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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca tropical negligenciada
causada por protozodrios do género Leishmania. A transmissdo ocorre
principalmente pela picada de flebotomineos fémeas infectadas. A LTA apresenta
um amplo espectro de manifestacdes clinicas classificadas como leishmaniose
cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutanea disseminada (LCDs), leishmaniose
cutanea difusa (LCDf) e leishmaniose mucocutanea (LMC). Os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento e progressdao das lesfes ainda nao estdo
completamente elucidados, sendo essencial conhecer os fatores que atuam na
patogénese da doenca e como eles contribuem para a diversidade de
apresentacoes dos sintomas para melhor atendimento e tratamento dos pacientes.
Neste trabalho, avaliou-se aspectos imunolégicos e moleculares da LTA em
individuos provenientes de &reas endémicas do Brasil a fim de se verificar como
esses aspectos estdo associados as diversas manifestacfes clinicas da doenca. A
populacao do estudo foi composta por 30 pacientes provenientes de Corte de Pedra
(Bahia) e 45 pacientes de diversas localidades atendidos no Hospital Universitario
de Brasilia (HUB) (Distrito Federal). Os individuos foram avaliados quanto a
sintomatologia, sexo, idade, procedéncia, carga parasitaria, producao de anticorpos
e de citocinas. Além disso, foi analisada a influéncia da diversidade do parasito pela
identificacdo de espécies de Leishmania e foi realizada pesquisa do virus de RNA de
Leishmania (LRV1) nas amostras. Foram coletadas amostras de sangue e de soro
de todos os pacientes e biopsias dos individuos que apresentavam lesdes ativas. A
parasitemia foi determinada por gPCR direcionada ao kKDNA do parasito e a
presenca do LRV1 foi avaliada por qRT-PCR e RT-PCR. A identificacdo das
espécies de Leishmania se deu mediante sequenciamento dos produtos de PCR da
regido espacadora do gene de RNA ribossomal ITS1. O método sorologico ELISA foi
utilizado para a determinagéo de IgG anti-Leishmania e a citometria de fluxo para a
dosagem das citocinas. Dos 75 pacientes avaliados, 23 (31%) pacientes eram
assintomaticos, 34 (45%) pacientes apresentaram LCL primaria, 10 (13%) pacientes
apresentavam LCL recidiva e oito (11%) pacientes apresentavam LMC. O
diagnéstico soroldgico identificou 60 (80%) casos positivos e foi mais sensivel para o

grupo assintomatico. As citocinas TNF, IFN-y, IL-17A e IL-2 foram diretamente



relacionadas a grupos clinicos especificos. As diferencas nas concentragbes de
citocinas e sua correlacdo com os grupos clinicos avaliados reforcam a importancia
do sistema imune do hospedeiro na manifestacdo dos sintomas. O teste molecular
detectou 45 (60%) pacientes positivos, sendo que a maior carga parasitaria foi
relatada em pacientes de Corte de Pedra com lesdo ativa. As espécies L.
amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis foram identificadas. N&o foi
demonstrada diferenca estatistica significativa na titulacdo de anticorpos e na carga
parasitaria entre os individuos com diferentes manifestacées clinicas, ndo sendo
possivel relacionar esses fatores a severidade dos sintomas. Ademais, o LRV1 nédo
foi detectado em nenhuma amostra. Isso nos levou a realizar experimentos in vitro
com a finalidade de avaliar a influéncia do LRV1 na infectividade e na resposta ao
tratamento com antimonial pentavalente e anfotericina B. Os resultados indicaram
gue o LRV1 ndo altera a taxa de infectividade das espécies de Leishmania, porém
sua presenca pode estar relacionada a resisténcia ao tratamento com antimonial
pentavalente. Os resultados obtidos corroboram que mudltiplos fatores atuam em
associacbes complexas para resultar no amplo espectro sintomatico da LTA,
contudo € necessaria a realizacdo de novos estudos, com nimero amostral maior,

para que se possa expandir o conhecimento acerca desses fatores.

Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar, manifestacfes clinicas, diagndstico,
citocinas, LRV1.



ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a neglected tropical disease caused
by protozoa of the genus Leishmania. Transmission occurs mainly by the bite of
infected female sandflies. ATL presents a wide spectrum of clinical manifestations
classified as cutaneous leishmaniasis (CL), disseminated leishmaniasis (DL), diffuse
cutaneous leishmaniasis (DCL) and mucocutaneous leishmaniasis (MCL). The
mechanisms involved in the development and progression of the lesions have not yet
been fully elucidated and is essential to understand the factors that act in the
pathogenesis of the disease and how they contribute to the diversity of presentations
of the symptoms for better care and treatment of the patients. In this study,
immunological and molecular aspects of ATL were evaluated in individuals from
endemic areas of Brazil in order to verify how these aspects are associated with the
clinical manifestations of ATL. The study population was 30 patients from Corte de
Pedra (Bahia) and 45 patients from different locations attended at the University
Hospital of Brasilia (UHB) (Federal District). The individuals were evaluated for
symptomatology, sex, age, origin, parasite load, production of antibodies and of
cytokines. In addition, the influence of parasite diversity on the identification of
Leishmania species and Leishmania RNA virus (LRV1) in the samples was analyzed.
Blood and serum samples from all patients and biopsies of individuals with active
lesions were collected. Parasitemia was determined by qPCR directed to kDNA of
the parasite and the presence of LRV1 was evaluated by gqRT-PCR and RT-PCR.
Identification of the Leishmania species was performed by sequencing the ribosomal
RNA gene ITS1. ELISA was used for the determination of anti-Leishmania IgG and
flow cytometry for cytokine dosing. Of the 75 patients evaluated, 23 (31%) patients
were asymptomatic, 34 (45%) patients had primary CL, 10 (13%) patients had
recurrent CL, and eight patients (11%) had MCL. The serological diagnosis identified
60 (80%) positive cases and was more sensitive to the asymptomatic group. TNF,
IFN-0 , -17ALand IL-2 cytokines were directly related to specific clinical groups.
Differences in cytokine concentrations and their correlation with the clinical groups
evaluated reinforce the importance of the host immune system in the manifestation of
symptoms. The molecular test detected 45 (60%) positive patients, and the highest
parasite load was reported in patients with cutaneous lesion with active lesion. The

species L. amazonensis, L. braziliensis and L. guyanensis were identified. No



significant statistical difference was found in antibody titers and parasite load among
individuals with different clinical manifestations, and it is not possible to relate these
factors to the severity of the symptoms. In addition, LRV1 was not detected in any
sample. This led us to conduct in vitro experiments to evaluate the influence of LRV1
on infectivity and response to treatment with pentavalent antimonial and amphotericin
B. The results indicated that LRV1 does not change the infectivity rate of Leishmania
species, but it is may be related to resistance to pentavalent antimonial treatment. In
conclusion, the results obtained corroborate that multiple factors act in complex
associations to result in the broad spectrum of symptomatic ATL. It is necessary to
carry out new studies, with a larger sample number, so that the knowledge about the

factors involved in the pathogenesis of the disease can be expanded.

Keywords: tegumentary leishmaniasis, clinical manifestations, diagnosis, cytokines,
LRV1.
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|. INTRODUCAO

1. Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios intracelulares
obrigatorios do género Leishmania. Estes apresentam um ciclo de vida heteroxénico,
mantendo-se em hospedeiros mamiferos e insetos vetores conhecidos como
flebotomineos, os quais sdo responsaveis pela transmissdo dos parasitos por meio

da picada de fémeas infectadas.

1.1 Historico da doenca

As primeiras observacdes acerca desses protozoarios foram feitas pelo
britanico David Douglas Cunninghan, em 1885, na india, quando este relacionou a
presenca de formas amastigotas do parasito com casos de leishmaniose visceral
(CUNNINGHAM, 1885). Em novembro de 1900, William Boog Leishman reconheceu
formas ovoides do protozodrio em autdpsias e sugeriu que eram formas
degeneradas de tripanossomatideos (LEISHMAN, 1903). Algumas semanas depois,
Charles Donovan encontrou formas similares as dos achados de Leishman em
amostras de baco e figado (DONOVAN, 1903). Apds analises desses corpos
ovoides, o médico Ronald Ross indicou que esses organismos eram protozoarios de
um novo género ao qual ele nomeou Leishmania (ROSS, 1903; STEVERDING,
2017).

No ano de 1903, James Homer Wright associou lesdes cutaneas em uma
crianca arménia aos parasitos do mesmo género que Cunninghan ja havia
identificado em casos viscerais (WRIGHT, 1903). Tal descoberta permitiu correlatar
leishmanioses e dermatoses (VALE; FURTADO, 2005).

No Novo Mundo, as espécies de Leishmania foram descritas pelo brasileiro
Adolpho Carlos Lindenberg e pelo italiano Antonio Carini, em trabalhos
independentes, no ano de 1909. Ambos estudaram trabalhadores, com lesbes na
pele, vindos de areas de desmatamento devido a construgdo de rodovias na cidade
de Bauru, em S&o Paulo (CARINI, 1909; LINDENBERG, 1909).

Dois anos apds os primeiros relatos do parasito no Brasil, o médico Gaspar
de Oliveira Vianna concluiu, com base em diferencas morfolégicas, que se tratava

de uma espécie diferente das observadas no Velho Mundo, denominando-a
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Leishmania brasilienses, um lapsus calami que foi alterado em 1916 para
Leishmania braziliensis (FURUSAWA; MAGNO; BORGES, 2014; LAINSON, 2010).

Nos anos que se seguiram, pesquisadores empenharam seus esforcos na
caracterizacao do parasito, diferenciacdo de espécies, associacdo com as diferentes
manifestacdes clinicas e tentativas de estabelecer a via de transmissédo da doenca
(KILLICK-KENDRICK, 2013).

Apenas em 1921, os irméos e biélogos Edmond Sergent e Etienne Sergent
demonstraram que a exposi¢ao de voluntérios aos flebotomineos causava as tipicas
lesbes observadas em pacientes infectados pelo parasito (SERGENT; SERGENT,;
PARROT; DONATIEN, 1921). Entretanto, a demonstracdo mais aceita foi feita por
Saul Adler, em 1941, quando este infectou com sucesso cinco voluntarios utilizando
fleb6tomos infectados em laboratdrio com L. tropica (ADLER, 1941; STEVERDING,
2017).

1.2 Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana

As leishmanioses sdo encontradas em 98 paises e em todos 0s continentes,
sendo estimado um milhdo de novos casos por ano. A LT é considerada endémica
na Africa, na Asia, nas Américas e na regiio do Mediterraneo. Dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indicam que 350 milhdes de pessoas estdo
expostas ao risco de contrair a doenca, Sdo pessoas que vivem em regides de
elevada densidade populacional, especialmente em zonas de guerras e em
territdrios onde ha migracdo em larga escala. Cerca de 90% de todos os casos de
LT estdo concentrados nos seguintes paises: Afeganistdo, Arabia Saudita, Argélia,
Brasil, Coldmbia, Ird, Paquistdo, Peru e Siria, como pode ser observado na figura 1
(ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017; DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015; WHO,
2017).

Os aspectos epidemiolégicos da LT nas Américas, onde se admite a
nomenclatura de leishmaniose tegumentar americana (LTA), sdo complexos,
exibindo variacOes relativas aos hospedeiros, reservatorios, vetores, manifestacoes
clinicas e espécies de Leishmania circulantes nos paises. Na América Latina,
estimam-se 60.000 novos casos por ano, principalmente locais com altitude de até
1.500 m acima do nivel do mar, temperaturas superiores a 20 °C e elevados niveis
de precipitacao (TORRES-GUERRERO et al., 2017).
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No Brasil, tem-se observado um aumento consideravel de casos de LTA nos
altimos anos (SOARES et al., 2017). Esta afeccao dermatoldgica € encontrada em
todos os estados do pais, destacando-se as regides norte e nordeste com maior
quantidade de ocorréncias. O boletim mais atual do Ministério da Saude registrou
uma média anual de 25.763 novos casos e coeficiente de detec¢cdo medio de 14,7
casos/100 mil habitantes entre os anos de 1995 e 2015. Desses casos, 0 numero de
Obitos entre os anos de 2007 e 2015 foi de 168 (BRASIL, 2017).

2! 4
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Nimero de novos casos de
LT reportados em 2015

Il -so00

1 000- 4999

B 00-om I 5=m casos autéctones reportsdos
B <100 [ sem dados

Mo [ M&c aplicdvel

Figura 1: Distribuicdo mundial da leishmaniose tegumentar, 2015. Adaptado de WHO, 2017.

2. O parasito

Pertencentes ao reino Protista, classe Kinetoplastida, subclasse Meta-
kinetoplastida, ordem Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae, subfamilia
Leishmaniinae ( L U K EtGal., 2014) e género Leishmania (ROSS, 1903), esses
parasitos apresentam duas morfologias distintas, a forma promastigota e a forma
amastigota.

A morfologia celular dos parasitas de Leishmania é estabelecida pelo
comprimento do flagelo, posicdo do nucleo e do cinetoplasto e pelas caracteristicas

ultraestruturais, contudo, apesar das diferencas, ambas as morfologias exibem o
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mesmao perfil celular com cinetoplasto anterior ao nucleo e flagelo que se prolonga a
partir do corpo basal (SUNTER; GULL, 2017).

Nos hospedeiros vertebrados verificam-se as formas amastigotas que sao
redondas ou ovais, medem de 2 a 5 um e apresentam flagelo imével e curto que mal
pode ser observado, enquanto que em meios de cultura ou no intestino do
flebotomineo ocorrem as formas promastigotas. Estas sao alongadas, medem de 10
a 15 um e exibem um unico flagelo anterior, que € responséavel pela motilidade do
protozoario (BARI; RAHMAN, 2008).

O genoma das espécies de Leishmania é organizado em nucleo e
cinetoplasto, sendo que o primeiro compreende DNA epissomal e cromossémico e 0
segundo apresenta moléculas de DNA cuja replicacdo € independente (KAZEMI,
2011).

O nucleo das espécies de Leishmania do Velho Mundo é composto por 36
cromossomos, ja as espécies do Novo Mundo apresentam nucleo com 34 ou 35
cromossomos (WAUGH et al., 2014). O controle da expressao diferencial de genes
envolve rearranjos do DNA nuclear e modificacbes transcricionais e pos-
transcricionais, sendo que a maior parte dos genes de Leishmania spp. nao
possuem introns (REQUENA, 2011).

