndo uma em posse do participante e a
outra com a equipe.

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

Endereco profissional: Ambulatério de Dermatologiado Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), Av. Moraes Régo, sfhRecife, fone: (81) 34215003.

Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas\lytagalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n, Cidade
Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420,ifeee PE, Brasil. Tel.: (081) 2101 2500; Fax: (084563
2449: http://www.cpgam.fiocruz.
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APENDICE B — TCLE Pacientes menores de 18 anos

Q Fundacao Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

Centro de Pesquisas FIOCRUZ
AGGEU MAGALHAES
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — Grupo Paciente menor de 18 anos

Projeto: “Avaliacdo da producao in vitro de citocinas e de 6xido nitrico na leishmaniose gementar
americana ativa e ap0s cura clinica, utilizando-sa frag8do antigénica insollvel dd_eishmania (Viannia)
braziliensis.

B, e , condo que meu(minha) filho(a)
.................................................................................... participe lmatariamente neste projeto que sera
desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magattéi€sindacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ).
Fui informado que o objetivo principal do referigmjeto € a investigacdo da resposta imunoldgica do
pacientes com leishmaniose tegumentar ativa, e apéara clinica espontanea ou apods tratamento
guimioterapico.

Como meu(minha) filho(a) faz parte do grupo de guateis, sera submetido(a) ao teste de
Montenegro, que é uma injecdo sob a pele e quadpadesar ou ndo, apds dois dias, o aparecimento de
um “caro¢o” no local. Passara também por examemquesquisa direta, puncéo aspirativa e biopsia da
borda da lesédo, cuja coleta do material para gz pode causar um pouco de dor ou desconfasto. P
fim, sera entdo submetido(a) a coleta de sanguesveam volume equivalente a quatro colheres de sopa
antes e ap0s tratamento quimioterapico ou apdsctiniea espontanea. Todo procedimento seré relaliza
com material estéril descartavel e por profissiemld salde de reconhecida capacidade para exesutar
procedimentos, podendo ser considerado isentosdesti Vale ressaltar que todas as informacgbes e 0s
detalhes dos exames que seréo realizados seraceeglids para mim e meu filho(a).

Esse trabalho trard grande beneficio, pois indisaréomponentes do sistema imunoldgico poderéao
ser usadas como marcadores da resposta terap@stcautras células do sistema imunologico paaticip
na evolugdo clinica de pacientes com leishmaniegantentar americana em Pernambuco. Antes da
participacdo de meu(minha) filho(a) no referidojgta fui incentivado a pedir esclarecimento adielo
gue julgasse necessario, esclarecido por um mEatit2 do projeto. Estou ciente que poderei recusar
retirar meu consentimento, em qualquer momentowestigacdo, sem qualquer puni¢do ou prejuizo.

Autorizo a Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZutdizacdo das informages obtidas
através dos resultados dos procedimentos em reyriéagressos e publicacdes cientificas preseryando
neste caso, a identidade de meu (minha) filho(atorzo, também que o CPqAM/FIOCRUZ podera
estocar amostra bioldgica para posteriores estudos.

Estou ciente que este documento é feito em duas fi@ndo uma em posse do participante e a
outra com a equipe.

Assinatura do menor de 18 anos data
Assinatura do responsavel data
Assinatura do médico responsavel - CPqAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional: Ambulatério de Dermatologiado Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), Av. Moraes Régo, sfhRecife, fone: (81) 34215003.

Departamento de Imunologia, Centro de PesquisasAltagalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n, Cidade
Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420,ifeee PE, Brasil. Tel.: (081) 2101 2500; Fax: (08453
2449; http://www.cpgam.fiocruz.
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APENDICE C — TCLE Grupo Controle
Fundagéo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

b

Centro de Pesquisas . FIOCRUZ
AGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — Grupo Controle

Projeto: “ Avaliagdo da producéoin vitro de citocinas e de 6xido nitrico na leishmaniose gementar
americana ativa e ap0s cura clinica, utilizando-sa fragdo antigénica insollvel dd_eishmania (Viannia)
braziliensis.

B, oo a e e e e e e e e e noordo em  participar
voluntariamente neste projeto que serd desenvolamloCentro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da
Fundacéo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ). O obijetivingipal do referido projeto é a investigacdo da
resposta imunoldgica dos pacientes com leishmategsenentar ativa, e apds a cura clinica espontiunea
apos tratamento quimioterapico. Eu farei parte dmpa controle, ou seja, grupo de individuos que nao
apresentam a doenca e que servirdo de comparagéaoscndividuos doentes. Serei submetido a coketa d
sangue venoso em volume equivalente a quatro esllter sopa. Todo procedimento sera realizado com
material estéril descartavel e por profissionaissdéde de reconhecida capacidade para executar 0s
procedimentos, podendo ser considerado isentosdesti Vale ressaltar que todas as informacgbes e 0s
detalhes do procedimento serdo esclarecidos pama mi

Esse trabalho trard grande beneficio, pois indisaréomponentes do sistema imunoldgico poderao
ser usadas como marcadores da resposta terap@stcautras células do sistema imunologico paaticip
na evolucao clinica de pacientes com leishmanegerientar americana em Pernambuco.

Antes de minha participacédo no referido projeto,irfiagentivado a pedir esclarecimento adicional
gue julgasse necessario, esclarecido por um peatitd do projeto, sobretudo em relacdo a impodéshai
grupo controle. Estou ciente que poderei recusaetiar meu consentimento, em qualquer momento da
investigacdo, sem qualquer punicdo ou prejuizoorad a Fundacao Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ)
a utilizacao das informacgdes obtidas através dadtaglos dos procedimentos em reunides, congressos
publicacbes cientificas preservando, neste casanirsha identidade. Autorizo, também que o
CPgAM/FIOCRUZ poderé estocar amostra biolégica pasieriores estudos.

Estou ciente que este documento é feito em duas fi@ndo uma em posse do participante e a
outra com a equipe.

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

Endereco profissional: Ambulatério de Dermatologiado Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Av. Moraes Régo, SirRecife, fone: (81) 34215003.

Departamento de Imunologia, Centro de PesquisasAltagalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n, Cidade
Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420,ifeee PE, Brasil. Tel.: (081) 2101 2500; Fax: (08453
2449; http://www.cpgam.fiocruz.
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ANEXO A — Parecer CEP/CPgAM

Titulo do Projeto: Avaliagédo da producéo in vitro de citocinas e de dxido nitrico
na leishmaniose tegumentar americana ativa e apds cura clinica, utilizando-se
a fragéo antigénica insoltvel de Leishmania (Viannia) braziliensis

Pesquisador responsavel: Marina de Assis Souza

Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz

Data de apresentac¢éo ao CEP: 17/09/2008

Registro no CEP/CPgAM/FIOCRUZ: 123/08

Registro no CAAE: 0122.0.095.000-08

PARECER N°® 107/2008

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

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Ultima formatagéo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 06 de novembro de 2011.
Em caso de necessidade de renovacZo do Parecer, encaminhar relatério e

atualizacdo do projeto.

Recife, 06 de novembro de 2008.

CPGAM/FIOCRUZ

Observacéo:
Anexos:
e Orientagbes ao pesquisador para projetos aprovados;
e Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 06/11/2009.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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