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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Luana Souza de Aguiar Lourengo

Estudos prévios sobre os aspectos histopatolégicos da leishmaniose tegumentar
americana (LTA) causada por Leishmania (Viannia) braziliensis indicam que a carga
parasitaria, apesar de baixa, variava de acordo ndo s6 com a forma clinica, mas
também com o tempo de evolucdo da doenca. O insucesso do tratamento e a
evolugdao para formas mais graves dependem de caracteristicas do parasita e de
aspectos da resposta imune do paciente, dentre outros. Os pacientes com a forma
cutanea tendem a responder de forma satisfatéria, mesmo com protocolo em que se
usa baixa dose de antimoniato de meglumina. Entretanto, alguns desses casos
demoram mais tempo para atingir a cura clinica ou recidivam ou ainda desenvolvem a
forma mucosa. Este projeto teve como meta avaliar a carga parasitaria inicial e fatores
de viruléncia em lesdes de pacientes com LTA, correlacionando com a forma clinica e
resposta a terapéutica. Foram selecionados 82 pacientes com diagnéstico confirmado
de LTA. A carga parasitaria foi avaliada por PCR quantitativo (QPCR), utilizando-se
como alvo genes de subunidade menor de RNA ribossomal (SSR). A andlise da
expressao génica de GP63 deu-se pelo uso de RT-PCR e a imunolocalizagdo de
GP63 e LPG nas lesdes foi conduzida por ensaios de imunoperoxidase. Os dados de
quantificacdo da carga parasitaria mostraram parasitismo maior nas lesbes que
evoluiram com boa resposta ao tratamento, enquanto que a expressdao génica de
GP63 e a produgéo “in situ” de GP63 e LPG foram mais significativas nos casos que
evoluiram de forma desfavoravel ao tratamento. Com isso podemos concluir que mais
que a carga parasitaria, a regulagédo de fatores de viruléncia no infiltrado inflamatério
pode influenciar na evolugéo clinica da LTA causada por L.(V.) braziliensis.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Luana Souza de Aguiar Lourengo

Previous studies on the histopathological aspects of american cutaneous
leishmaniasis (ACL) caused by Leishmania (V.) braziliensis indicate that the parasite
load, although low, varied according not only to the clinical form, but also with the
disease progression. Treatment failure and progression to more severe forms depend
on parasite characteristics and the aspects of patient immune response, among other
factors. Patients with cutaneous form tend to respond satisfactorily, even with
protocols that use low-dose meglumine antimoniate. However, some of these cases
either take longer to reach clinical cure, relapse or even develop to mucosal form. This
project aims to assess the initial parasite load and virulence factors in patients with
ACL injuries, correlating with the clinical presentation and response to therapy. We
selected 82 patients with confirmed diagnosis of LTA. The parasitic load was
measured by quantitative PCR (qPCR), using small subunit ribosomal RNA (SSR)
genes as targets. Analysis of GP63 gene expression was done by RT-PCR and
immunolocalization of GP63 and LPG lesions was conducted by immunoperoxidase
assays. The quantification of the parasite load data showed higher parasitism in
lesions that evolved with good response to treatment, whereas gene expression of
GP63 and "in situ" production of GP63 and LPG were more significant in cases that
evolved unfavorably to treatment. Thus, we concluded that rather than the parasite
load, the regulation of virulence factors in the inflammatory infiltrate may be influencing
the clinical course of ACL caused by L. (V.) braziliensis.

vi
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1-Introducao

1.1- As Leishmanioses

As leishmanioses sdo antropozoonoses, ndo contagiosas, crénicas, causadas
por diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania e transmitidas ao
homem por fémeas infectadas de flebotomineos, dos géneros Phlebotomus do Velho
Mundo e Lutzomyia, presente no Novo Mundo. Sao consideradas, pela Organizacao
Mundial de Saude, como sendo uma das seis mais importantes doencas infecciosas
(Ministério da Saude, 2007).

1.2—- Formas Clinicas

Dentre as manifestacdes clinicas podemos destacar as formas tegumentares:
cutaneo localizada (LCL), cutaneo mucosa (LCM), cutaneo difusa (LCD), mucosa
(LM); e a forma visceral (LV). As formas tegumentares apresentam semelhancas
entre si. Apés um periodo de incubacdo que varia de um a trés meses, mas que pode
durar entre duas semanas e um ano, surge a lesao inicial, caracterizada por papula
eritematosa, Unica ou mdultipla, localizada em &rea desnuda e que corresponde ao
ponto de inoculacdo. Nesta etapa, € comum observar a presenca de adenopatia
regional e linfangite (Sousa et al., 1995). Estas lesdes tendem a evoluir para ulceras
e, hum mesmo doente, pode-se observar lesées em diferentes estagios de evolucao.
Tem especial relevancia para este trabalho a forma LCL, causada pela L (V)
braziliensis e que, em geral, manifesta-se como lesdo ulcerada, Unica ou mdultipla,

indolor e com bordos bem delimitados (Pessoa & Barreto, 1948) (Figura 01).

Figura 01 - Ulcera Leishmaniética

Fonte: http://medfoco.com.br/leishmaniose-tegumentar-americana-ulcera-de-bauru/



http://medfoco.com.br/leishmaniose-tegumentar-americana-ulcera-de-bauru/

Tal lesdo apresenta tendéncia a cura espontanea, podendo deixar uma cicatriz
estrelar e retratil, atrofica, lisa e brilhante (Costa et al., 1987; Marsden, 1985). Esta
pode sofrer reativagao, provavelmente associada a persisténcia do parasita no tecido,
levando a recidiva ou evolucédo para forma mucosa (Schubach et al., 1998). A forma
LM é considerada uma forma metastatica, por disseminacdo hematogénica, onde ha o
surgimento de lesdo em mucosa oro-nasal, cerca de 5 anos ap0s a cicatrizacdo
(Davies et al., 2000; Marsden, 1986), mas que também pode coexistir com a lesao
cutanea (Boaventura et al., 2006). A LM pode determinar a destruicdo das estruturas
do macico facial, levando a mutilagdes extensas (Marsden & Nonata, 1975; Marsden,
1986; Rey, 2008) (Figura 02).