O cinetoplasto, encontrado nas espécies de Leishmania e em outros
tripanosomatideos, € uma mitocondria Unica. Nele estd localizado o DNA extra-
cromossomal (KDNA) que corresponde de 10% a 20% do DNA total, composto por
grandes moléculas circulares denominadas maxicirculos e outras moléculas
circulares menores, em maior quantidade, conhecidas como minicirculos (KAZEMI,
2011; YATAWARA et al.,, 2008). Os maxi-circulos estdo relacionados com a
transcricdo de genes associados a respiragdo celular e os minicirculos estédo
envolvidos na codificagdo de RNAs-guia, que desempenham fungdo importante na

edicdo dos mMRNAs transcritos dos maxicirculos(KHANRA et al., 2017).

Aléem do nucleo e do cinetoplasto, pode-se constatar a presenca de
golgiossomo, reticulo endoplasmatico, lisossomos e glicossomos. Os glicossomos,

por sua vez, sS40 comuns aos parasitos com cinetoplasto e apresentam enzimas
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relacionadas a via da glicélise que sdo fundamentais para a viabilidade do parasito
(JAMDHADE et al., 2015).

2.1 Classificagao taxondmica

As primeiras classificacdes acerca do parasito apenas diferenciavam o agente
etiologico da leishmaniose visceral observada na regido do Mediterraneo
(Leishmania infantum) daquele visto nos casos de leishmaniose na India
(Leishmania donovani) (LAINSON, 2010). Em 1964, Adler verificou que espécies
diferentes do parasito poderiam causar os mesmos sintomas, fossem eles de
aspecto visceral ou dermatolégico (ADLER, 1964), tal observacdo causou

dificuldades na padroniza¢cdo de uma nomenclatura.

Somente em 1972, os pesquisadores Lainson e Shaw realizaram as primeiras
tentativas de classificar o género Leishmania através do modelo tradicional de
espécie e subespécie (LAINSON; SHAW, 1972), o que culminou na proposta de
Vickerman de quatro complexos: braziliensis, donovani, mexicana e tropica
(VICKERMAN, 1976).

Ainda na década de 1970, o estudo de propriedades bioquimicas,
imunoldgicas e moleculares do parasito resultou no refinamento das classificacées
até que, em 1987, ocorreu a subdivisdo em dois grandes subgéneros conhecidos até
hoje: Leishmania, em que os parasitos se desenvolvem no intestino anterior do
flebotomineo e Viannia no qual o desenvolvimento do parasito se d& no intestino
posterior do vetor (AKHOUNDI et al., 2016).

Todas essas classificacdes citadas anteriormente estdo sendo revisadas com
base em diversos marcadores moleculares, o que deve repercutir em atualizacdes
nos proximos anos (SCHONIAN; CUPOLILLO; MAURICIO, 2013; VAN DER
AUWERA; DUJARDIN, 2015). Atualmente, sédo reconhecidas 53 espécies de
Leishmania, sendo 29 presentes apenas no Velho Mundo, 20 no Novo Mundo e trés
sdo encontradas em ambos. De todas as espécies conhecidas, 20 sdo patogénicas
ao homem (MAROLI et al., 2013).

No Brasil, sdo oito as espécies de Leishmania responsaveis pela LTA, sendo
seis pertencentes ao subgénero Viannia: L. braziliensis, L. guyanensis, L. lindeberg,

L. lainsoni, L. naiffi e L. shawi e duas pertencentes ao subgénero Leishmania: L.
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amazonensis e L. infantum, sendo esta Ultima geralmente associada apenas a casos
de leishmaniose visceral (LV) no Brasil (COSTA et al.,, 2016a; LAINSON, 2010a;
LYRA et al., 2015; TELES et al., 2016).

3. Formas de transmissao

A principal forma de transmissédo da leishmaniose € por meio da picada das
fémeas de flebotomineos infectadas, contudo outras vias de transmissao ja foram
estudadas e podem acontecer ainda que sejam raras, sao elas: transmissao sexual,
transmissdo congénita, transfusdo sanguinea, transplante de érgéos, por acidente
de trabalho ou mesmo entre usuéarios de drogas por compartilhamento de agulhas
(MAROLI et al., 2013).

A transmissao sexual foi descrita pela primeira vez em um paciente do sexo
masculino residente do Reino Unido, onde nao havia casos de leishmaniose
autoctone. Sua esposa, que nunca havia saido do pais, desenvolveu lesédo genital
com a presenca de macrofagos infectados por Leishmania spp.. Sabia-se que o
marido tinha sido diagnosticado e tratado para LV varios anos antes (SYMMERS,
1960; TURCHETTI et al., 2014). Diversos trabalhos ja relataram a presenca de DNA
de Leishmania spp. em sémen de humanos e também de animais experimentais o
que sugere a possibilidade da transmissédo venérea da doenca (SILVA et al., 2008;
VITAL, 2014).

Quanto a transmissdo congénita, a maior parte das pesquisas ja confirmou a
ocorréncia desta via em animais, principalmente cdes (NAUCKE; LORENTZ, 2012;
TOEPP et al., 2017), o que é suportado por evidéncias tais como a presenca do
parasito no utero, fluidos fetais e trofoblasto placentario. Em humanos, o primeiro
caso foi reportado em 1926, no qual uma paciente apresentou sintomas
relacionados a leishmaniose durante a gestacéo e seu bebé foi diagnosticado com a
doenca no primeiro ano de vida. Ha ainda relatos de recém-nascidos infectados
cujas maes viviam em regides endémicas para leishmaniose (LOW; COOKE, 1926;
OLIVEIRA et al., 2015).

Casos de transmissao por transfusdo sanguinea ou transplante de 6rgéos sao
menos observados, em parte devido a dificuldades de monitoramento em areas
endémicas, onde a infeccdo € adquirida principalmente pela picada dos

flebotomineos, mas também pela falta de informagé&o acerca do doador, componente
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sanguineo ou oOrgdo a ser transplantado (JIMENEZ-MARCO et al.,, 2016). Além
disso, deve-se destacar que um elevado numero de doadores sao assintomaticos,
como ja foi observado em trabalhos no Brasil, Espanha, Franca, Grécia, India, Ira,
Iraque, Nepal e Turquia (MANSUETO et al., 2014).

A transmissdo por meio de agulhas contaminadas pode ocorrer
principalmente entre usuarios de drogas ou ainda devido a acidentes de trabalho em
laboratorios de pesquisa ou ambiente hospitalar. Neste ultimo caso, recomenda-se
gue todas as pessoas em contato com material potencialmente infeccioso utilizem os
equipamentos de protecédo individual de acordo com as boas praticas de seguranca
(SAFAR, 2017).

Deve-se observar que as espécies de Leishmania podem sobreviver em uma
ampla variedade de condi¢Oes de temperatura e pH, fato que permitiu a existéncia
de vias de transmissdo menos comuns que a vetorial, mas de grande relevancia do

ponto de vista epidemioldgico e de vigilancia (AVILA-GARCIA et al., 2014).

3.1 O vetor

As fémeas dos flebotomineos sdo consideradas os Unicos vetores naturais de
Leishmania ssp. Esses insetos hematdéfagos pertencem a ordem Diptera, familia
Psychodidae e séo conhecidos popularmente como "asa dura”, "birigui”, "mosquito-
palha", "tatuquira”, entre outros, de acordo com a regido em que s&o encontrados
(SILVINO et al., 2016).

Sado insetos de habitos noturnos, silenciosos, pequenos (1,5 a 3,0 mm),
pilosos, castanho-claros, com capacidade limitada de voo e que séo reconhecidos
por permanecerem com as asas esticadas e entreabertas durante inatividade
(AYHAN; CHARREL, 2017).

Atualmente, sdo conhecidas 1003 espécies de flebotomineos
(SHIMABUKURO; DE ANDRADE; GALATI, 2017), que podem ser encontradas em
todos os continentes exceto na Antartida (BATES et al.,, 2015). Das espécies
descritas, sabe-se que 98 sdo vetores confirmados ou suspeitos de Leishmania spp.,
sendo 42 do Velho Mundo (subfamilia Phlebotominae, géneros Phlebotomus e
Sergentomyia) e 56 do Novo Mundo (subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia)
(AYHAN; CHARREL, 2017; MAROLI et al., 2013).
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Os flebotomineos sé@o encontrados frequentemente em regides tropicais e
subtropicais, entretanto alteracdes climaticas recentes tém aumentado a sua
distribuicdo geografica, ainda que sua capacidade de dispersdo seja considerada
limitada (FISCHER et al., 2011).

No Brasil, estdo presentes em todas as regides, principalmente em areas de
floresta, porém nos ultimos anos esses vetores tém alcancado com facilidade
espacos urbanos devido a intervengdes humanas tais como atividades agricolas,
construcdo de usinas hidrelétricas e migracdo (MACHADO et al., 2017; RAPELLO et
al., 2018). As principais espécies de flebotomineos no pais sdo Lutzomyia
(Nyssomyia) whitmani e Lutzomyia longipalpis, vinculados respectivamente a LT e
LV (ALMEIDA et al., 2015; TANURE et al., 2015).

4. Ciclo biologico de Leishmania spp.

O ciclo de vida de Leishmania spp. € digenético, passando por um hospedeiro
invertebrado e um vertebrado. O ciclo tem inicio quando fémeas de flebotomineos,
ao realizarem repasto sanguineo em um individuo ou animal infectado, ingerem
células parasitadas com as formas amastigotas do parasito. No periodo de zero a
dois dias apds o repasto, ocorre, no tubo digestivo do inseto a diferenciacdo das
formas amastigotas em promastigotas prociclicas. Essa diferenciacdo se da no
intestino posterior para as espécies pertencentes ao subgénero Viannia e no
intestino anterior para as do subgénero Leishmania. Simultaneamente, ha uma
intensa multiplicacdo dos parasitos mediante divisdo binaria. As formas
promastigotas prociclicas ancoram-se por meio do flagelo ao epitélio intestinal do
vetor evitando sua expulsdo durante liberacdo do bolo fecal. Posteriormente, ha
diferenciacdo em promastigotas metaciclicas que sdo corpos celulares menores,
com longo flagelo e que ndo se dividem mais. Além disso, ndo apresentam
capacidade adesiva ao epitélio do flebotomineo, o que torna essas formas livres
para se deslocarem para a probdscide do inseto (PIMENTA; DE FREITAS,
SECUNDINO, 2012; TEIXEIRA et al., 2013).

Neste momento, se houver um novo repasto sanguineo, a fémea do
flebotomineo injeta as formas infectivas no hospedeiro vertebrado. As promastigotas
metaciclicas séo fagocitadas por macrofagos ou outras células mononucleadas,

como as células de Langerhans. Diversos fatores ativam sinais para o inicio da
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diferenciacdo de promastigota para amastigota, dentre eles: pH acido e aumento de
temperatura (TORRES-GUERRERO et al., 2017b). As formas amastigotas, por sua
vez, também se multiplicam por divisdo binaria podendo vir a romper a membrana
plasmatica da célula hospedeira. Diante disso, os parasitos podem ser fagocitados
novamente por outras células, migrarem para outros 6rgaos por via hematogénica
ou ainda serem ingeridos junto ao sangue em um novo repasto sanguineo
(SUNTER; GULL, 2017). O esquema do ciclo de vida das espécies de Leishmania

pode ser observado na figura 2.
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Figura 2: Ciclo de vida do parasito Leishmania spp.. Adaptado de Division of Parasitic Diseases
and Malaria (DPDx), Centers of Diseases Control and Prevention (CDC).

5. Manifestacdes clinicas daLTA
As manifestacdes clinicas da LTA estdo relacionadas com caracteristicas do
parasito e com aspectos genéticos do hospedeiro que determinam a eficicia da

resposta imune. Nesse sentido, a LTA pode ser dividida em: leishmaniose cutanea
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localizada (LCL), leishmaniose mucocutanea (LMC), leishmaniose cutanea difusa
(LCDf) e leishmaniose cutanea disseminada (LCDs) (CAMPOS et al.,, 2018;
SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).

A LCL é a forma mais prevalente e menos severa da doenca. Esta &
caracterizada por lesdes indolores, com bordas bem definidas e formato
arredondado. As lesfes, usualmente, aparecem em areas expostas dos corpos dos
pacientes, como membros inferiores, membros superiores e face, visto que s&o 0s
locais mais propicios para a picada do flebotomineo E possivel que nddulos
subcutaneos, unicos ou multiplos, medindo entre 0,5 e 2,0 cm ocorram proXimos as
lesBes, o que é chamado de disseminacéo esporotricoide da LCL. (GUIMARAES et
al., 2016a).

As lesbes podem apresentar diferencas de acordo com a espécie de
Leishmania envolvida. Em pacientes infectados por L amazonensis, ha um denso
infiltrado de macréfagos com grandes quantidades de amastigotas o que confere
uma aparéncia de granuloma macrofagico. J4 nos casos de LCL causados por L.
braziliensis e outras espécies do subgénero Viannia, ha uma infiltracdo mais
modesta na pele, sendo macréfagos e parasitos mais escassos, contudo linfcitos e
plasmadcitos estdo mais presentes no infiltrado (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT,
2004).

A LCL pode ser diferenciada como aguda, quando apresenta menos de seis
meses de duracdo, como crdnica, quando persiste por mais de seis meses ou ainda
como recidiva. A cura nos casos de LCL acontece frequentemente devido ao
tratamento ou mesmo espontaneamente num periodo que costuma variar de 2 a 15
meses. Em alguns casos, se descobriu que pacientes curados ainda apresentavam
esfregacos positivos por 24 meses ou mais, esses casos foram identificados como
leishmaniose cutanea cronica ndo cicatrizante. Tratando-se de pacientes recidivos,
estes representam cerca de 30% das ocorréncias, apresentando caracteristicas
semelhantes as do episodio original, sendo que as manifestacbes recorrentes
podem até ser mais graves do que as observadas no primeiro momento. Além dos
recidivos, é possivel que alguns pacientes evoluam para um quadro de manifestacao
mucocutanea (BARI, 2012; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).
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A LMC é uma forma grave da doenca, ocorrendo em cerca de 5% a 20% das
manifestagdes tegumentares e encontrada mais frequentemente no Novo Mundo do
gue no Velho Mundo (EKIZ et al., 2017). Sabe-se que o desenvolvimento de lesdes
mucocutaneas pode levar de meses a anos apés um primeiro diagndéstico de LT e as
espécies causadoras sdo L.amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis e L.
panamensis (Novo Mundo) e L. aethiopica, L. donovani, L. infantum e L. tropica
(Velho Mundo) (LESSA et al., 2007).