Figura 02 — Leishmaniose Mucosa

Fonte: https://www.ufpe.br/biolmol/PQI-PATOS

Os sinais e sintomas mais precoces sao obstrucdo nasal, coriza e epistaxe. A
pele do nariz torna-se espessada, edemaciada e hiperemiada, culminando com o
aumento do volume nasal. Quando ocorre a destruicdo do septo nasal, o nariz tomba
para frente, constituindo o chamado “nariz de tapir’ (Lessa et al.,, 2007; Marsden &
Nonata, 1975). Na cavidade oral, principalmente no palato, as lesées séo ulcero-
vegetantes e apresentam granulacbes grosseiras, as vezes separadas por sulcos,
gue podem se entrecruzar formando a chamada “cruz de espundia ou de Escomel”.
Pode evoluir com grande acometimento, por vezes com desfecho fatal (Marsden,
1986). No entanto, a frequéncia desta complicacdo € baixa e gira em torno de 1% a
10% dos casos nas areas endémicas, de acordo com diferentes fontes (Daneshbad et
al.,, 2011; Lessa et al., 2007; Pearson & Sousa, 1996) e, provavelmente, esta

relacionada ao diagndstico e tratamento precoces (Reithinger & Dujardin, 2007).

Estudos prévios apontaram como fatores de risco preponderantes para o

desenvolvimento da LM a presenca de lesbes acima da cintura pélvica, Ulceras
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cutaneas maiores e tratamento inadequado (Llanos-Cuentas, 1984). Também tem
sido demonstrada uma maior frequéncia de LM em pacientes com LCD (Carvalho et
al., 1994a).

A razdo pela qual individuos infectados por Leishmania podem apresentar
envolvimento mucoso ainda néo é totalmente esclarecida. A associacdo da infeccdo
por L. (V.) braziliensis com esta forma da doenca sugere que, além do hospedeiro,

fatores relacionados ao parasito sejam relevantes (Carvalho et al., 1994b).

1.3 — Historico da Leishmaniose Tegumentar Americana

No Brasil, a leishmaniose foi identificada em 1895 por Moreira como “botdo da
Bahia” ou “botdo de Biskra”. Em 1909, Lindenberg encontrou, pela primeira vez,
formas amastigotas em ulceras cutaneas de individuos que trabalhavam em areas de
desmatamento para construcdo de rodovias no interior de S&o Paulo. Em 1911,
Splendore diagnosticou a forma mucosa da doenca e Vianna (1911) deu ao parasito o
nome de Leishmania braziliensis. Em 1922, Aragdo demonstrou o papel do
flebotomineo na transmissdo da doenca e Forattini, em 1958, encontrou roedores
silvestres infectados pela leishmania no estado de S&o Paulo. Desde entdo, a
transmissdo da doenca vem sendo descrita em todos os estados do Brasil.
Inicialmente, era considerada uma zoonose que acometia animais silvestres e
ocasionalmente, e acidentalmente, o homem. No entanto, expandiu-se para zonas
rurais desmatadas e regides periurbanas e urbanas, com adaptacdo de alguns
vetores nestes novos nichos (Falqueto, 1986).

1.4— Vetores

Sdo muitas as espécies implicadas na transmissdo da LTA no Brasil. No
entanto, somente algumas tem sido consideradas importantes vetores, de acordo com
0S seguintes critérios: distribuicdo espacial coincidente com a doenga (Rangel &
Lainson, 2003), grau de antropofilia e infecgdo natural por Leishmania. Sdo elas:
Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia (Lutz & Neiva, 1912); L. migonei (Franca, 1920); L.
(N.) whitmani (Antunes & Coutinho, 1939); L. (Pintomyia) fischeri (Pinto, 1926); L.
(Pintomyia) pessoai (Coutinho & Barreto, 1941); L. (N.) umbratilis (Ward & Fraiha,
1977); L. (Psychodopygus) wellcomei (Fraiha, Shaw & Lainson, 1971); L.



Trichophoromyia) ubiquitalis (Mangabeira, 1942); L. (Psychodopygus) complexa
(Mangabeira 1941); L. (Psychodopygus) ayrozai (Barreto & Coutinho, 1940); L.
(Psychodopygus) paraensis (Costa Lima, 1941); L. (N.) flaviscutellata (Mangabeira,
1942).

1.5 — Agente etioldgico e ciclo biolégico

Existem varias espécies de Leishmania e uma grande parte delas esta
relacionada ao desenvolvimento de doengca no homem (Grimaldi et al., 1989; Lainson
et al., 1994). No Brasil, os parasitos que mais frequentemente produzem leséo
tegumentar s&o Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania)
amazonensis e Leishmania (Viannia) guyanensis. Destas, a espécie com maior
distribuicdo € a L. (V.) braziliensis, encontrada em todo o territério nacional, além de
véarios paises da América Central e do Sul (de Belize até a Argentina). E provavel que
nem todas correspondam ao mesmo parasito, mas que exista um complexo de

subespécies (Souza et al., 2012).

As espécies de Leishmania sédo divididas em dois subgéneros: Leishmania e
Viannia (Lainson & Shaw, 1987) e apresentam duas formas no seu desenvolvimento:
as amastigotas, que sao estruturas arredondadas e com flagelo restrito a bolsa
flagelar, encontradas parasitando células fagocitarias do homem e de animais; e as
promastigotas, formas que possuem flagelo livre, que se desenvolvem no tubo
digestivo de insetos e que correspondem a forma infectante (Degrave et al., 1994;
Liew & O’Donnell, 1993; Yurchenko et al.,1999).

A infeccdo tem inicio quando, durante o repasto sanguineo em um hospedeiro
mamifero infectado, a fémea do flebotomineo ingere macréfagos com formas
amastigotas em seu interior. Estas transformam-se no tubo digestivo do inseto em
promastigotas prociclicas com pouca mobilidade e, posteriormente, diferenciam-se
em promastigotas nectomonas, iniciando-se a fase de multiplicagdo logaritmica em
que os parasitos ndo sao infectantes. Estas formas migram para o intestino médio
aderindo-se as microvilosidades das células, sofrem metaciclogénese e se
transformam em promastigotas metaciclicas que, por sua vez, migram para a regiao
do cardia e valvula do estomodeo, onde aderem ao epitélio danificando a valvula.