As lesdes na LMC séao caracterizadas por afetarem regides de mucosa oral e
nasal, podendo atingir laringe e faringe. Os primeiros sintomas da LMC sédo edema e
eritema em local de mucosa seguidos de ulcera¢cdes granulomatosas, contudo a
principal marca da manifestagdo mucocutanea € a presenca de infiltrado inflamatério
composto por macrofagos, linfocitos e plasmocitos (MARRA; CHIAPPETTA,
VINCENTI, 2014). Histopatologicamente, pode-se resumir a LMC em quatro
estagios: edema, granuloma, necrose proliferativa e necrose granulomatosa
(HANDLER et al., 2015).

O paciente, ao apresentar um quadro de LMC, pode ter seu diagndstico
retardado devido a semelhanca das manifestagcfes com outras doencgas graves, tais
como cancer bucal e infecces fungicas. A demora para o diagndstico bem como
tratamento ndo adequado podem desfigurar o paciente levando a destruicao total ou
parcial do septo nasal, faringe e palato. Em alguns casos, a LMC pode ser fatal
(CRUZ et al., 2016).

A LCDf é uma forma invasiva da LT, na qual macréfagos vacuolados
encontram-se altamente parasitados em nddulos ndo ulcerados espalhados pelo
corpo. Na LCDf, as lesdes se proliferam lentamente e, com excecdo de couro
cabeludo, axilas, prega inguinal, palmas das méaos e solas dos pés, estas tendem a
cobrir o corpo todo do paciente inclusive regides de mucosa oral e nasal,
principalmente em estagios avancados da doenca (FARIA; REIS; LIMA, 2012;
FERNANDEZ-FIGUEROA et al., 2016).

As espécies causadoras de LCDf no Velho Mundo s&o L. aethiopica e L.
major e, no Novo Mundo, sdo L. amazonensis e L. mexicana e assim como na LMC,
a LCDf &€ mais comum no Novo Mundo (HASHIGUCHI et al., 2016). Esta

manifestacdo clinica é rara e esta relacionada a um tipo de resposta de
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hipersensibilidade tardia, além de estar associada a resisténcia ao tratamento e
deficiéncia na resposta imune celular aos antigenos de Leishmania. O diagnostico
na LCDf € muitas vezes prejudicado devido aparéncia clinica similar a hanseniase
(COELHO et al., 2014; FRANCA-COSTA et al., 2015).

Por fim, ha a LCDs, a qual tem como principais espécies envolvidas na causa
L. braziliensis, L. guyanensis e L. panamensis (DALY et al., 2014). A LCDs é
caracterizada por lesGes cutaneas, muitas vezes papulares e em grande quantidade,
que podem ser acompanhadas por febre e calafrios. Geralmente, o aparecimento
das lesdes tipicas de LCDs ocorre simultaneamente ou seguidamente a lesdes de

LCL e esté relacionado a resisténcia ao tratamento padrdo (VERNAL et al., 2016).

A LCDs é frequentemente confundida com a LCDf, porém as principais
diferencas sdo que na LCDs ha presenca de les6es nodulares ulcerativas, baixo
namero de parasitos nos macrofagos, tendéncia a cronicidade e recidivacdo, além
dessa manifestacdo ser menos rara, ainda que represente somente cerca de 2% dos
casos de LT reportados no Brasil (HASHIGUCHI et al., 2016; MEMBRIVE et al.,
2017).

6. Respostaimune

Ha diversos fatores envolvidos na resposta imune das leishmanioses,
podendo-se destacar variacbes genéticas dos hospedeiros, diferencas entre
espécies de Leishmania e até aspectos menos observados como local e quantidade
de picadas realizadas pelo flebotomineo infectado. Estas diferencas refletem no
amplo espectro de manifestagdes clinicas da doenga (DUNNING, 2009).

A resposta imune é iniciada no local de entrada do parasito por meio das
células sentinelas, sendo os macréfagos as principais, contudo células dendriticas,
monaocitos e neutrofilos também podem ser recrutados e infectados, exercendo
papel importante na resposta ao parasito. Uma vez reconhecido, patdgeno e fagocito
se ligam e ha a formacdo do fagossomo que, por sua vez, se fundira com o
lisossomo, formando o fagolisossomo ou vacuolo parasitoforo (NDJAMEN et al.,
2010).

Neste momento, ocorrem 0s dois principais mecanismos da resposta imune

inata para o combate das espécies de Leishmania que sé@o a producéo de espécies
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reativas de oxigénio (EROs) e a producdo de 6xido nitrico (NO), sendo para este
altimo fundamental que IFN-2 e or dé adcrose tumoral (TNF) atuem
sinergicamente a fim de promoverem a 6tima ativacdo dos macréfagos e eliminarem
o parasito (NOVAIS et al., 2014).

A resposta imune adaptativa a infeccdo € predominantemente mediada por
células, sendo a resposta via Thl relacionada com a resisténcia e a resposta via Th2
com a susceptibilidade a doenca (SRIVASTAVA et al., 2016). A diferenciacédo para
subpopulacdes de células Thl ou Th2 esta relacionada principalmente a trés
aspectos: quais citocinas sdo estimuladas, o tipo de célula apresentadora de
antigeno e a natureza e quantidade de antigeno. As citocinas caracteristicas de Thl
sdo INF-0 , -2 INF e as de Th2 séo IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (HAILU et al., 2005).

As células dendriticas viabilizam a resposta antigeno-especifica por meio da
producgéo de interleucina-12 (IL-12), as IL-12 promovem a resposta Thl, enquanto
suprimem uma resposta via Th2. Células natural killer (NK) também sao recrutadas
e elevam a producao de IL-12, além de ativarem macréfagos devido a producao de
IFN-y. (BAJENOFF et al., 2006; IEZZI et al., 2006). Neste ponto, o parasito busca
evadir a resposta imune do hospedeiro por meio da inibigcdo da producéo de IL-12 e
dificultando a apresentacdo dos antigenos as células T (LIU; UZONNA, 2012). No
caso de uma resposta predominantemente via Th2, a IL-4 que promove a
diferenciacdo das préprias células Th2 e inibe a ativacdo das células Thl (DE
FREITAS; PINHEIRO, 2010).

Nesse sentido, apesar da importancia da resposta via Thl para cura da
doenca, pacientes com uma resposta Thl exacerbada, acompanhada por um
aumento de células citotoxicas T CD8+, desenvolvem um quadro clinico de LMC.
Num outro extremo, pacientes com baixa resposta Thl apresentam uma maior
guantidade de parasitos nas lesdes e tendem a manifestar um quadro de LCDf,
estes pacientes também apresentam altos titulos de anticorpos. Paralelamente a
esses extremos, ocorrem 0s casos de pacientes que exibem variados niveis de
respostas por células T e variada titulacdo de anticorpos, sdo pacientes de LCL
cujas lesbes podem apresentar cura espontanea ou tornarem-se cronicas (SCOTT;
NOVAIS, 2016).
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A observacdo do amplo espectro de manifestacdes clinicas na LTA
demonstra que a relacdo Th1/Th2 nédo é suficiente para compreender por completo a
imunopatogenia da leishmaniose. Trabalhos desenvolvidos nos ultimos anos
revelam a importancia de outras células como as células reguladoras (Tregs) e a
resposta Thl7. A presenca de Tregs, que sao caracterizadas pelo fator de
transcricdo Foxp3, pode favorecer a sobrevivéncia dos parasitos na pele, levando a
persisténcia dos parasitos e a reativacdo da doenca (EHRLICH et al., 2014). J& as
citocinas relacionadas a resposta Th17 podem estar associadas a protecao contra a
doenca. Ghosh e colaboradores (2013) verificaram que a administracéo de IL-17 e
IL-23 produziu quantidades significativas de IFN-y e NO e causou uma diminui¢ao

consideravel na carga parasitaria em modelo murino.

Receptores Toll-like (TLRs) também apresentam funcdo importante no
controle da infeccdo, visto que a ativacdo de macréfagos € mediada por esses
receptores. Os TLRs estdo na primeira linha de defesa contra as espécies de
Leishmania, uma vez que aumentam a fagocitose, desencadeiam a ativacdo de NF-
9B e di minuem a pr odnflamatériad(BUON ettlo2008nas pr -

S&o muitos os fatores envolvidos na resposta imune durante uma infeccao
causada por Leishmania spp. A compreenséao da integragcédo entre imunidade inata e
adquirida, além do entendimento dos mediadores envolvidos € fundamental para o
desenvolvimento de novas drogas, imunoterapias que poderiam dar ao paciente
uma melhor qualidade de vida e também para o desenvolvimento de vacinas
eficazes (SCOTT; NOVAIS, 2016).

7. Virus de RNA de Leishmania

O virus de RNA de Leishmania (LRV) é um virus da familia Totiviridae,
icosaédrico, ndo envelopado, de aproximadamente 40 nm que esta presente em
algumas cepas de Leishmania. Este virus apresenta RNA fita-dupla e genoma de
comprimento entre 4 e 8 kb, o qual possui duas fases de leitura aberta (ORFs) que
codificam uma proteina do capsideo e uma RNA polimerase dependente de RNA
(RDRP) fundamental para a replicacdo do virus (DE SOUZA et al., 2014; GUPTA,;
DEEP, 2007; PATTERSON, 2017).

Os LRVs apresentam duas variantes, LRV1 e LRV2, as quais apresentam

organizacdo gendmica idéntica, porém homologia inferior a 40% na sequéncia
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nucleotidica. A variante LRV1 foi a primeira a ser caracterizada, sendo identificada
nas espeécies Leishmania guyanensis e Leishmania braziliensis, posteriormente a
variante LRV2 foi descrita infectando Leishmania major e Leishmania aethiopica,
logo a primeira esté presente em espécies de Leishmania do Novo Mundo e a ultima
em espécies do Velho Mundo (SCHEFFTER et al., 1995; ZANGGER et al., 2013).

Nas ultimas décadas, o LRV, principalmente o LRV1, tem sido estudado como
um fator de viruléncia para a LTA, sendo relacionado & metastase das lesdes, a uma
maior chance de desenvolvimento de LMC, estando associado a falhas terapéuticas
e persisténcia do parasito, aumentando as chances de recidiva (BOURREAU et al.,
2016; OLIVIER, 2011).

A literatura tem descrito que a liberacdo do RNA viral por parasitos mortos
logo apos a infeccdo é responséavel por desencadear uma resposta imune mediada
por receptores do tipo toll-like 3 (TLR3), resultando na producdo de citocinas e
quimiocinas pré-i nf | amat - ri as,h-6, EXChl® e TOLB, W, quelséria o
motivo da exacerbacéo da doenca (IVES et al., 2011; SCOTT, 2011).

Embora muitos trabalhos relacionem o LRV1 ao aumento da viruléncia, ainda
h& poucos dados epidemioldgicos sobre assunto, visto que a frequéncia do virus
ainda é pouco descrita em amostras clinicas. No geral, todos os estudos concordam
que a gravidade e a cronicidade da doenca ndo podem ser associadas somente a
presenca do LRV1 e que também a presenca do virus por si s6 ndo seria suficiente
para modular a resposta imune, sendo ainda necessaria uma elevada quantidade
deste (CANTANHEDE et al., 2015a; HARTLEY et al., 2014; PEREIRA et al., 2013).

A influéncia do LRV1 no metabolismo das espécies de Leishmania e os
mecanismos para transmissao e manutencao do virus ndo estdo bem estabelecidos,
sendo que ndo se sabe por que algumas cepas sao infectadas e outras ndo. Nesse
sentido, ainda néo foi relatado um sistema infeccioso capaz de introduzir a forma
estavel do LRV1 em linhagens deficientes para 0 mesmo. Uma das hipéteses é que
a propria maquinaria de RNA de interferéncia (RNAIi) das espécies de Leishmania
impeca o estabelecimento viral (HARTLEY et al., 2012; LYE et al., 2010).

Por fim, a descoberta dos LRVs representa uma nova possibilidade de

abordagem terapéutica nas leishmanioses metastaticas relacionadas a presenca do
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virus. Pesquisas recentes demonstraram ser promissora uma imunizagao a partir do
capsideo do viral (CASTIGLIONI et al., 2017).

8. Diagnostico

O diagnéstico da LTA envolve aspectos clinicos, epidemiologicos e técnicas
laboratoriais que visam a deteccdo do parasito ou que determinam sua presenga no
hospedeiro infectado. No diagnostico, sdo utilizados exames parasitoldgicos,
exames imunolégicos que incluem teste de Montenegro e testes soroldgicos tais
como imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaio de imunoabsorcdo enzimatica
(ELISA), além de técnicas moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e suas variacfes (BONI et al., 2017).

Os exames parasitolégicos compreendem pesquisa direta pelo parasito,
cultura e exame histopatoldgico. A pesquisa direta pelo parasito é feita por meio da
visualizacdo em microscopio de esfregacos de bidpsias, escarificacdo ou puncéo
aspirativa das lesGes corados com Giemsa ou hematoxilina-eosina, 0 que permite o
achado das formas amastigotas do parasito. A cultura in vitro de parasitos pode
melhorar a sensibilidade do diagnostico, mas € cara e costuma consumir mais tempo
do que outros métodos, logo ndo é habitual seu uso no diagnostico clinico. Nos
altimos anos, modificacbes tém sido desenvolvidas na cultura de espécies de
Leishmania o que poderia reduzir o tempo do exame e melhorar a sensibilidade da
técnica, essas modificacbes incluem uso de camada leucocitaria e células
mononucleares do sangue periférico (ELMAHALLAWY et al., 2014; MAURYA et al.,
2010). Os exames histopatolégicos associam a observacdo do parasito com a
visualizacdo do infiltrado inflamatério originado durante a infeccdo. Nestes exames,
achados de hiperplasia epitelial, baixa granulagéo, inflamacdo crénica intensa das
papilas dérmicas e auséncia de alteracdes nos vasos sanguineos diferenciam as
manifestacbes tipicas de LTA da maioria das Ulceras cutédneas, contudo o
diagndstico positivo ainda exige a verificacdo da presenca do parasito (GONZALEZ
et al., 2018). Todos o0s exames parasitologicos apresentam uma boa especificidade,
porém a sensibilidade tende a ser no maximo de 80% mesmo quando realizados em
condicOes ideais (SEVILHA-SANTOS et al., 2018).
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O teste de Montenegro € amplamente utilizado no Brasil, sendo a principal
forma de diagndéstico na atengéo béasica visto que é de facil execuc¢do, baixo custo e
pode ser realizado imediatamente (GUEDES et al., 2017). Trata-se de um teste que
mede a reacao de hipersensibilidade tardia, a qual € caracterizada por enduracéo no

local onde se é aplicado uma solucdo contendo antigenos inativados ou partes

destes. ReacOes cutineas ao teste de Montenegro O 5 mm S «0 CONS

positivas e <5 mm sao consideradas negativas. Este teste é considerado relevante
principalmente em casos em que a LTA tem um quadro de mais de dois meses de
evolucao, ou seja, 0s parasitos estdo escassos ou ausentes e também em situacoes
de levantamento epidemioldgico. O teste de Montenegro apresenta sensibilidade
que varia de 86,4% a 100% (ANTONIO et al., 2014; SKRABA et al., 2015).

Ha diversos testes sorolégicos para o diagnéstico da LTA, podendo-se
destacar IFl e ELISA. Estes testes baseiam-se na identificacdo do antigeno ou de
anticorpos anti-Leishmania nos soros dos pacientes, S0 pouco invasivos e
alcancam valores de sensibilidade superiores a 90%, mas apresentam baixa
especificidade ja que pacientes infectados podem apresentar baixos titulos de
anticorpos e individuos advindos de areas endémicas para a LTA podem gerar
resultados falso-positivos. Além disso, reacdes cruzadas podem ocorrer em
pacientes infectados por outros tripanossomatideos como é o caso do Trypanosoma
cruzi (COSTA et al., 2016b; DUARTE et al., 2015; SZARGIKI et al., 2009a).

A biologia molecular tem sido utilizada com sucesso no diagnostico da LTA
por conseguir associar sensibilidade e especificidade. Nesse sentido, a PCR pode
ser empregada detectando a presenca de DNA de Leishmania ou ainda
determinando a carga parasitaria, como € o caso da PCR em tempo-real (qQPCR)
(DOWNING et al., 2017; GOMES et al., 2015).

Nos ultimos anos, tem sido muito comum a utilizacdo das qPCRs para
deteccdo de DNA de Leishmania, quantificagdo dos parasitos e ainda identificacéo
de espécies. A gPCR é mais rapida que a PCR convencional e apresenta menos
chances de contaminagdo uma vez que ndo ha manipulagédo dos produtos, pois ndo
ha necessidade de eletroforese em gel. Além disso, por ser capaz de quantificar
carga parasitaria, é ideal para o acompanhamento de pacientes co-infectados e
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imunossuprimidos a fim de prever recaidas e identificar falhas no tratamento (DE
PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015; MOREIRA; YADON; CUPOLILLO, 2017).

Ainda dentro das abordagens moleculares, ha o High Resolution Melting
(HRM) que é um método para genotipagem, andlise de sequéncias e de mutacdes,
gue nao exige nenhum processamento do produto amplificado e é baseado apenas
nas analises das curvas de melting geradas, por meio do monitoramento da
saturacdo dos fluoréforos utilizados. Este método ja demonstrou conseguir
diferenciar espécies de Leishmania, entretanto alguns trabalhos relatam
sobreposicao de temperatura de melting (Tm) entre espécies, 0 que limitaria a
utilizacdo deste método (HERNANDEZ et al., 2014; ZAMPIERI et al., 2016).

As vantagens dos métodos moleculares sdo varias, a comecar pela ampla
variedade de tipos de amostras que podem ser utilizadas para extragdo do material
genético a ser analisado: sangue, swab, fragmentos de bidpsias (frescos,
congelados ou conservados em parafina), escarificagcdo da lesdo e impressao da
lesdo em papel filtro. Apds a coleta, o DNA pode ser extraido por varias técnicas ja
bem estabelecidas, inclusive por meio de kits comerciais. Além disso, mesmo que a
quantidade inicial de DNA extraido da amostra coletada seja pequena, a PCR e suas
variacfes ainda podem ser consideradas altamente sensiveis devido a capacidade
de produzir milhares de cépias de uma sequéncia alvo (GOMES et al., 2014). Outra
vantagem é o grande numero de diferentes sequéncias-alvo que podem ser
utilizadas, estas incluem genes de RNA ribossémico, de kDNA, de proteinas de
choque térmico como HSP60 e HSP70 e genes envolvidos em processos
metabdlicos como glicose-6-fosfato-desidrogenase (ELMAHALLAWY et al., 2014;
TSUKAYAMA et al., 2013).

O Ministério da Saude preconiza para o0 caso de ocorréncia de lesbes
sugestivas de leishmaniose que o diagnostico seja baseado em critérios clinicos e
epidemioldgicos. Entretanto, o diagnéstico deve ser complementado por pesquisa
direta do parasito ou Teste de Montenegro. Nos casos em que o diagndstico néao for
conclusivo pelos métodos anteriores, outros testes diagnosticos devem ser
realizados. A utilizacdo de métodos de diagndstico laboratoriais € importante visto
que, além de confirmar os achados clinicos, oferece informacdes epidemioldgicas,

como a espécie de Leishmania circulante. O diagndstico de certeza € feito pelo
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encontro do parasito, ou de seus produtos, nos tecidos ou fluidos biol6gicos do
paciente, logo recomenda-se a confirmacdo do diagnéstico por método

parasitologico antes do inicio do tratamento (BRASIL, 2017).

9. Tratamento e Vacinas

Os antimoniais pentavalentes (SbV) sdo usados desde a década de 1930 e
permanecem como a primeira escolha para o tratamento da LTA. No mundo, ha
duas formulagbes de antimoniais pentavalentes disponiveis para o tratamento: o
antimoniato de meglumina e o estibogluconato de sodio, sendo este ultimo nao
comercializado no Brasil. Apesar de serem prioridade no tratamento, estes
medicamentos podem causar muitos efeitos adversos visto que se acumulam
facilmente nos tecidos. Os efeitos adversos vdo desde vomitos, nauseas, cefaleia,
dores abdominais a casos de arritmia cardiaca fatal. Tantos efeitos adversos
somados a um periodo de tratamento considerado longo por maior parte dos
pacientes levam a um grande problema de saude publica que é o abandono do
tratamento e a possibilidade de surgimento de cepas resistentes (DE MENEZES et
al., 2015; TIUMAN et al., 2011).

O mecanismo de acdo dos compostos ShV ainda ndo esta bem estabelecido.
Sabe- se que a conformacéo SbV é inativa e que em macrofagos é convertida para
a forma ativa (Sb 1ll), estas inibem a atividade glicolitica das amastigotas, sendo esta
inibicdo acompanhada por uma inibicdo dose-dependente na producédo de ATP e
GTP (PETITTI; VANNI; BARRESI, 2008; ROYCHOUDHURY; SINHA; ALI, 2011).

A anfotericina B € um antimicrobiano indicado no tratamento de micoses
sistémicas. No entanto, desde a década de 1990, a anfotericina B tem sido escolhida

como um dos principais tratamentos para leishmanioses (CROFT; OLLIARO, 2011).

A acdo bem sucedida da anfotericina B contra leishmanioses é resultado de
uma alteracdo do equilibrio ibnico, por meio de alteracdo osmdética causada por
abertura de poros na membrana do parasito, com consequente morte celular (KOTB
ELMAHALLAWY; AGIL, 2015; MIGUEL; YOKOYAMA-YASUNAKA; ULIANA, 2008).

Essa droga tem duas apresentacdes: anfotericina B lipossomal (ABL) e
anfotericina B desoxicolato (ABD). Ambas sdo menos toxicas que 0s antimoniais

pentavalentes, entretanto sdo mais caras e demandam ambiente refrigerado para
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manterem sua estabilidade, o que pode representar um obstaculo em paises em
desenvolvimento (DE MENEZES et al., 2015).

A ABD é eficaz e mais barata que a ABL, porém esta associada a diversos
efeitos colaterais, além disso o parasito desenvolveu resisténcia a ABD em muitos
casos, logo essa forma da anfotericina ndo é muito indicada, sendo ainda
contraindicada em pacientes idosos e gestantes (OLIVEIRA et al., 2011). A ABL, por
sua vez, foi desenvolvida a fim de reduzir os efeitos colaterais e melhorar os
aspectos farmacocinéticos da droga. Nesse sentido, os lipossomas presentes na
férmula de ABL permitem uma rapida absor¢do do farmaco e ainda garantem uma
acentuada melhora em sua biodisponibilidade por perdurarem mais tempo na
corrente sanguinea. O uso de ABL é especialmente indicado em casos de co-
infeccdo leishmaniose/HIV (LEMKE; KIDERLEN; KAYSER, 2005; PIERSON et al.,
2010).

As pentamidinas representam outra possibilidade de tratamento para LT.
Estas sdo utilizadas em regibes endémicas dos continentes americano, asiatico e
africano, sendo que a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) recomenda o
uso dessa droga como segunda escolha atras somente dos antimoniais
pentavalentes, porém deve-se ressaltar que esta tem eficicia limitada a apenas
algumas espécies de Leishmania (ALVAR; CROFT; OLLIARO, 2006; PAHO, 2013).

Apesar de ser recomendada em alguns casos, essa droga é considerada
muito toxica e seu uso geralmente é indicado quando inserido numa combinacdo de
terapias. Os efeitos adversos incluem nauseas, vomitos, tontura, mialgias, cefaleia,
hipotenséo, hipoglicemia e o mais grave de todos: diabetes mellitus, que pode se
manifestar a partir da administracdo de uma dose total de 2 g. O mecanismo de
acdo das pentamidinas ndo € bem conhecido, contudo sabe-se que este
medicamento interfere na fungdo mitocondrial, dificultando a replicacéo e transcricéo
do parasito a esse nivel (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012; SUN; ZHANG, 2008).

Como visto até aqui, a quimioterapia desempenha papel fundamental no
tratamento das leishmanioses, entretanto fatores como altos custos, toxicidade e
periodos longos de terapia indicam a importancia do desenvolvimento de outros
farmacos e de vacinas (BEAUMIER et al., 2013).
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As vacinas para leishmanioses podem ser divididas em trés categorias:
vacinas de Leishmania spp. atenuadas, vacinas a partir do parasito morto e vacinas
recombinantes/ vacinas de DNA (SRIVASTAVA et al., 2016). Considera-se a vacina
ideal para esta doenca aquela que seja capaz de conferir imunidade de longa
duracédo e que envolva de maneira equilibrada resposta imune mediada por Thl e
Th2 (GILLESPIE et al.,, 2016). As vacinas mais promissoras até 0 momento sao:
Leish-F1, Leish-F2 e Leish-F3, que sao feitas por meio da fusdo de proteinas
recombinantes e que se encontram em fase clinica Il. Muito promissoras também
Sdo as vacinas compostas por proteinas de Leishmania e antigenos de saliva de
flebotomineos, sendo que estas estdo em fase pré-clinica (THOMAZ-SOCCOL et al.,
2018).
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II. JUSTIFICATIVA

As manifestacdes clinicas da LTA estdo relacionadas a diversos fatores, os
quais vao desde caracteristicas do hospedeiro a particularidades das espécies de
Leishmania envolvidas na patogénese da doenca. Entretanto, ainda sdo poucos 0s
trabalhos que se propéem a entender como esses fatores estéo interligados e como
a combinacdo de aspectos clinicos, imunoldgicos e moleculares influencia no amplo
espectro de sintomas observados na LTA. Ademais, pesquisas recentes sugerem
uma participacao relevante do LRV1 na metastase das lesdes e na contribuicdo para
falhas terapéuticas, logo este virus seria mais um fator de interesse na compreensao
da patogenia. Sendo assim, este trabalho tem como justificativa a necessidade de
ampliar o entendimento de como aspectos relativos ao paciente, tais como sexo,
idade, producdo de citocinas e anticorpos, bem como aspectos relacionados ao
parasito, como espécie de Leishmania envolvida e carga parasitaria, estao
correlacionados e associados as manifestacdes clinicas da LTA. Além disso, o
presente estudo buscou aumentar a compreenséo do papel do LRV1 na infeccédo in

vitro.
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lll. OBJETIVOS

1. Objetivo geral
O principal objetivo do trabalho foi verificar como aspectos bioldgicos,
imunoldgicos e moleculares estéo relacionados ao amplo espectro de manifestacfes

clinicas da LTA e como estes se correlacionam.

2. Objetivos especificos

1 Descrever as caracteristicas clinicas e imunolégicas dos pacientes com LTA
em Corte de Pedra e no Distrito Federal no periodo do estudo;

1 Realizar o diagnéstico molecular e soroldgico dos pacientes;
Determinar o perfil de citocinas presente nas diferentes apresentacfes
clinicas da doenca;
Identificar as espécies dos parasitos presentes nos pacientes;

1 Investigar a presenca do LRV1 nas amostras de sangue e biopsias dos
pacientes;

1 Verificar, in vitro, o papel do LRV1 na taxa de infeccdo e na resposta ao

tratamento com antimonial pentavalente e anfotericina B.
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IV. METODOLOGIA

1. Desenvolvimento do estudo in vivo

O presente trabalho foi realizado com 126 amostras bioldgicas, sendo 75 de
sangue e 51 de biépsias. As amostras foram coletadas de 30 individuos da regido de
Corte de Pedra (BA), no més de setembro de 2016 e de 45 individuos atendidos no
ambulatorio de dermatologia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), durante o
periodo de junho de 2017 a fevereiro de 2018. Os pacientes foram informados
quanto a pesquisa e aceitaram participar mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A). Os critérios de exclusao foram
pacientes menores de 18 anos, populacao indigena e portadores de HIV. O Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina/ UnB aprovou o estudo com os
pacientes de Corte de Pedra e atendidos no HUB
(CAAE: 53157115.5.0000.5558/2016) (Anexo A) e
(CAAE: 56709316.3.0000.5558/2016) (Anexo B), respectivamente.

1.2 Descricao dos locais do estudo

1.2.1 Corte de Pedra (BA) e Hospital Universitario de Brasilia (DF)

Corte de Pedra é uma regido endémica para LTA localizada no sudeste do
estado da Bahia, a 280 km de Salvador. A regido compreende 20 municipios e
estende-se por uma area de cerca de 10.000 Km?, coberta por Mata Atlantica. Os
moradores locais trabalham principalmente na agricultura, sendo esta atividade
realizada muitas vezes na proximidade de florestas (GUIMARAES et al., 2016). O
outro local de coleta foi o0 ambulatério de dermatologia do Hospital Universitario de
Brasilia (HUB), que é centro de referéncia no diagnéstico de LTA, recebendo

pacientes de todos os estados do pais (figura 3).
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Figura 3: Localizacdo das areas de coleta das amostras da pesquisa. (A) Corte de Pedra
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(B) Hospital Universitario de Brasilia (HUB).