Assim, ao realizar um novo repasto, o vetor regurgita as formas infectantes,



promastigotas metaciclicas, que invadem as células do hospedeiro. Estas formas séo
interiorizadas pelos macrofagos da pele e transformam-se, rapidamente, em
amastigotas. Estas multiplicam-se por divisdo binaria até ocupar todo o citoplasma
celular, formando verdadeiros “ninhos” de amastigotas (Pearson & Sousa, 1996). A
dispersédo da infeccédo ocorre quando a célula, densamente parasitada, se rompe e as
amastigotas séo fagocitadas por novas células, concluindo assim seu ciclo. (Figura
03). (Bates, 2007; Pace, 2014).

Estagios de flebotomineos Estagios em humanos
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um individuo saudavel
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Figura 03 — Ciclo Evolutivo

Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

1.6- Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana

Estima-se que 350 milhdes de pessoas em todo o mundo encontrem-se em
risco de contrair a doenca e que cerca de 2 milhdes de novos casos, das diferentes
formas clinicas, ocorram por ano (WHO, 2007). No Brasil, a Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) é observada em todos os estados brasileiros. Em 2012,
foram notificados 23004 novos casos (Ministerio da Saude, 2012).
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A doenca apresenta trés perfis epidemiologicos: i) silvestre — zoonose de
animais silvestres; ii) Ocupacional ou lazer — relacionada com desmatamento,
extracdo de madeira, ecoturismo (antropozoonose); e iii) Rural ou periurbana — em
areas de colonizacdo ou adaptacdo do vetor ao peridomicilio. Aléem disso as
leishmanioses tem uma diversidade de agentes, reservatorios e vetores (Ministério da
saude, 2007).

1.7 - Métodos Diagnésticos

As ferramentas utilizadas para o diagnéstico de LTA envolvem a demonstracdo
direta de amastigotas em lesdes, a cultura do parasito e a identificacdo de alvos
moleculares. Os métodos utilizados podem ser divididos em métodos convencionais

(mais frequentemente realizados) e métodos moleculares.

1.7.1 — Métodos Diagndsticos Convencionais

O imprint ou aposicdo em lamina € um método de demonstracdo do parasito,
considerado de primeira escolha por ser rapido, de facil execucdo e baixo custo
(Sousa et al., 2014). E feito com material obtido através da escarificacéio da Glcera ou
biopsia com impressao por aposi¢cao e, posteriormente, corado pela hematoxilina e
eosina (HE) ou Giemsa. E quase sempre positvo em lesdes recentes e
frequentemente negativo nas tardias. A infeccdo secundaria € um fator que contribui
para diminuir a sensibilidade do método, devendo ser tratada previamente. E
considerada padré&o-ouro, mas tem como inconvenientes a demora na analise de
grande numero de amostras e o fato de que a quantificacdo de parasitos pode ndo
refletir a carga parasitaria real (Kobets et al., 2012). A sensibilidade desta técnica

pode ser aumentada pela repeticdo do exame.

No exame histopatolégico visualiza-se hiperceratose, paraceratose,
degeneracdo da camada basal, atrofia ou acantose e, por vezes, pode-se visualizar
abscessos intraepidérmicos (Grevelink & Lerner, 1996). Pode-se observar, também,
focos de necrose associada a infec¢do bacteriana secundéaria, acompanhada por
infiltrado inflamatdrio composto, predominantemente, por linfécitos e macréfagos,
esbocando ou formando granulomas, que em sua maioria sdo desorganizados (de

Magalhdes et al., 1982; de Magalhdes et al., 1986). Estudos prévios sobre os



aspectos histopatologicos da LTA, causada por L. (V.) braziliensis indicam que a
carga parasitaria, apesar de baixa, varia de acordo ndo s6 com a forma clinica, mas
também com o tempo de evolugdo da doenca (de Magalhdes et al., 1986). E um
método que depende da expertise do patologista e ndo permite uma quantificacao
precisa uma vez que a contagem ¢€ feita de forma subijetiva, utilizando termos como
muitos, poucos, ou classificando em numero de cruzes. Outra dificuldade na
quantificacdo por este método se baseia no fato de que em certas amostras o0s
parasitos se distribuem no tecido de forma desigual e heterogénea. (Kobets et al.,
2012; Ridley, 1980).

Nos ultimos anos, a imunohistoquimica vem sendo apontada como método
simples e de baixo custo para a deteccdo de Leishmania em tecidos com baixa carga
parasitaria, tanto em lesdes cutaneas de pacientes como em modelos animais (Alves
et al., 2013; Tafuri et al., 2004). O método mostrou-se mais sensivel na deteccao de
amastigotas quando comparado com o exame histopatolégico de rotina (Quintella et
al., 2009). Isso sugere a importancia da validacdo da imunohistoquimica como um

método alternativo para o diagnostico de LTA (Alves et al., 2013).

A cultura do parasito inclui o isolamento e o cultivo da Leishmania a partir de
células e tecidos, utilizando fragmentos cutaneos obtidos por biépsia ou puncao da
Ulcera, os quais sdo inoculados em meios de cultivo Neal, Novy e Nicolle (NNN)
(Nicolle, 1908; Novy & MacNeal, 1904) e Liver Infusion Triptose (LIT) (Camargo,
1964), em uma temperatura que varia de 24°C a 26°C. Apés o quinto dia de cultivo,
formas promastigotas j& podem ser evidenciadas na cultura, se esta for positiva. No
entanto, para que o resultado seja considerado negativo a cultura deve ser mantida
até um més sob observacdo (Ministério da saude, 2007). A maioria das técnicas de
cultivo utilizam diluicbes em série para determinar a propor¢cdo de células contendo
parasitos viaveis, o que as tornam trabalhosas e demoradas. Um método de cultura
microcapilar foi desenvolvido para o diagnostico de leishmaniose cutanea e
apresenta, em relacdo ao método convencional, maior rapidez e sensibilidade para
deteccdo de promastigotas. A alta sensibilidade do método pode ser atribuida ao uso
de tubos capilares, que concentram o material da amostra e oferecem microaerofilia
com altas concentracdes de CO2, importante no processo de transformacédo de
amastigotas em promastigotas (Boggild et al., 2008). Entretanto, todas as técnicas de
cultura sdo dependentes de condi¢des estéreis e podem demorar dias ou semanas

para que se observem parasitos, além do risco de contaminacdo. Por estes motivos &



dificil a sua utilizacdo como método na rotina diagndstica. No entanto, Romero et al.
(1999) demonstraram que, com a utilizagdo de tubos a vacuo, houve uma reducéo
significativa na contaminagao associada a um aumento na sensibilidade. O material
da bidpsia ou raspado de lesdo pode ser triturado em solucdo salina estéril e
inoculado por via intradérmica em hamster (Mesocricetus auratus). No hamster, as
lesbes desenvolvem-se mais tardiamente e os animais devem ser acompanhados por
trés a seis meses. Além disso, a eficacia do isolamento apresenta variagdo conforme
a espécie de Leishmania. Devido a complexidade e alto custo, este método vem
sendo pouco utilizado, apesar da elevada sensibilidade entre os métodos

parasitolégicos (Ministério da Saude, 2007).

A Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) consiste na aplicacdo intradérmica
de 0,1-0,3 ml de uma solu¢do de promastigotas e na visualizacdo da resposta de
hipersensibilidade celular retardada. Pode manter-se positiva ap0s o tratamento,
mesmo nos casos de cura espontanea. Nos individuos fraco reatores e nos que
foram tratados precocemente pode tornar-se negativa. Em areas endémicas, a IDRM
positiva pode ser devido a doenca prévia, aplicacdo anterior do antigeno, exposicao
ao parasito sem doenca (infeccdo), alergia ao diluente do teste ou reacdo cruzada
com outras doencas. Nestas areas a positividade varia entre 20-30%, mesmo ha
auséncia de lesdo ativa ou cicatriz. A IDRM pode ser negativa nas primeiras quatro a
seis semanas ap0s o surgimento da lesdo cutanea e, apds a cura clinica, pode
permanecer positiva durante varios anos. Isto a torna limitada para diagnostico de
reativacdo. Pacientes com LM costumam apresentar IDRM exacerbada, com varios
centimetros de enduracdo, podendo apresentar vesiculacdo, ulceracdo e até mesmo
necrose local. Na forma cutanea difusa a IDRM costuma ser negativa. A leitura é feita
48-72 horas apos a aplicacdo e € considerada positiva quando houver papula maior
que 5 mm de diametro. A especificidade e a sensibilidade estdo préximas de 100%
(Mayrink et al., 1978; Ministério da Saude, 2007; Montenegro, 1926; Souza et al.,
1992).

ReacgbOes sorolégicas s&o utilizadas para seguimento pdés-tratamento.
Pacientes com lesbes multiplas (cutdneas ou mucosas) costumam apresentar titulos
mais altos. Ja as lesbes mucosas tem titulos mais altos e persistentes quando
comparadas com as cutaneas. No entanto, séo relatados casos de falso negativo,
reacdo cruzada com outras doencgas, além de reagfes falso positivas em individuos

saudaveis, provenientes ou ndo de areas endémicas, 0 que limita o uso de reacbes



sorologicas no diagnoéstico de LTA quando ndo ha demonstracdo do parasito. A
imunofluorescéncia ndo deve ser utilizada como critério isolado para diagnostico de
LTA, mas pode ser associada a IDRM ou técnicas parasitoldgicas, no diagnostico
diferencial com outras doencas e nos casos em que a demonstracdo do agente

etiologico néo foi possivel (Ministério da Saude, 2007).

1.7.2 — Métodos de Diagnostico Molecular

O diagnéstico de LTA realizado pelos métodos convencionais pode estar
relacionado a baixa sensibilidade, especialmente naqueles casos com reduzido
parasitismo tecidual e producdo baixa ou ausente de anticorpos no sangue do
individuo infectado (Singh & Sivakumar, 2003). Embora apresente limitacdes de seu
uso, principalmente em areas com poucos recursos de assisténcia em saude e
estrutura laboratorial, o diagndstico molecular gerou uma grande mudanca na pratica
clinica de varias doencas infecto-parasitarias, onde um diagndstico preciso é
fundamental para se tomar uma deciséo terapéutica correta (Yang & Rothman, 2004).
Ha mais de vinte anos, as plataformas baseadas na PCR vem sendo utilizadas na
deteccdo de DNA gendbmico ou de cinetoplasto, em diversas amostras clinicas de
pacientes com leishmanioses (Brustoloni et al., 2007; Gomes et al., 2014; Rodgers et
al., 1990; Romero et al., 2009; Wall et al., 2012;). Em comparacdo com 0s métodos
convencionais, a PCR apresenta alta sensibilidade e especificidade e ainda reduz o
tempo de liberacdo do resultado e a subjetividade que envolve a leitura de laminas de
imprint ou de histopatologia (Aviles et al., 1999). Em um estudo prévio com pacientes
de area endémica de LTA do Rio de Janeiro, foi observado que, entre os pacientes
com LCL, somente 62% eram diagnosticados pelos métodos convencionais. Mas a
aplicacao da técnica da PCR aumentou o percentual de casos confirmados para 94%.
Nas formas mucosas essa diferenca foi ainda mais evidente. Do total de pacientes
com doenga mucosa apenas 17% tiveram seu diagnostico confirmado pelos métodos
convencionais enquanto a PCR foi positiva em 71% das amostras testadas (Pirmez et
al., 1999). Dados semelhantes de sensibilidade das diversas técnicas de PCR
também foram registrados em estudos com pacientes de outras areas endémicas de
L. (V) braziliensis, inclusive em amostras de sangue (de Paiva et al., 2013; Gomes et

al., 2008; Oliveira-Camara et al., 2006). Por outro lado, dependendo do desenho dos



oligonucleotideos, a amplificacdo por PCR pode gerar produtos homdlogos a

sequéncias de DNA humano (Vergel et al., 2005).