1.3 Coleta das amostras

Na regido de Corte de Pedra, a coleta de material biol6gico foi realizada pelas
Dras. Elza Ferreira Noronha e Nadjar Nitz e no HUB os procedimentos foram
realizados pela equipe de residéncia em dermatologia sob a orientacdo do Dr. Ciro
Martins Gomes. O sangue foi coletado por puncdo venosa em tubo BD VACUETTE®,
contendo Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) K3 jateado na parede interna e
também em tubos BD Vacutainer® SST® Il Advance® com ativador de coagulo e gel
separador para obtencdo de soro. Parte do sangue foi imediatamente armazenada
em tubo tipo eppendorf contendo RNAlater (Thermo Fischer Scientific, EUA). Os
pacientes que apresentavam lesédo ativa (figura 4) receberam anestesia local com
lidocaina a 2% e realizou-s e bi - psia da borda da | es
mm. De modo semelhante ao realizado com as amostras de sangue, as bidpsias
foram divididas em fragmentos, sendo que um deles também foi armazenado em
RNAlater. Todo o material biolégico foi transportado para o Laboratério
Interdisciplinar de Biociéncias/UnB (LabIBC/UnB) para realizagdo dos testes

laboratoriais.

Figura 4: Fotografias de les6es de alguns pacientes da pesquisa. (A)
Lesédo de paciente de Corte de Pedra com LCL primaria (B) Lesédo de
paciente atendido no HUB com LCL primaria. (C) Les&o de paciente
de Corte de Pedra com LCL recidiva e (D) Les&o de paciente
atendido no HUB LCL recidiva.

« 0



46

1.4 Extracédo de DNA

1.4.1 De células do sangue periférico

A extrac@o de DNA de células do sangue periférico dos pacientes foi realizada
com o kit comercial Mini Spin Plus (Biopur, Brasil) e as instru¢cdes do fabricante
foram seguidas. Inicialmente, separou-se 200 pL de sangue total que foram
transferidos para um tubo tipo eppendorf estéril de 1,5 mL. Adicionou-se 200 L de
Tampdao de Lise e 20 pL de Proteinase K. Apds incubacéao de 30 minutos a 56°C, foi
adicionado 400 pL de Tampéo de Ligacdo. Em seguida, o material foi transferido
para o tubo de centrifugacdo com membrana de silica e incubado por um minuto a
temperatura ambiente. Apés centrifugacdo de 13.000 x g por um minuto, O
sobrenadante foi descartado com o tubo inferior e o tubo com silica foi colocado
sobre um novo tubo de coleta. A lavagem da membrana contendo o DNA gendémico
foi realizada adicionando-se primeiramente 500 yL de Tampao de Lavagem | e
centrifugando a 13.000 x g por um minuto e, em seguida, adicionou-se 600 pL de
Tampé&o de Lavagem Il e novamente realizou-se centrifugagéo a 13.000 x g por um
minuto. A eliminacdo do etanol residual presente nas solucdes de lavagem foi feita
por meio de centrifugacdo em velocidade maxima por quatro minutos. Por fim,
colocou-se o tubo filtro em microtubo de 1,5 mL e o DNA foi ressuspendido em 100
UL de Tampdo de Eluicdo previamente aquecido a temperatura de 56°C. Apos
incubacédo a temperatura ambiente por um minuto e centrifugacéo a 13.000 x g por

um minuto, o DNA foi armazenado a -20°C até o momento de sua utilizacao.

1.4.2 Das bidpsias

A extracdo de DNA das biépsias dos pacientes também foi realizada com o kit
comercial Mini Spin Plus (Biopur, Brasil) e as instrucbes do fabricante foram
seguidas conforme descrito no item anterior. Contudo, a fim de melhorar e eficiéncia
da extracdo, os fragmentos foram previamente macerados com auxilio de bisturi a
fim de aumentar a superficie de contato da amostra biolégica com o Tampao de Lise

e Proteinase K.

1.4.3 De formas promastigotas de L. braziliensis e L. guyanensis
DNAs de L. braziliensis I0C-L 2483 (MHOM/BR/2000/LTCP 13396) e de L.
guyanensis M44142 também foram extraidos a fim de serem utilizados como

controles positivos nas PCRs. Estes foram obtidos de formas promastigotas
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crescidas em meio de cultura Difco™ Liver Infunsion Broth e cultivadas no préprio
laboratério. Contou-se 5x10° parasitos e realizou-se centrifugacéo a 1.500 x g por
dez minutos. O sedimento foi lavado duas vezes com tampéo fosfato-salino (PBS)
1x, passando-se por centrifugacdes a 1.500 x g por cinco minutos. O pellet foi
ressuspenso em 200 pL de Tampao de Lise, no qual foi adicionado 20 pL de
Proteinase K e procedeu-se a extracdo por meio do kit comercial Mini Spin Plus

(Biopur, Brasil), o qual ja teve o protocolo descrito anteriormente.

1.5 Quantificacdo e analise do DNA extraido

As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotbmetro NanoVue
(GE Heathcare, EUA) com 3 ¢ & a pueza BONDANA foi avaliada pela razéo
entre as absorbéncias 260/280 nm. A qualidade do DNA foi verificada por PCR
convencional pel a ampl i f i-actna,«®9 pridess utgizacdos

con

foram BAA -ATETGGCACCACACCTTCCTACAATGAGCTGCG-3 6) e BAS (

CGTACTCCTGCTTGCTGATCCACATCTGC-3 6(ROSSI et al., 1994). As condicdes
da PCR foram: 50 ng do DNA molde, tamp&o de reag¢ao 1x (20 mM Tris-HCI pH 8,4;
50 mM KCI) (Invitrogen), 3 mM MgCl,, 0, 1 ¢ Madadpemer, 0,2 mM dNTPs
(Nlustra®, GE, UK) e 2,5 unidades de Tag DNA polimerase (Invitrogen, EUA), com
um volume final de 25 pL. A PCR foi realizada com desnaturacéo inicial de 95°C por
cinco minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento
a 60°C por um minuto, extenséo a 72°C por um minuto, uma extensao final de 72°C
por cinco minutos. Os amplicons foram separados através da corrida eletroforética
em gel de agarose a 1,0% (GE Healthcare) corado com brometo de etidio 0,5
mg/mL, utilizando tampé&o TAE 1x (Tris acetato 90 mM pH 8,0; EDTA 25 mM).

1.6 Extrac&o de RNA viral

1.6.1 De células do sangue periférico e de biopsias

A extracdo de RNA viral de amostras de sangue e de biépsia previamente
armazenadas em RNAlater foi realizada com o kit comercial Mini Spin Virus RNA
(Biopur, Brasil) e as instru¢des do fabricante foram seguidas. No caso do sangue,
separou-se 200 pL que foram transferidos para um tubo tipo eppendorf estéril de 1,5
mL. Adicionou-se 600 pL de Tampao de Lise RV, 20 pL de Proteinase K e 20 uL de
Carreador RNA. Apos incubacdo de 30 minutos a 56°C foi adicionado 400 pL de
Tampédo de Ligacdo. Em seguida, o material foi transferido para o tubo de
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centrifugacdo com membrana de silica e incubado por um minuto & temperatura
ambiente. Apos centrifugacdo de 5.900 x g por um minuto, o sobrenadante foi
descartado com o tubo inferior e o tubo com silica foi colocado sobre um novo tubo
de coleta. A lavagem da membrana contendo o RNA viral foi realizada adicionando-
se primeiramente 600 uL de Tampao de Lavagem R1 e centrifugando a 5.900 x g
por um minuto e, em seguida, adicionou-se 600 pL de Tampé&o de Lavagem R2 e
novamente realizou-se centrifugacdo a 5.900 x g por um minuto. A eliminacdo do
etanol residual presente nas solucdes de lavagem foi feita por meio de centrifugacao
em velocidade maxima por quatro minutos. Por fim, colocou-se o tubo filtro em um
tubo tipo eppendorf de 1,5 mL e o DNA foi ressuspendido em 80 uL de Tampéao de
Eluicdo previamente aquecido a temperatura de 56°C. Apds incubacdo a
temperatura ambiente por um minuto e centrifugacédo a 5.900 x g por um minuto, o
RNA viral foi quantificado e armazenado a -80 °C até a etapa de preparacdo do DNA
complementar (cDNA).

1.6.2 De formas promastigotas de L. guyanensis

O RNA viral de L. guyanensis 10C-L1398 (MHOM/BR/1989/IM3597), cepa
gue apresenta o LRV1, foi extraido a fim de ser utilizado como controle positivo nas
RT-PCRs. De semelhante modo, foi extraido RNA de L. infantum
(MCER/BR/79/M6445) para ser utilizado como controle negativo. Contou-se 5x10°
parasitos e realizou-se centrifugacdo a 1.500 x g por dez minutos. O sedimento foi
lavado duas vezes com tampédo fosfato-salino (PBS) 1x, passando-se por
centrifugacdes a 1.500 x g por cinco minutos. O pellet foi ressuspenso em 200 L de
Tampao de Lise, no qual foram adicionados 20 pL de Proteinase K e 20 puL de
Carreador RNA e procedeu-se a extracdo por meio do kit comercial Mini Spin Plus

(Biopur), o qual ja teve o protocolo descrito anteriormente.

1.7 Quantificacdo do RNA viral extraido e sintese de cDNA

As amostras de RNA viral foram quantificadas em espectrofotbmetro
Nan o Dr @lpefno Fischer Scientific, EUA)com 2 &L de RNA viral
RNA foi avaliada pela razdo entre as absorbancias 260/280 nm. A sintese de cDNA
foi realizada por meiodo kitSup er Scr i p-4SteandlcONABynthesis Reaction
(Invitrogen, EUA), as condi¢cOes utilizadas foram 1 0 & Mprimev reverso gene-
especifico, 10 mM dNTP mix e a amostra de RNA viral (10 pgi5 €g), chegand
volume total de 13 ¢ L . As amostras passaram por K
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aquecimento a 65°C por cinco minutos. Apds aquecimento, foram imediatamente
acondicionadas em gelo por um minuto. Em seguida, adicionou-se 5x SSIV Buffer,

DTT 100 mM, Ribonuclease Inhibitore Super Scri pt E IV Rewwdr se T
U/ gL) a cada amostra compl et a&rndo Asm awmmlsu
passaram novamente por breve centrifugacdo e aquecimento de 50°C por 50

minutos e de 80°C por 10 minutos. As etapas de aquecimento foram realizadas em
termociclador T-100 Thermal Cycler (Bio-Rad, EUA). O cDNA foi armazenado a -

20°C.

1.8 Diagnéstico sorologico

1.8.1 ELISA

A presenca de anticorpos contra antigenos de Leishmania foi avaliada por
ELISA com Antigenos Soluveis de Leishamania (SLA) para anti-imunoglobulina G
(IgG), de acordo com técnicas padronizadas no laboratorio (LAURIA-PIRES et al.,
2000).

1.8.1.1 Preparo de antigenos para ELISA

A coleta das formas promastigotas de L. braziliensis foi realizada por
centrifugacéo a 2.200 x g por 15 minutos a 4°C, lavadas trés vezes com PBS pH 7,4
por igual periodo e ressuspensas em 2 mL de agua Milli-Q. Em seguida, os parasitos
foram submetidos a trés ciclos de congelamento a -20°C/descongelamento a 37°C.
As formas promastigotas de L. braziliensis foram lisadas de forma mecéanica com
auxilio de um triturador a 4°C para rompimento da membrana dos parasitos. O lisado
foi centrifugado novamente a 3.600 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
recolhido, centrifugado a 10.000 x g por dez minutos e ressuspenso em 2 mL de
agua destilada. A concentracdo de proteinas foi determinada e aliquotas dos

extratos foram armazenadas a -80°C.

1.8.1.2 Sensibilizac&o das placas

Microplacas de fundo chato com 96 pocos foram sensibilizadas
separadamente com 50 eL/po-0 de cada um do
purificados) dos parasitos diluidos em PBS pH 7,4 de formaaconter0,1¢ g/ po- o do
antigeno de L. braziliensis. Apos a incubacao por 18 horas a 4°C em camara umida,
0 excesso de antigenos foi retirado e as placas foram lavadas trés vezes com PBS

pH 7,4 contendo 0,05% de Tween-20. Para bloqueio dos sitios de adeséo livres das
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proteinas que ainda existiam na superficie dos pocos, foram adicionados 100

eL/ po-0o de PBS/ |l eite -depormamis deddoras inculfadas @& ei x o

37°C em camara umida, o excesso foi retirado e novamente as placas foram lavadas
trés vezes com Tween-20. As placas sensibilizadas foram imediatamente envolvidas

em papel laminado e guardadas a - 20° C.

1.8.1.3 Incubacé&o do primeiro anticorpo

Para deteccdo de anticorpos especificos, os soros foram diluidos 1:100 em
PBS/ |l eite desnatado 2% e adicionados
horas de incubacédo a 37°C em camara umida o excesso foi retirado e as placas
foram lavadas trés vezes com Tween-20. Em cada placa, os soros controles
positivos e negativos foram adicionados nas mesmas condi¢bes. Para controle dos

reagentes foram adicionados apenas PBS/leite desnatado 2%.

1.8.1.4 Incubacé&o do segundo anticorpo

O conjugado previamente testado e titulado composto por anticorpos anti-IgG
humano e marcado com peroxidase foi diluido 1:500 em PBS/leite desnatado a 2% e
adicionado 7 pl atsaduasshorasedé ihcpacdo a 3798 em camara
Uumida o excesso foi retirado e as placas novamente lavadas trés vezes com Tween-
20.

1.8.1.5 Revelacgéo e leitura

A revelacdo dos imunocomplexos utilizou como substrato peroxido de

pl ac

hidrogénio (H20,), a diluicdo foi de 2 e L em 5 mL de tamp«o d

sédio/acido citrico pH 5,0, contendo o0 cromégeno o0-Phenylenediamine
dihydrochloride (OPD) a 2 mg. Este foi adicionado a placa (5 0  eoto) epincubado
por vinte minutos a 37°C. Apds o tempo de incubacao, foi adiciona d o  B/fibcoae
acido sulfurico (H,SO,4) para interromper a reacdo de H,O, As placas foram
deixadas a temperatura ambiente por 15 minutos na auséncia de luz. Passado o
tempo realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 490 nm. O ponto de corte foi
determinado a partir da média dos brancos subtraida dos controles negativos de
cada placa. As amostras com valor abaixo de 10% do ponto de corte foram
consideradas negativas, aquelas com valor acima de 10% do ponto de corte foram
consideradas positivas e as amostras com valores intermediarios foram

consideradas indeterminadas.



51

1.9 Dosagem de citocinas

Realizou-se a dosagem das citocinas: interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-
4), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), fator de necrose tumoral (TNF),
interferon-o (bFN e i ntléA (ILeldA) ipar aneio do kit CBA Human
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Biosciences) e seguindo as instru¢des do fabricante.
Inicialmente, adicionou-s e 25 €L dos soros dos eppendoif ent e
de 1,5 mL devidamente identificados. Assim como 0s soros, também foram
adicionados em tubos tipo eppendorf de 1,5 mL, 25 €L de <control es
(preparados por meio de diluicdo seriada a partir do Top Standard oferecido no Kit).
Em seguida, aos tubos ja com soro, adicionou-s e 2 5 capturetbeadse 25 e L de
Human Th1/Th2/Th17-1l PE Reaction Reagent. Os tubos foram incubados por trés
horas a temperatura ambiente em local sem exposicdo de luz. Apds o periodo de
incubacédo, adicionou-s e 5 0 0 Wash Bdffer em cada tubo e centrifugou-se a
200 x g por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se mais 250
e L \Wash Buffer em cada tubo, ressuspendendo-s e o pel | et . 200 €L
total dos tubos foram transferidos para uma placa de 96 pocos e a leitura foi
realizada em citdmetro BD LSRFortessaE . Os dados foram analisados no software
FCAP 3.0 (BD Biosciences®, USA).

1.10 Diagnéstico Molecular
1.10.1 PCR em tempo real (qPCR)

1.10.1.1 Curva padrao para determinacado da carga parasitaria

Inicialmente, foi estabelecida uma curva padrao tendo como alvo o KDNA de
Leishmania spp. para se determinar a carga parasitaria das amostras. A curva foi
feita através de diluicbes seriadas de DNA do parasito (1:10), obtendo-se as
seguintes concentracdes: 500 ng/pL, 50 ng/uL, 5 ng/uL, 0,5 ng/uL, 0,05 ng/uL e
0,005 ng/pL. Os primers utilizados foram P P F -G@CACCA CTA TAT TAC ACC
AACCCC-36) e -BERGTABGG GCG TTC TGC GAA-3 QRITA-PEREIRA et
al., 2012). A reacéo foi padronizada para um volume final de 20 pL, com 1X de
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA), 0,2 pM de cada
primer e 2 pL de cada uma das concentracbes de DNA. As condi¢cdes da gPCR
foram: 94°C por 12 minutos e 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30

segundos e 72°C por 30 segundos. Apés a amplificacdo, a melting curve foi
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padronizada com desnaturacao inicial de 95°C por cinco segundos, seguida por
50°C durante 15 segundos e 95°C durante cinco segundos. As amplificagbes foram
realizadas em duplicata em placas de 96 pocos (Optical 96-Well Reaction Plate,
MicroAmpE) e em termociclador ApQslponmwsidaBi osy
curva foram utilizados como controles positivos nas gPCRs com as amostras dos
pacientes e o resultado da curva padréo foi armazenado para os célculos de carga

parasitaria.

1.10.1.2 Deteccéao e quantificagcdo de DNA de Leishmania spp.

Foi realizada qPCR com amostras de DNA de sangue e de biopsias dos
pacientes tendo como alvo KDNA Leishmania spp.. Os primers e as condi¢gbes
previamente estabelecidos na determinacdo da curva padrdo foram 0s mesmos
utilizados para as amostras, sendo que estas estavam na concentragao de 25 ng/pL.
Foram incluidos em todas as reacdes dois controles negativos, um sem DNA
(branco) e o outro com DNA de células HEK néo infectadas, e dois pontos da curva
foram utilizados como controles positivos. As amplificacbes foram realizadas em
duplicata em placas de 96 pocos (Optical 96-Well Reaction Plate, MicroAmp®) e em
termociclador Appl i ed Bi Asscargas parssitiriasarann t St u
calculadas com o auxilio do software Qu a nt St Dedign & Bnalysis v1. 4.3.

1.11 Identificacdo das espécies de Leishmania

1.11.1 Amplificacdo daregido ITS1 de Leishmania spp.

As amostras positivas na qPCR de kDNA foram selecionadas para
amplificacdo da regido espacadora do gene de RNA ribossomal (rRNA) ITS1
utilizando os primers LITSRT ( 56 CTG GAT CAT TTT CCTG5ATG
TGA TAC CACTTATCG CAC TEL TA3 ét)al.,, 2000). Os produtos séo de
aproximadamente 330 pares de base (pb). A amplificacdo dessa regido do nDNA
ocorreu nas seguintes condi¢cdes: 20 ng/uL de DNA molde, tampéo de reacéo 1x (20
mM de Tris-HCI pH 8,4 e 50 mM de KCI), 1 mM de cloreto de magnésio (MgCl,),
0, 2 5 deecddia primer, 0,2 mM de dNTPs e 2,5 unidades de Taq DNA Polimerase
(Invitrogen/LifeTechnologies/Brazil). Todas as amplificagbes foram realizadas em
termociclador modelo T-100 Thermal Cycler (Bio-Rad, EUA) com a padronizagéo:
desnaturacao inicial a 95°C por cinco minutos, 35 ciclos de: desnaturacdo a 95°C por

30 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30
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segundos e uma extenséo final de 72°C por cinco minutos. Dois controles negativos
foram utilizados: um sem DNA (branco) e o outro com DNA de células HEK né&o
infectadas e como controle positivo foi utilizado DNA de L. braziliensis. Os produtos

da primeira cPCR foram reamplificados a fim de que a reacao fosse otimizada para o
sequenciamento. O produto da primeira PCR foi diluido narazdo 1:10ecom2¢ L d a
diluicdo realizou-se a segunda PCR, utilizando os mesmos primers, reagentes e
condi¢cbes da primeira amplificacdo. Todos os produtos de cPCR foram submetidos

a eletroforese em gel de agarose a 1,0% corado com brometo de etidio a 0,5 mg/mL,
utilizando tampao TAE 1x (Tris acetato 90 mM pH 8,0 e EDTA 25 mM). Apéds corrida

de parte do produto da cPCR em gel de agarose e visualizacdo da banda de
tamanho esperado, o restante do produto passou por um processo de purificacdo
para seguir para o sequenciamento. A purificacdo dos produtos foi realizada por
meio do kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification, observando-se as
instrucdes do fabricante. O DNA purificado foi quantificado em espectrofotometro
NanoVue ( GE) com 2 el de-208CNafe sexr endiadonparae n a d o

sequenciamento.

1.11.2 Sequenciamento dos produtos de cPCR e analise das sequéncias

Os produtos de PCR purificados foram sequenciados comercialmente pela
empresa Genomic Engenharia Molecular, Sdo Paulo. As sequéncias foram editadas
usando o software Geneious (www.geneious.com) e analisadas pelo algoritmo
BLASTn disponivel no site do National Center for Biotecnology Information

(www.ncbi.nlm.nih.gov).
1.12 Deteccéo de LRV1

1.12.1 PCR da transcricao reversa (RT-PCR)

A RT-PCR foi realizada com amostras de cDNA de sangue e de bidpsias dos
pacientes tendo como alvo a regiao ORF1 do genoma viral a fim de confirmar os
resultados obtidos por gRT-PCR. Os primers utlizados foram LRV1 F (5-0
ATGCCTAAGAGTTTGGATTCG-3 6 ) e L RMWAQAARAGAGGATTGCTGTG-

3 0 3endo os produtos de 240 pb (CANTANHEDE et al., 2015). A amplificacdo
ocorreu nas seguintes condi¢des: 5 ¢ Lde cDNA, tampéao de reacédo 1x (20 mM de
Tris-HCI pH 8,4 e 50 mM de KCI), 1 mM de cloreto de magnésio (MgCl,), 0, 2 de M
cada primer, 0,2 mM de dNTPs e 2,5 unidades de Taq DNA Polimerase
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(Invitrogen/Life Technologies/Brazil), com volume final de 25 eL . Todas as
amplificagbes foram realizadas em termociclador modelo T-100 Thermal Cycler (Bio-
Rad, EUA) com a padronizacdo: desnaturacdo inicial a 94°C por cinco minutos, 30
ciclos de: desnaturacdo a 94°C por 20 segundos, anelamento a 57°C por 15
segundos, extensao a 72°C por 30 segundos e uma extenséo final de 72°C por cinco
minutos. Dois controles negativos foram utilizados: um sem DNA (branco) e o outro
com cDNA de L. infantum (MCER/BR/79/M6445), e como controle positivo foi
utilizado cDNA de L. guyanensis (MHOM/BR/1989/IM35). Os produtos da RT-PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de
etidio a 0,5 mg/mL, utilizando tampé&o TAE 1x (Tris acetato 90 mM pH 8,0 e EDTA 25
mM).

1.12.2 PCR em tempo real da transcricao reversa (QRT-PCR)

Foi realizada gRT-PCR com amostras de cDNA de sangue e de biopsias dos
pacientes tendo como alvo a regido ORF1 do genoma viral. Os primers utilizados
foram LRV1 F (5-ATGCCTAAGAGTTTGGATTCG-3 0) e LRVZE R
ACAACCAGACGATTGCTGTG-3 6 ([CANTANHEDE et al., 2015). A reacdo foi
padronizada para um volume final de 20 pL, com 1X de Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, EUA), 0,2 mM de cada primer e 2 pL de cDNA. As
condicbes da gqPCR foram: 95°C por dez minutos e 40 ciclos a 94°C por 15
segundos, 53°C por 40 segundos e 72°C por 10 segundos. Apds a amplificacdo, a
melting curve foi padronizada com desnaturagéo inicial de 95°C por 15 segundos,
seguida por 60°C durante um minuto e 95°C durante 15 segundos. Foram incluidos
em todas as reagOes dois controles negativos, um sem DNA (branco) e o outro com
cDNA de L. infantum (MCER/BR/79/M6445), o controle positivo foi o cDNA de L.
guyanenesis (MHOM/BR/1989/IM35). As amplificacbes foram realizadas em
duplicata em placas de 96 pocos (Optical 96-Well Reaction Plate, MicroAmp®) e em

termociclador Applied BiosystemsE Quant Stud

1.13 Analise estatistica

Foram realizadas analise de correlacdo, qui-quadrado e regressao logistica
utilizando-se o programa SAS® v9.4 (North Carolina, EUA) em nivel de significancia
de 5% e considerando a natureza dos dados (se gqualitativos ou quantitativos). A
analise de correlacédo considerou as seguintes variaveis: carga parasitaria, titulos de

IgG anti- Leishmania e concentracdo de cada uma das citocinas alvo do estudo
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(IL17A, IFN-2 , T NZF IL-4,IILE6, I1L-10). O teste do qui-quadrado foi utilizado para
averiguar se houve associacdo entre a manifestacdo clinica com o sexo e a faixa
etaria do paciente e a regressao logistica relacionou carga parasitaria, titulos de 1gG

anti- Leishmania e concentragdo das citocinas com as manifestagdes clinicas.

2. Desenvolvimento do estudo in vitro: papel do LRV1 na taxa de
infeccdo e na resposta ao tratamento com antimonial pentavalente e
anfotericina B

Desenvolveu-se experimentos in vitro a fim de verificar diferencas em relacéo
as taxas de infeccdo e resposta ao tratamento com antimonial pentavalente e
anfotericina B entre cepas de Leishmania spp. que ndo apresentam o LRV1 e a cepa

gue o apresenta.
2.1 Cultura de Células e Parasitos

2.1.1 Manutencéao das células J774.A1

A manutencdo da cultura de macréfagos J774.Al foi realizada pela técnica
Ana de Cassia Rosa. As células foram mantidas em meio DMEM 5% SFB, pH 7.2 e
incubadas a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO,. A troca de meio foi
realizada a cada 48 horas e o repique das células ocorria sempre que se observava
alta densidade das células e a formacdo da monocamada com mais de 80% de

confluéncia.

2.1.2 Manutencdao dos parasitos

As formas promastigotas de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/2000/LTCP
13396), Leishmania guyanensis M44142 (ndo apresenta o LRV1) e Leishmania
guyanensis (MHOM/BR/1989/IM3597) (apresenta o LRV1) foram mantidas em meio
RPMI 10% SFB em estufa a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). Os

repiques foram realizados uma vez por semana.
2.2 Comparacdao das taxas de infeccao entre espécies de Leishmania

2.2.1 Infeccdo dos macrofagos J774.A1 com espécies de Leishmania
Contou-se 1 x 10° macréfagos J774.A1 e estes foram colocados em placa de
12 pocos, cada po¢co com 2 mL de meio RPMI 10%, por 24 horas a 37°C em

atmosfera Umida com 5% de CO, para adesdo das células e formacédo de
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monocamada. Depois desse periodo, realizou-se a infeccdo dos macréfagos com 5
x 10° parasitos, sendo estes: Leishmania braziliensis (MHOM/BR/2000/LTCP
13396), Leishmania guyanensis M44142 (ndo apresenta o LRV1) e Leishmania
guyanensis (MHOM/BR/1989/IM3597) (apresenta o LRV1). Apds 72 horas, retirou-se
0 sobrenadante para dosagem de citocinas, em seguida as células foram raspadas
com auxilio de haste de plastico e cerca de 1 mL foi colocada em tubo eppendorf de

1,5 mL para extracdo de DNA. O experimento foi realizado em triplicata.

2.2.2 Extrac&o de DNA dos macrofagos infectados

A extracdo de DNA dos macrofagos infectados foi realizada com o Kit
comercial Mini Spin Plus (Biopur, Brasil) e as instru¢cbes do fabricante foram
seguidas. O sedimento foi lavado duas vezes com tampéo fosfato-salino (PBS) 1x,
passando-se por centrifugacbes a 1.500 x g por cinco minutos. O pellet foi
ressuspenso em 200 pL de Tampao de Lise, no qual foi adicionado 20 pL de
Proteinase K. Apos incubacdo de 30 minutos a 56°C foi adicionado 400 pL de
Tampéo de Ligacdo. Em seguida, o material foi transferido para o tubo de
centrifugacdo com membrana de silica e incubado por um minuto & temperatura
ambiente. ApoOs centrifugacdo de 13.000 xg por um minuto, o sobrenadante foi
descartado com o tubo inferior e o tubo com silica foi colocado sobre um novo tubo
de coleta. A lavagem da membrana contendo o DNA gendmico foi realizada
adicionando-se primeiramente 500 pL de Tampé&o de Lavagem | e centrifugando a
13.000 x g por um minuto e em seguida adicionou-se 600 pL de Tampédo de
Lavagem Il e novamente realizou-se centrifugacdo a 13.000 x g por um minuto. A
eliminacao do etanol residual presente nas solucdes de lavagem foi feita por meio de
centrifugacdo em velocidade maxima por quatro minutos. Por fim, colocou-se o tubo
filtro em um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL e o DNA foi ressuspendido em 100 pL de
Tampao de Eluicdo previamente aquecido a temperatura de 56°C. Apods incubacao a
temperatura ambiente por um minuto e centrifugacdo a 13.000 x g por um minuto, 0

DNA foi armazenado a -20°C até o momento de sua utilizac&o.