Devido a realizacdo das etapas de amplificacdo dos &cidos nucleicos e
deteccdo do produto amplificado em um mesmo processo, a PCR em tempo real vem
se mostrando mais vantajosa para o diagndéstico clinico-molecular do que a PCR.
Sua aplicacdo varia desde a quantificacdo de carga viral, da expressdo génica até a
deteccdo de agentes infecciosos. Como grandes vantagens desta ferramenta
podemos citar a reducdo do risco de contaminacdo cruzada, a coleta dos dados na
fase exponencial, além da liberacdo rapida dos resultados associada a alta
sensibilidade e especificidade. A PCR em tempo real foi descrita pela primeira vez
por Higuchi et al., em 1993 que acoplaram uma camara de video para detectar a
fluorescéncia durante todos os ciclos. Por definicdo, esta técnica associa a
metodologia da PCR combinada a um sistema de deteccdo de fluorescéncia
produzida ao longo de cada ciclo de amplificacdo. Pode ainda ser aplicada para
quantificacdo (QPCR), pois permite a conversédo dos sinais de fluorescéncia de cada
reacao em um valor numérico. Para otimizar o processo, o desenho dos primers deve
abranger produtos de 100 a 150 pb. O método mais especifico de gPCR se baseia no
uso de sonda TagMan®, que apresenta um corante “reporter” na posi¢do 5
(fluorescente) e um corante “quencher” na posigédo 3’ (silenciador). No momento em
gue a reacao gera amplicons, a sonda hibridiza-se com esse alvo gerado e fica
exposta a atividade de exonuclease da Taq polimerase. Como consequéncia, essa
sonda € degradada e o fluoréforo fica distante do “quencher®, ndo sendo capaz de
absorver a luz emitida. Outro sistema de revelacdo dos amplicons consiste na
utilizacdo do corante SYBR Green® que se liga de maneira inespecifica ao DNA em
fita dupla. Este dltimo sistema, comparado ao TagMan®, tem baixo custo, facilidade
de uso e alta sensibilidade (Dorak, 2007).

Estudos que visam a quantificacdo de Leishmania através da qPCR j& foram
conduzidos para diversas espécies em humanos, em cdes e em modelos
experimentais (Bretagne et al., 2001; Castilho et al., 2008; Manna et al., 2008; Mary et
al., 2004). Regides dos genes de DNA polimerase, do mini circulo do cinetoplasto
(kDNA), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e de RNA ribossomal (SSR) vem
sendo utilizados com alvos. O KDNA contém as regides mais conservadas que sao
utilizadas para a deteccdo e quantificacdo de Leishmania. Cada parasito contém
varias copias de minicirculo de cinetoplasto que faz do KDNA um alvo muito

importante para PCR (Kobets et al., 2012). Vale destacar que genes de cépia unica,

10



como a DNA polimerase e G6PDH, ndo séo facilmente detectados em comparacéo
aos multi-copias, como SSR e kDNA. Embora este ultimo seja um 6timo alvo para
deteccdo qualitativa de Leishmania, pode ndo ser um bom alvo para ensaios de
quantificacdo, por apresentar grande variacdo no numero de copias entre as espécies
e entre os isolados de uma mesma espécie (Mary et al., 2004; Weirather et al., 2011).
Por ter regifes bastante conservadas, o gene de SSR pode ainda ser utilizado para
deteccdo e identificacdo de espécies de Leishmania, através das diferencas nas

curvas de dissociacdo por gPCR (Talmi-Frank et al., 2010).

A gPCR permite a quantificacdo de parasitos em diferentes niveis, mesmo
guando se apresentam em pequenas quantidades (Bell & Ranford-Cartwright, 2002).
Sabe-se que lesGes de leishmaniose mucosa, ou formas crénicas de leishmaniose
cutanea, normalmente apresentam maior dificuldade na visualizacdo do parasito pela
histopatologia, dado o baixo parasitismo tecidual, o que ndo acontece na doenca
aguda, que costuma ter uma carga parasitaria mais alta. Além de uma importante
ferramenta para o diagnostico, a qPCR poderd tornar-se fundamental para o
acompanhamento da carga parasitaria durante e apds o término do tratamento, no
seguimento do doente e para se estabelecer uma correlacdo com a resposta ao

tratamento (Jara et al., 2013).

1.8 — Tratamento da Leishmaniose Tegumentar Americana

O tratamento de primeira linha utiliza antimoniais pentavalentes, principalmente
a N-metil-glucamina (Glucantime® Rhodia Farma/Sanofi-aventis) que, desde sua
introducéo, persiste como primeira escolha para tratamento da LTA causada pela L.
(V.) braziliensis (Blum & Hatz, 2009). Apresenta-se em ampolas de 5ml, contendo
1,59 do sal (425mg de Sb*°), devendo ser administrado na dose de 20mg/kg/dia, até o
limite de 60kg de peso. As aplicacbes devem ser feitas diariamente,
preferencialmente por via intramuscular profunda ou endovenosa, por vezes com 0
doente internado, por cerca de 20 dias. No entanto, essa opcgdo exige
acompanhamento cuidadoso dos doentes, principalmente idosos, gestantes e
pacientes com doencas cardiacas e hepaticas, em funcdo do risco de efeitos
adversos (Oliveira-Neto et al., 2000), o que dificulta sua utilizacdo em areas remotas,
onde com frequéncia a doenca ocorre. Podem ocorrer niuseas, vomitos, tosse,

epigastralgia, pirose, artralgia, mialgia, elevacdo de transaminases, de uréia e
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creatinina, podendo levar a insuficiéncia renal aguda e pancreatite. Mas o principal
efeito adverso esta relacionado ao sistema cardiovascular, com inversdo e
achatamento da onda T e aumento do espaco QT, que sdo tempo-dose dependentes.
Com objetivo de diminuir a exposicdo do paciente a esses efeitos, estudos com
baixas doses de Glucantime® (Oliveira-Neto et al., 1997; Oliveira-Neto et al., 2000),
bem como aplicacéo intralesional de antimoniais (Oliveira-Neto et al., 1997), foram
realizados no Rio de Janeiro e obtiveram alto indice de cura clinica. No entanto, o
resultado observado ndo pode ser generalizado, uma vez que a sensibilidade dos
parasitos aos farmacos varia de acordo com a localizacdo geografica das cepas de
Leishmania. Particularmente, as cepas de L. (V.) braziliensis do Rio de Janeiro tém
demonstrado boa sensibilidade a esse medicamento (Azeredo-Coutinho et al., 2007),
mas esses dados, ndo necessariamente, demonstram o perfil de sensibilidade de
outras cepas. No caso da aplicacdo intralesional, ja foi demonstrado que pode ser um
método alternativo, eficaz e menos toxico, para pacientes com leishmaniose cutanea,
gue apresentem contra-indicacéo para a terapia sistémica (Vasconcellos et al., 2012).
No entanto mais estudos sdo necessarios para que seja comprovado que nao ha
comprometimento sobre a progresséo para a forma mucosa, em comparagao com as
doses usuais (David & Craft, 2009; Reithinger & Dujardin, 2007).

Outras opc¢des terapéuticas, como anfotericina B ou isotionato de pentamidina,
também apresentam efeitos adversos importantes ou até mais graves, tem
administracdo complexa e alto custo, 0 que muitas vezes nao justifica seu uso como
alternativa aos antimoniais. Outros medicamentos que poderiam ser promissores,
como a miltefosina, os derivados imidazdlicos e a azitromicina, ndo tém demonstrado
resultados satisfatérios com relacdo ao tratamento de infeccbes causadas por L. (V.)
braziliensis (Blum & Hatz, 2009; Toledo et al., 2014).

O insucesso do tratamento ou a evolucao para formas mais graves da doenca
dependem de caracteristicas do parasito e da resposta imune do paciente. A LTA no
Rio de Janeiro tem como agente etiolégico principal a L. (V.) braziliensis e, pacientes
com a forma cutdnea, tendem a responder de forma satisfatéria, mesmo com
protocolo de tratamento em que se usa baixa dose de antimoniato de meglumina.
Entretanto, percentuais que variam de 1 a 12% de acordo com diferentes fontes,
apresentam resposta insatisfatoria apos o tratamento ou evoluem para forma mucosa
(Oliveira-Neto et al., 1997; Tuon, 2008).
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1.9 — Aspectos Imunopatogénicos

A evolugdo das leishmanioses no hospedeiro é bastante variavel (Pessoa &
Barreto, 1948) e dentro da complexa rede de interacdo parasito-hospedeiro que
influencia a doenca clinica e o prognéstico das leishmanioses humanas, podemos
destacar aqueles ligados a espécie ou cepa do parasito envolvido, componentes da
saliva do vetor isolados a partir do sobrenadante, resultante da centrifugacdo da
glandula salivar do inseto (SGS) (Weinkopff et al., 2014), bem como o0s que s&o
préprios do hospedeiro, como idade (Carvalho et al., 2015), status imunolégico
(Gollob et al., 2014; Maretti-Mira et al., 2012), co-infeccdo com HIV (Singh, 2014),
dentre outros (Rodrigues et al., 2011). Como resultado desta interagdo parasito-
hospedeiro, pode-se observar um espectro de manifestacfes que vao desde lesdes
cutaneas até a forma fatal da doenca visceral (Alvar et al., 2012; Hartley et al., 2012;
Kaye & Scott, 2011).

Quando as formas promastigotas sao introduzidas na pele encontram células
do sistema imune do hospedeiro (linfécitos T e B, macréfagos, mastécitos e células de
Langerhans). O parasito se adere a superficie dos macréfagos, através de um
mecanismo ndo muito esclarecido, e passa para 0 meio intracelular através de um
processo de fagocitose, mediada por receptores. E, apesar dos macréfagos serem
células fagocitarias especializadas na destruicdo de microorganismos, 0sS parasitos
internalizados permanecem num fagolisossoma onde obtem nutrientes, se multiplicam
sob a forma de amastigotas e subvertem as vias antimicrobicidas, interferindo nos
processos de migracdo e apoptose celulares, modificando o ambiente intracelular
(Moradin & Desconteux, 2012; Olivier et al., 2012; Podinovskaia & Descoteaux, 2015).
Durante os estagios iniciais, proteinas do parasito associadas a patogenicidade, como
a zinco metaloproteinase GP63, podem degradar reguladores negativos de secrecéo
de TNF-a e IL-6 que de outra forma impediriam o influxo de neutréfilos e mondcitos
inflamatorios para o local de inoculagédo. Por este mecanismo o parasito permanece
no interior de fagocitos inflamatérios, estabelecendo infeccéo crénica (Arango Duque
& Descoteaux, 2015).

A patogénese das leishmanioses depende de interacdes entre diversos fatores
desencadeados pela resposta do sistema imune do hospedeiro, inata e adquirida, e
sera determinante no curso da doenca. As células T “helper’” CD4* tém uma funcao
primordial no sistema imune, promovendo respostas adequadas a patdégenos

especificos. De acordo com as citocinas que produzem apdés estimulagdo antigénica,
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estas células podem ser separadas em duas sub- populagdes: T “helper” 1 (Th 1) e T
“helper” 2 (Th 2) (Bittar et al., 2007; Reithinger et al., 2007). A cura clinica resulta
quando os macréfagos sao ativados para um estado leishmanicida, que é mediado,
principalmente, por linfécitos T auxiliares do tipo 1 (resposta celular Thl). Esta
resposta é caracterizada pela apresentacdo do antigeno as células dendriticas, além
da secrecao de citocinas pro-inflamatorias como a IL-12, IFN-y e TNF-a. A presenca
de outras citocinas, como IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-B, caracteriza a resposta Th2, que
desativa macréfagos e impede uma producdo excessiva de citocinas, promovendo o
“downregulation”, 0 que pode demonstrar que a resolucédo da doenca tem relagdo com
a resposta mediada por células, e ndo com a resposta imune humoral. Além disso, a
ativacdo primaria de subpopulacbes de células T seria importante para o
desenvolvimento de respostas Thl e Th2 e o subsequente curso de infeccéo.
Também ja foi observado que, ao contrario dos pacientes com LM, em casos de LCL
causada por L. (V.) braziliensis, as células T regulatérias produtoras de IL-10 e TGF-
contribuem para um balanco equilibrado da resposta imune celular, o que poderia
favorecer a maior resisténcia a infeccdo e ao resultado favoravel apos o tratamento

com antimoniato de meglumina (Silveira et al., 2009).

Em estudo com pacientes com LTA, foi verificado que apesar de nao haver
variacdo na porcentagem total de células TCD4* produtoras de IFN-y induzidas por
antigenos de Leishmania, analise multiparamétrica por citometria de fluxo revelou
uma diferenca significativa na qualidade da resposta Thl. Entretanto, antigenos de L.
(V.) braziliensis foram capazes de induzir uma proporcdo importante de células T
CD4+ multifuncionais (Macedo et al., 2012). Apesar dos grandes avanc¢os obtidos na
area de imunopatologia da LTA, ainda sdo necessarios mais estudos para uma
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na progressédo da doenca e no

controle da infeccgéo.