2.2.3 Quantificacao e analise do DNA

As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoVue
(GE Heathcare, EUA) com 3 €L de DNA e a pureza
entre as absorbancias 260/280 nm. A qualidade do DNA foi verificada por PCR
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convencional pel a ampl i f i-adnaxoonfodne degcecace
anterior (item 1.5).

2.2.4 PCR em tempo-real (qPCR) para verificacdo das cargas parasitarias

Foi realizada gPCR das células infectadas com L. braziliensis
(MHOM/BR/2000/LTCP 13396), L. guyanensis M44142 (ndo apresenta o LRV1) e L.
guyanensis (MHOM/BR/1989/IM3597) (apresenta o LRV1) tendo como alvo KDNA

de Leishmania spp. de acordo com a descricédo do item 1.8.1.1.

2.2.5 Dosagem de citocinas
Realizou-se a dosagem das citocinas: IL-2, IL-4, IL-5, TNF e IFN-0 por
do kit CBA Mouse Th1/Th2 Cytokine Kit (BD) e seguindo as instru¢des do fabricante

conforme descri¢ao do item 1.12.

2.3 Avaliacéo da resposta ao tratamento com antimoniato de meglumina

e anfotericina B

2.3.1 Infeccdo dos macrofagos J774.A1 com espécies de Leishmania e
tratamento com antimoniato de meglumina

Contou-se 1 x 10° macréfagos J774.A1 e estes foram colocados em placas de
24 pocos, cada poco com 2 mL de meio RPMI 10%, por 24 horas a 37°C em
atmosfera Umida com 5% de CO, para adesdo das células e formacdo de
monocamada. Depois desse periodo, realizou-se a infeccdo dos macréfagos com 5
x 10° parasitos, sendo estes: Leishmania braziliensis (MHOM/BR/2000/LTCP
13396), Leishmania guyanensis M44142 (ndo apresenta o LRV1) e Leishmania
guyanensis (MHOM/BR/1989/IM3597) (apresenta o LRV1). Apés 72 horas, foi
realizado o tratamento com 100 mg/mL de antimoniato de meglumina
(Glucantime®), observando-se sempre que houvesse grupos controles (que nao
recebiam o tratamento). Ap6s 72 horas, as células foram raspadas com auxilio de
haste de plastico e cerca de 1 mL foi colocada em tubo eppendorf de 1,5 mL para

extracdo de DNA. O experimento foi realizado em triplicata.

2.3.2 Infeccdo dos macréfagos J774.A1 com espécies de Leishmania e
tratamento com anfotericina B
Contou-se 1 x 10° macréfagos J774.A1 e estes foram colocados em placas de

24 pocos, cada poco com 2 mL de meio RPMI 10%, por 24 horas a 37°C em

con

me i
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atmosfera Umida com 5% de CO, para adesdo das células e formacdo de
monocamada. Depois desse periodo, realizou-se a infeccdo dos macréfagos com 5
x 10° parasitos, sendo estes: Leishmania braziliensis (MHOM/BR/2000/LTCP
13396), Leishmania guyanensis M44142 (ndo apresenta o LRV1) e Leishmania
guyanensis (MHOM/BR/1989/IM3597) (apresenta o LRV1). Apés 72 horas, foi
realizado o tratamento com 2,5 mg/mL de anfotericina B (Amphotericin B from
Streptomyces- Sigma), previamente diluida em DMSO, observando-se sempre que
houvesse grupos controles (que néo recebiam o tratamento). Apdés 72 horas, as
células foram raspadas com auxilio de haste de plastico e cerca de 1 mL foi
colocada em tubo eppendorf de 1,5 mL para extracdo de DNA. O experimento foi

realizado em triplicata.

2.3.3 Extracédo, quantificacdo e andlise da qualidade do DNA

Semelhantemente ao que foi realizado no experimento para comparacdo das
taxas de infeccdo citado anteriormente, a extracdo de DNA dos macrofagos
infectados tratados e néo-tratados foi realizada com o kit comercial Mini Spin Plus
(Biopur, Brasil) e as instru¢fes do fabricante foram seguidas. Apds extragdo, as
amostras de DNA foram quantificadas e avaliadas quanto a pureza conforme ja
citado anteriormente (item 2.2.3). A qualidade do DNA foi verificada por PCR
convencional pela amplificacdo do gene constitutivo b- actina de acordo ROSSI et
al., 1994 (item 1.5)

2.3.4 PCR em tempo-real (qPCR) para verificacdo das cargas parasitarias

Foi realizada qPCR das células infectadas tratadas e nao-tratadas (grupo
controle) tendo como alvo kDNA de Leishmania spp.. Os primers utilizados foram
PPF e PPR (PITA-PEREIRA et al., 2012) e as condi¢cdes foram as mesmas ja
citadas no item 1.8.1.1. Foram incluidos dois controles negativos, um sem DNA
(branco) e o outro com DNA de células HEK né&o infectadas As amplificacdes foram
realizadas em duplicata em placas de 96 pocgos (Optical 96-Well Reaction Plate,

MicroAmpE) e em termociclador Applied Biosy

2.4 Analise estatistica
Utilizou-se o aplicativo Microsoft Excel para a realizacdo da analise descritiva
dos dados obtidos nos experimentos in vitro. Esta analise considerou medidas de

tendéncia central e medidas de disperséo para descricdo e avaliacdo dos resultados.
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V. RESULTADOS
1. Experimentos in vivo

1.1 Perfil do grupo amostral

Os 75 pacientes do estudo foram classificados quanto a manifestacdo de
sintomas. Sendo assim, foram obtidos 23 (31%) pacientes assintomaticos, 34 (45%)
pacientes com LCL priméria, 10 (13%) pacientes com LCL recidiva e oito (11%)
pacientes com LMC. N&o houve individuos com LMC em Corte de Pedra, assim

como o HUB nao atendeu individuos assintomaticos (figura 5).
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Figura 5: Quantidade de pacientes do estudo de acordo com a manifestagdo clinica e por local de
coleta das amostras

Os pacientes também foram divididos quanto ao sexo, sendo 47 (63%) do sexo
masculino e 28 (37%) do sexo feminino. Em relacdo a faixa etaria, 11 pacientes
(15%) tinham de 18 a 29 anos, 44 pacientes (59%) apresentavam idades de 30 a 59

anos e 20 pacientes (27%) tinham 60 anos ou mais (tabela 1).
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Tabela 1: Niumero de pacientes por sexo e faixa etaria de acordo com manifestacao clinica.

Assintomaticos LC primaria LC recidiva LMC p-value

Sexo 0.154
Masculino (%) 10 (21) 25 (53) 7(15) 5(11)
Feminino (%) 13 (46) 9 (32) 3(11) 3(11)

Faixa etaria 0.156
18 a 29 anos (%) 1(9) 6 (54) 1(9) 3(28)
30 a 59 anos (%) 13 (28) 23 (52) 6 (15) 2(5)
2 60 anos (%) 9 (43) 5(29) 3(14) 3(14)

Quanto a origem desses pacientes, 30 eram provenientes de Corte de Pedra
(BA) e os outros 45 eram pacientes de diversas localidades e foram atendidos no
HUB (DF), sendo os estados representados: Alagoas, Bahia, Distrito Federal, Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso e Para. A distribuicdo desses pacientes por local pode

ser observada na figura 6.
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Figura 6: Numero de pacientes por estado e de acordo com a manifestagéo clinica. Os estados
representados sao: AL- Alagoas, BA- Bahia, DF- Distrito Federal, GO-Goias, MG- Minas Gerais, MT-

Mato Grosso, PA- Para.

1.2 Avaliacdo da respostaimune

1.2.1ELISA
O diagnéstico sorologico de cada individuo foi realizado pela técnica de ELISA

(anti-IgG). A partir da validagdo com controles negativos e positivos, chegou-se ao
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valor de titulacado de 0,388 U/uL, sendo que foram considerados positivos pacientes
com titulag&o superior a 10% desse valor, ou seja, 0,426 U/pL e foram considerados
negativos pacientes com titulacao inferior a 10% do mesmo valor, ou seja, 0,350
U/uL. Pacientes com titulos de anticorpos intermediarios tiveram seu diagndstico
considerado indeterminado.

Visto isso, dentre os 75 pacientes avaliados, 60 (80%) foram positivos. Em
relacdo ao total dos pacientes de cada grupo, a positividade foi de 96% nos
pacientes assintomaticos, 73% nos pacientes com LCL primaria, 70% nos pacientes
com LCL recidiva e 75% nos pacientes com LMC.

A média da concentracdo de anticorpos nos pacientes assintomaticos foi de
0,99 + 0,30 U/uL, nos pacientes com LCL primaria foi de 1,09 + 0,20 U/uL, nos
pacientes com LCL recidiva foi de 1,58 + 0,50 U/uL e nos pacientes com LMC, a
concentragdo de anticorpos foi de 1,96 + 0,46 U/uL. N&o houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos clinicos. A figura 7 ilustra a concentracdo de anticorpos

(IgG) por paciente de modo que possa se observar mais claramente o desvio entre

amostras.
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Figura 7: Concentracdo de anticorpos (IgG) por paciente avaliado e de acordo com as manifestacdes
clinicas. Legenda: LCL- Leishmaniose cuténea localizada, LMC- Leishmaniose mucocutanea. A linha
vermelha representa onde foi realizado o ponto de corte.

1.2.2 Dosagem de citocinas

Realizou-se a dosagem das citocinas: interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-
4), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), fator de necrose tumoral (TNF),
interferon-2 (IFN-2) e interleucina-17A (IL-17A) (figura 8). Verificou-se um padréao

similar na producao das citocinas IL-2 e IL-6 entre os pacientes de todos 0s grupos
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clinicos. Além disso, houve diferenca estatistica significativa na producdo de TNF
nos pacientes assintomaticos, de IFN-y e IL-17A nos pacientes com LCL primaria e
de IL-2 nos pacientes com LMC. Pacientes com LCL recidiva ndo apresentaram

diferenca significativa para nenhuma citocina avaliada (tabela 2).

A analise de correlacdo indicou haver uma relacéo direta entre IL-10 e carga
parasitaria; além disso, foi verificado que a producéo de anticorpos correlacionou-se
com a concentracdo de IFN-y, TNF, IL-2 e IL-4. Entre as citocinas, relacionaram-se
diretamente entre si: IFN-y e IL-17A, TNF e IL-2, TNF e IL-4, IL-2 e IL-4 (tabela 3).
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Figura 8: Concentracdo de IFN-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 por paciente e de acordo
com as manifestagdes clinicas. Legenda: IFN-y- interferon-o , Tfhtét de necrose tumoral, IL-2-
interleucina-2, IL-4- interleucina-4, IL-6 interleucina-6. IL-10- interleucina-10, IL-17A - interleucina-
17A, LCL- Leishmaniose cutanea localizada, LMC- Leishmaniose mucocutanea
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Tabela 2: Correlacéo entre as manifestacfes clinicas e a concentracéo das citocinas avaliadas- IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y e TNF.

Assintomaticos LCL primaria LCL recidiva LMC
[ 1IL-2 ns ns ns *
[ 1IL-4 ns ns ns ns
[ 1IL-6 ns ns ns ns
[ 1IL-10 ns ns ns ns
[ 1IL-17A ns * ns ns
[ 1IFN-y ns * ns ns
[ 1TNF * ns ns ns
Legenda: *p < 0.05, ** p < 0.01, ns- ndo significante, IL-2- interleucina-2, IL-4- nterleucina-4, IL-6
interleucina-6. IL-10- interleucina-10, IL-17A - interleucina-17A, IFN-y- interferon-o , T fdtbr de

necrose tumoral, CL- Leishmaniose cutanea localizada, LMC- Leishmaniose mucocutanea, [ ]-
concentracao.

Tabela 3: Correlacdo entre carga parasitéria, concentracdo de anticorpos e concentracdo das
citocinas: IL-17A, IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2

Carga IgG anti- [TL-17A [1IIFN-y  []TNF [1IL-10 [1IL-8 [11L-4
parasitaria Leishmania
IgG anti-
Leishmania 0,04 ns
[1IL-17A 0,01 ns 0,11ns
[11FN-y 0,02 ns 0,25 ** 0,31 ==
[1TNF -0,02 ns 0,19 * 0,05 ns 0,00 s
[1IL-10 0,23 *= 0,02 ns 0,14 ns -0,05 ns -0,04 ns
[11L-6 0,03 ns 0,13 ns 0,09 ns -0,02 s -0,10 s 0,01 ns
[11L-4 -0,02 ns 0,24 *= 0,00 ns -0,01 s 0,94 ***  -0,02 s -0,06 s
[11L-2 0,04 ns 0,22 = 0,04 rs 0,00 rs 0,08 ==  -0,03 s -0,10 s 0,04 ==

Legenda: *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001 ns- ndo significante, IL-17A - interleucina-17A, IFN-y-
interferon-o , T fafor de necrose tumoral, IL-10- interleucina-10, IL-6 interleucina-6, IL-4-
nterleucina-4. IL-2- interleucina-2, CL- Leishmaniose cutanea localizada, LMC- Leishmaniose
mucocutanea, [ ]- concentracao.

1.3 Diagndstico Molecular

1.3.1 Curva padréo para determinacéo da carga parasitaria

A curva padréo tendo como alvo o kDNA de Leishmania spp. foi utilizada para
quantificacdo da carga parasitaria dos pacientes. Esta curva apresentou R? de
0,970, slope de 13,2281 e eficiéncia de 104%, sendo esta considerada aceitavel

quando entre 90% e 110%. A equagéao da reta gerada foi y = -3,2281x + 19,413, na
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qual y € o Ct da amostra; x € a quantidade a ser calculada do produto amplificado; -
3,2281 é o coeficiente angular da reta e 19,413 é o coeficiente linear (figura 9).
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Figura 9: Curva padrédo para quantificagdo da carga parasitaria. Na
equacdo da reta representada, y é o Ct da amostra; x € a quantidade a
ser calculada do produto amplificado; -3,2281 é o coeficiente angular da
reta e 19,413 é o coeficiente linear.