1.10 - Fatores de Viruléncia da Leishmaniose

A expressdo de fatores de viruléncia pode influenciar nos mecanismos
fisiopatogénicos desta infeccdo. Moléculas de superficie do parasito como a
lipofosfoglicana (LPG) e a metaloproteinase dependente de zinco (GP63) séo

imprescindiveis neste processo (Figura 04).
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Figura 04 — Fatores de virulencia de Leishmania: LPG, GP63 e outros.

Fonte: modificado de Olivier et al, 2012

Os parasitos da familia Trypanosomatidae apresentam na sua superficie uma
capa de glicocdlix que exibe significante diversidade em sua composi¢cao. Porém,
essas moléculas compartiham uma estrutura comum: uma &ancora de
glicofosfatidilinositol (GPI) altamente conservada (McConville & Ferguson, 1993). Ao
contrario de outros membros desta familia de protozoarios, o glicocalix de
promastigotas de Leishmania é composto por glicanas fosfoglicosiladas ancoradas a
GPIl. A LPG é a molécula mais abundante na superficie com aproximadamente 5 x
108 copias/célula e que desempenha papel importante na interacdo com o hospedeiro
vertebrado (Guha-Niyogi et al., 2001). E composta por quatro dominios distintos: uma
ancora GPI, um ndcleo glicana, uma cadeia linear de fosfoglicana e uma capa

terminal de oligossacarideos (Turco & Descoteaux, 1992) (Figura 05).
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Figura 05: Estrutura de LPG de Leishmania donovani, mostrando os quatro dominios: capa,

unidades repetidas de fosfoglicana, nlucleo glicana e ancora lipidica GPI.

Fonte: modificado de Franco et al., 2012

Algumas andlises estruturais da LPG mostraram conservacado de grande parte
das estruturas que a compde (Orlandi Jr & Turco, 1987). No entanto, também foram
caracterizadas diferencas entre 0 niumero e a composicdo de acucares entre as
diferentes espécies estudadas (Turco & Descoteaux, 1992). Esta variabilidade parece
ser importante, pois torna a transmissdo do parasito espécie-especifica (Pimenta et
al., 1994; Sacks, 2001). Diferencas também na estrutura e na distribuicdo de LPG na
superficie sdo importantes nos diferentes estagios de desenvolvimento do parasito
(Olivier et al., 2005). O papel da LPG na viruléncia de Leishmania tem sido
confirmado em varios ensaios de infeccdo e em condi¢cdes nao fisiolégicas, com uso
de LPG purificada (Forestier et al., 2015).

A LPG representa a primeira etapa de interacdo do parasito com a célula
hospedeira dos mamiferos, o que promove uma ativagcdo do sistema imune. Ao
mesmo tempo, esta camada superficial protege o parasito de sua lise por
complemento e consequente destruicdo (Franco et al.,, 2012). Quando a forma
promastigota metaciclica infectiva penetra no hospedeiro, esta sofre alteracbes na
membrana. Tais alteragbes sao capazes de impedir a insercdo do MAC do sistema
complemento e ocorrem, principalmente, através do alongamento na estrutura LPG e
podem resultar em diferentes ativagcdes macrofagicas (Ibraim et al., 2013; Puentes et
al., 1988). Na fase inicial de infeccao intracelular, a LPG seria responsavel por inibir a
maturacdo do fagolisossomo. Isto permitiria as promastigotas sobreviverem dentro do

vacuolo até a transformacdo para amastigotas, estas capazes de se dividirem e
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propagarem a infeccdo (Desjardins et al., 1997). Estudos que utilizaram cepas
modificadas, mostraram que esta molécula atua tanto na sobrevivéncia do parasito,
guanto na modulacéo da resposta imune. Corroborando destes dados, ensaios com
L.(V.) braziliensis e L. (L.) infantum, apesar de apresentarem diferencas estruturais na
molécula de LPG, evidenciaram uma forte ativacdo da resposta imune via receptores
Toll-like (TRL) (Assis et al., 2012; lbraim et al., 2013). Por outro lado, em infec¢des in
vitro de macrofagos com cepas de L. (L.) mexicana mutantes, sem expressao de
LPG, observou-se que os parasitos cresciam da mesma forma que cepas selvagens
(llg, 2001). As variabilidades da LPG intra e interespecificas foram observadas em
diferentes isolados (Coelho-Finamore et al.,, 2011) e estes polimorfismos sao
envolvidos na sobrevivéncia da Leishmania no interior do hospedeiro (Dobson et al.,
2006 e 2010; Volf et al, 2014). No entanto, ainda ndo esta claro o papel da LPG nas
formas amastigotas. Estudos com varias espécies de Leishmania mostram uma
diminuicdo importante na expressao desta molécula, o que poderia sugerir seu papel
transitério na infeccdo. Entretanto, h4 evidéncias da expresséo de glicoconjugados
contendo fosfoglicanas em células infectadas. Além disso, a LPG tem sido apontada
como um candidato a vacina. Por exemplo, em um modelo animal, a vacina composta
por esta molécula foi capaz de proteger os animais apds o desafio com cepas
altamente virulentas (Franco et al., 2012). Isto mostra que mais estudos sao
necessarios para determinar o papel da LPG na estimulacdo da resposta imune e

sobrevivéncia do parasito.

A GP63 ou glicoproteina principal de superficie foi descrita pela primeira vez
nos anos 80 e seu nome deriva do achado de uma glicoproteina com tamanho de
63kDa, embora varias isoformas de tamanhos diferentes ja tenham sido descritas. A
GP63 é uma metaloproteinase da classe metizincinas, caracterizada pela sequéncia
motivo HEXXHXXGXXH e um pro-peptideo N-terminal, removido durante a maturagéo
e ativacdo da enzima. Estima-se que cada forma promastigota possua 5 x 10°
moléculas. Mesmo apresentando diferengas nas sequéncias génicas, pelo menos 10
espécies de Leishmania codificam sequéncias de aminoacidos muito similares (Yao et
al.,, 2003). Sua expressdo ocorre tanto em formas promastigotas quanto em
amastigotas, sendo capaz de degradar varios substratos incluindo caseina,
azocaseina, gelatina, albumina, hemoglobina e fibrinogénio (Bouvier et al., 1990).