1.3.2 Deteccao e quantificacdo de DNA de Leishmania spp.

A gPCR tendo como alvo KDNA de Leishmania spp. foi realizada com amostras
de DNA provenientes de sangue de todos os pacientes e de lesdo dos pacientes
sintomaticos . Foram 46 (61%) os pacientes positivos para pelo menos um dos tipos
amostrais. Os individuos que tiveram resultados negativos para gPCR foram
mantidos no trabalho por terem sido positivos no teste soroldgico (ELISA).

Dentre as 75 amostras de sangue analisadas, 27 (36%) foram positivas de
acordo com as condicBes padronizadas. Em relacdo aos grupos clinicos, foram
positivos: um (4%) individuo assintomatico, 15 (44%) individuos com LCL primaria,

seis (60%) individuos com LCL recidiva e cinco (62%) com LMC.

Da mesma forma, realizou-se a gPCR a partir do DNA extraido de bidpsias dos
pacientes que apresentavam leséo, ou seja, pacientes com LCL, com LCL recidiva e
com LMC. No total, foram 51 biépsias, sendo que 27 (53%) foram positivas de

acordo com as condigbes padronizadas. Em relagdo aos grupos clinicos, foram
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positivos: 17 (50%) individuos com LCL primaria, seis (60%) individuos com LCL
recidiva e quatro (50%) individuos com LMC (figura 10).
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Figura 10: Numero de pacientes positivos na gPCR por tipo de amostra e manifestacdo clinica.
Legenda: LCL- Leishmaniose cuténea localizada, LMC- Leishmaniose mucocutanea.

A concordancia entre o diagnéstico molecular (QPCR) e o diagndéstico
sorolégico (ELISA) foi de 30 individuos (40%). Os resultados encontram-se no
apéndice B. N&do houve diferenca estatistica significativa entre os testes diagnésticos
e 0s grupos clinicos, com excecdo dos pacientes assintomaticos, em que o ELISA

demonstrou ser mais sensivel (figura 11).
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Figura 11: Distribuicdo dos pacientes por manifestacéo clinica e tipo de diagnostico realizado.
(A) Pacientes de Corte de Pedra. (B) Pacientes do HUB. Legenda: LCL- Leishmaniose cuténea
localizada, LMC- Leishmaniose mucocutanea.

Em relacdo a carga parasitaria, esta apresentou um perfil diferente entre a
populacdo de Corte de Pedra e a populagéo atendida no HUB. Em Corte de Pedra,
apenas uma amostra de sangue foi positiva ha gPCR, sendo esta de um individuo
assintomatico, enquanto todos o0s pacientes sintomaticos apresentaram bidpsias
positivas. A carga parasitaria na amostra de sangue foi estimada em 0,008 parasitos
equivalentes por 50 ng de DNA. Nas biépsias, a média de parasitos por 50 ng de
DNA foi estimada em 109, variando de 0,005 a 371 parasitos equivalentes por 50 ng
de DNA (Figura 12A). Em relacdo aos pacientes do HUB, a média de parasitos
observada nas amostras de sangue foi de 0,158 parasitos equivalentes por 50 ng de
DNA, variando de 0,005 a 1,473 e para as biopsias, a média da carga parasitaria foi
de 0,102 parasitos equivalentes por 50 ng de DNA, variando de 0,005 a 0,268
(Figura 12B). Pacientes de Corte de Pedra com lesdo ativa demonstraram carga
parasitaria aproximadamente 1000 vezes maior do que 0s pacientes com leséo ativa
atendidos no HUB. Ainda assim, a parasitemia ndo apresentou relacdo com a

gravidade dos sintomas.
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Figura 12: Determinacdo da carga parasitaria em diferentes tecidos (sangue e bidpsia) nos grupos
clinicos avaliados. (A) Carga parasitaria (parasitos/ 50 ng DNA) por manifestacdo clinica dos
pacientes de Corte de Pedra. (B) Carga parasitaria (parasitos/ 50 ng DNA) por manifestacdo clinica
dos pacientes atendidos no Hospital Universitario de Brasilia. Legenda: LCL- Leishmaniose cutanea

localizada, LMC- Leishmaniose mucocutanea.

Na figura 13, pode-se observar o perfil da curva de melting de um controle

negativo, um controle positivo, uma amostra negativa e uma amostra positiva.
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Figura 13: Exemplos de perfil das curvas de melting na qPCR de kDNA. (A)
Controle negativo, DNA proveniente de individuo negativo para LTA. (B) Controle
positivo, DNA proveniente de cultura de Leishmania braziliensis. (C) Amostra
negativa, DNA proveniente de paciente da pesquisa. (D) Amostra positiva, DNA

proveniente de paciente da pesquisa.

1.3.3 Sequenciamento dos produtos de cPCR e analise das sequéncias
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Os produtos de PCR amplificados pelos primers LITSR/L5.8S utilizando-se
amostras de sangue e de bidpsia foram purificados e enviados para o

sequenciamento automatico. O sequenciamento dos fragmentos amplificados

permitiu identificar as espécies de Leishmania presentes em 19 individuos da
populacao estudada.

A analise das sequéncias identificou a presenca de L. amazonensis em cinco

individuos, todos com LCL primaria. L. braziliensis foi detectada em oito individuos,

cinco deles com LCL primaria, dois com LMC e um com LCL recidiva. L. guyanensis

foi identificada em seis individuos. Em Corte de Pedra, apenas a espécie L.

braziliensis foi detectada, enquanto as trés espécies foram identificadas nas
amostras provenientes do HUB (tabela 4).
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Tabela 4: Espécies de Leishmania identificadas pelo sequenciamento dos produtos de PCR (ITS1).

Paciente Manifestagéo Local Locus Espécie E-value Identidade
clinica
13 LCL primaria Bahia KU550594 1 L. braziliensis be®® 100%
23 LCL recidiva Bahia KU550593.1 L. braziliensis 1e83 98%
26 LCL primaria Bahia HG512940.1 L. braziliensis 1e3 98%
28 LCL primaria Bahia FMN398338.1 L. braziliensis 1e59 97%
33 LCL primaria Distrito Federal FJ753388.1 L. guyanensis TR 99%
34 LCL primaria Goias FJ753373.1 L. amazonensis 3144 100%
35 LCL primaria Distrito Federal KP274862 .1 L. amazonensis 485 98%
39 LCL primaria Goias KP274862.1 L. amazonensis b0 98%
44 LMC Distrito Federal JQ397604 1 L. braziliensis iz e 97%
46 LCL primaria Goias KP274862 1 L. amazonensis 3e 13T 99%
48 LCL primaria Distrito Federal KP274862 1 L. amazonensis D 100%
49 LCL primaria Distrito Federal FN398335.1 L. braziliensis ge124 100%
52 LCL primaria Distrito Federal FN398335.1 L. braziliensis e 17 99%
53 LMmC Distrito Federal FN398335.1 L. braziliensis 3118 99%
54 LCL primaria Distrito Federal JNBT1917 1 L. guyanensis ge1M 98%
55 LCL recidiva Distrito Federal FJ753387 1 L. guyanensis 2e-118 99%
56 LCL recidiva Distrito Federal JNB71917 1 L. guyanensis 2e-120 99%
57 LCL primaria Distrito Federal JNGT1917 1 L. guyanensis 3e123 99%
59 LCL primaria Distrito Federal FJ753387.1 L. guyanensis 9e®1 90%

Legenda: LCL- Leishmaniose cuténea localizada, LMC- Leishmaniose mucocutanea.

1.4 Deteccao do cDNA de LRV1

1.4.1 PCR em tempo real da transcricao reversa (QRT-PCR)

Foi realizada qRT-PCR com amostras de cDNA de sangue (75) e de biopsias
(51) dos pacientes tendo como alvo a regido ORF1 do genoma viral. Apos andlise,
observando-se o0s controles da reacdo, verificou-se que nenhum paciente
apresentava o LRV1. Na figura 14, pode-se observar o perfil da curva de melting de
um controle negativo (cDNA de L. infantum MCER/BR/79/M6445), um controle
(cDNA de L. LRV1-

MHOM/BR/1989/IM35), uma amostra cujo cDNA foi proveniente de biépsia e uma

positivo guyanensis- cepa que apresenta o

amostra cujo cDNA foi proveniente de sangue.
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Figura 14: Exemplos de perfil das curvas de melting de gPCR-LRVL1. (A) Controle
negativo, cDNA proveniente de L. infantum. (B) Controle positivo, cDNA proveniente
de L. guyanensis positiva para o LRV1 (C) Amostra negativa, cDNA proveniente de
biopsia de paciente da pesquisa. (D) Amostra negativa, cDNA proveniente de sangue
de paciente da pesquisa.

1.4.2 RT-PCR

Também se realizou RT-PCRs convencionais com amostras de cDNA de
sangue (75) e de bidpsias (51) dos pacientes tendo como alvo a regido ORF1 do
genoma viral. ApGs analise, observando-se os controles da reacdo, confirmou-se

gue nenhum paciente apresentava o LRV1 (figuras 15 e 16).

CN 01 02 03 04 05 06 O7 08 08 10 11 12 13 14 15 16 7 18 19 2

JEDNESSEC T TS
22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 65 56 57 68 CP CP M

240 pb

B CN 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 CPCPM

240 pb

Figura 15: Deteccao de LRV1 em amostras de DNA provenientes de sangue dos pacientes. Gel
de agarose 2% corado com brometo de etidio. (A) Amostras dos pacientes 1 ao 58, B: branco, CN:
controle negativo, CP: controle positivo, M: marcador molecular. (B) Amostras dos pacientes 59 ao
75, B: branco, CN: controle negativo, CP: controle positivo, M: marcador molecular.
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B CN 13 23 25 26 27 28 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44CPCP M

240 pb

-

M = T
B B CN 45 46 47 48 49 50 51 52 53 ¢ - 56 57 58 59 60 CP M

240 pb

B CN 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 CP M

240 pb

Figura 16: Deteccdo de LRV1 em amostras de DNA provenientes de bi6psias dos pacientes.
Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio. (A) Amostras dos pacientes 13, 23, 25. 26, 27, 28
e 31 ao 44, B: branco, CN: controle negativo, CP: controle positivo, M: marcador molecular. (B)
Amostras dos pacientes 45 ao 75, B: branco, CN: controle negativo, CP: controle positivo, M:
marcador molecular.

2. Experimentos in vitro

2.1 Comparacédo das taxas de infeccdo entre espécies de Leishmania

Observou-se que a L. guyanensis sem 0 virus apresentou uma taxa de
infeccdo muito superior as espécies de L. braziliensis e L. guyanensis com a
presenca do LRV1, sendo que, entre estas ultimas, ndo houve diferenca significativa
na taxa de infeccdo. As médias das cargas parasitarias entre as triplicatas do
experimento foram: 1,32 parasitos equivalentes/ 50 ng DNA para L.braziliensis,
17,15 parasitos equivalentes/ 50 ng DNA para L. guyanensis sem o LRV1 e 1,35
parasitos equivalentes/ 50 ng DNA para L.guyanensis LRV1+ (figura 17).
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Figura 17: Comparacdo, in vitro, entre as taxas de infec¢do de Leishmania braziliensis, Leishmania.
guyanensis sem o LRV1 e Leishmania guyanensis LRV1+.

2.1.2 Comparacdo das concentracfes de citocinas entre espécies de
Leishmania

Observou-se que as citocinas TNF e IL-2 ndo foram detectadas nas células
infectadas por nenhuma das cepas e que IL-4 s6 foi detectada nos macréfagos
infectados por L. braziliensis. IFN-y e IL-5 foram verificados em todas as células,
entretanto ndo houve diferenca estatistica significativa entre as concentracfes

destas citocinas e as cepas utilizadas (figura 18).
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Figura 18: Comparacéo entre as concentra¢gdes de citocinas TNF, IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-5 em células
infectadas por Leishmania braziliensis, Leishmania. guyanensis sem o LRV1 e Leishmania
guyanensis LRV1+. Legenda: TNF- fator de necrose tumoral, IFN-y- interferon-o , -2 ifterleucina-2,
IL-4- nterleucina-4, IL-5- interleucina-5

2.2 Avaliacao daresposta ao tratamento com antimoniato de meglumina

Observou-se diferenga significativa na diminuicdo da carga parasitaria apenas
nas células infectadas pela cepa L. guyanensis que ndo apresentava o LRV1, essa
diminuicao foi de aproximadamente 18 vezes, enquanto para as células infectadas
com L. braziliensis, a reducédo da carga parasitaria foi de aproximadamente 5 vezes
e nas células infectadas com L. guyanensis LRV1+, a reducdo da carga parasitaria

foi de aproximadamente 3,5 vezes (figura 19).
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Figura 19: Avaliagdo da resposta ao tratamento com antimoniato de meglumina em células
infectadas com diferentes cepas de Leishmania spp.. (A) Comparacéo entre as cepas utilizadas. (B)
Relacdo entre controle e tratamento de células infectadas com Leishmania braziliensis, (C) Relagéo
entre controle e tratamento de células infectadas com Leishmania guyanensis sem LRV1. (D)
Relacgao entre controle e tratamento de células infectadas com Leishmania guyanensis LRV1+.

2.3 Avaliacdo daresposta ao tratamento com anfotericina B

Apés infeccdo de macrofagos J774.A1 com Leishmania braziliensis
(MHOM/BR/2000/LTCP 13396), Leishmania guyanensis M44142 (ndo apresenta o
LRV1) e Leishmania guyanensis (MHOM/BR/1989/IM3597) (LRV1+) e tratamento
com 2,5 mg/mL de anfotericina B (Amphotericin B from Streptomyces- Sigma) por 72
horas, ndo se observou diferenca significativa na diminuicdo da carga parasitaria
entre as células infectadas com as trés cepas, ainda que o tratamento tenha sido
menos eficaz para as células infectadas com L. guyanensis LRV1+ (figura 20).
Curiosamente, este foi 0 Unico experimento realizado in vitro em que os macréfagos
infectados com L. guyanensis LRV1+ apresentaram carga parasitaria maior que
naqueles infectados com as outras cepas, no entanto essa diferenca nao foi

estatisticamente significativa.















































































