Estudos pioneiros em L. (V.) braziliensis mostraram que o aumento de sua
expressdo ocorre durante a transformacdo de formas logaritmicas em formas

estacionarias, o que demonstra o papel crucial da GP63 na viruléncia do parasito
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(Kweider et al., 1987). Dados mais recentes vem corroborando estes achados em
outras espécies, mostrando ainda que a GP63 modula os mecanismos de sinalizacéo
celular e de resposta imune (Isnard et al., 2012; Olivier et al., 2012).

Nas leishmanioses, o complemento apresenta trés importantes papeis:
leishmanicida pela fixacdo dos seus componentes que levam a lise; opsonizacéo pela
fixacdo de C3b, que favorece a ligacdo e evasdo do parasita ho macréfago; e a
liberacdo de fragmentos quimiotdticos C3a e Cba que promovem inflamagdo. A
clivagem de C3 e a posterior deposicdo de seu fragmento C3b na superficie do
parasita constituem a etapa crucial da ativacdo do complemento. A GP63 foi
inicialmente descrita como receptor de C3 (Puentes et al., 1988) e ap0s a ativagéo e
geracdo de C3b, a reacéo pode seguir dois caminhos: a formacao de C5 convertase,
com formacdo do complexo de ataque a membrana C5b-C9 (MAC), que leva a lise do
parasito; ou a inativacdo com geracdo do fragmento iC3b. Além disso, durante o
processo, observa-se uma maior expressao das moléculas de GP63, que sao
responsaveis por clivar a molécula C3b em iC3b, sua forma inativa, impedindo
também a formacédo do MAC (Da Silva et al., 1989). As moléculas C3b e iC3b atuam,
ainda, na opsonizacédo do parasita, facilitando a fagocitose por meio de liga¢do destas
moléculas aos receptores do sistema complemento CR3 e CR1 (Brittingham et al.,
1995). A ligagcdo aos receptores do complemento faz com que 0s mecanismos
oxidativos microbicidas do macréfago ndo sejam ativados e, com isso, facilita a
entrada do parasita na célula-alvo (Wright & Siverstein, 1983).

Outro papel descrito da GP63 na infeccdo por Leishmania seria sua
capacidade de inativar as enzimas do lisossomo, caso a fusdo com o fagolisossomo
ocorresse (Seay et al.,, 1996). Antes de se transformar em amastigostas, as formas
promastigotas necessitam da acdo da GP63 na inibicdo da proteina quinase C (PKC)
e na diminuicdo da sua translocacdo até a membrana (Giorgione et al., 1996; Moore
et al., 1993; Olivier et al., 1992). A importancia da PKC e das proteinas tirosina
quinase (PTK) esta relacionada a regulacdo da acdo microbicida dos macrofagos,
através da producéo de ROS, a partir da ativacdo destas enzimas (Nathan & Shiloh,
2000) (Figura 06).
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Figura 06 — GP63 atuando nas func¢des de sinalizagdo da célula hospedeira. Setas indicam os
alvos de sinalizacdo da GP63; Cruzes vermelhas indicam alteracdo na cascata de sinalizacéo;

Linhas interrompidas indicam inibigdo funcional.

Fonte: modificado de Olivier et al, 2012.

Outro fator que vem sendo associado a patogenicidade da Leishmania é a

presenca de um virus RNA, encontrado no subgénero Viannia que parece estar

relacionado com o mecanismo de metastase para o0s sitios mucosos. Ele atuaria

como um potente imundégeno, induzindo uma resposta hiperinflamatéria através da
ligagdo com receptores Toll-like 3 (TRL3) (Ives et al., 2011). Tal resposta inflamatoria
seria responsavel por aumentar a gravidade da doenca, promover a persisténcia do
parasito e até mesmo atribuir resisténcia aos farmacos anti-leishmania. Esses virus

foram encontrados principalmente em isolados humanos e, em modelos animais,

mostraram-se propensos a metastase.  Aparentemente o virus interfere na

capacidade das células do sistema fagocitico do hospedeiro de eliminar o parasito

através do estresse oxidativo. O risco de desenvolvimento da forma mucosa

encontra-se, quase exclusivamente, nas infec¢cées pelo subgénero Viannia, o que

reforca a hipétese de que a metastase na leishmaniose, € provocada, em parte, por

caracteristicas do parasito (Hartley et al., 2012). No entanto, estudo realizado com

casos graves e cronicos, em regido endémica do Rio de Janeiro, onde o principal
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agente é a L. (V.) braziliensis, ndo observou associacdo de formas graves de LTA
com a presenca do virus RNA. O que se pode concluir é que, embora metastases
possam ocorrer na auséncia do virus, as respostas imunes hiperinflamatoérias que ele
desencadeia através da ligacdo aos receptores TLR 3, parecem explicar as diferencas

observadas entre espécies e/ou cepas distintas (Pereira et al., 2013).

Considerando o papel dos fatores de viruléncia e sua implicagdo na evolugéo
clinica da LTA j& descritos, bem como a importancia da carga parasitaria e outros
fatores da interacdo entre os parasitos do género Leishmania e o hospedeiro é
possivel que, conhecendo melhor estas informacdes, no futuro possamos estabelecer
correlagcdes Uuteis para o desenvolvimento de marcadores prognosticos, novos

medicamentos ou vacinas.

20



2 - Objetivos

2.1 - Geral

Este projeto teve como objetivo principal determinar a influéncia da carga
parasitaria e de fatores de viruléncia na evolucdo da leishmaniose tegumentar

causada por L. (V.) braziliensis.

2.2 - Especificos

1. Quantificar por gPCR a carga parasitaria de lesbes cutaneas e mucosas,
utilizando-se como alvo a subunidade menor do RNA ribossomal (SSR);

2. Comparar a positividade da gPCR com a PCR convencional nas amostras de
lesbes cutaneas e mucosas;

3. Quantificar a producdo “in situ” de GP63 e de LPG em lesbes cutaneas e
mucosas por imunohistoquimica;

4. Avaliar a expressao génica de GP63 em lesbes cutaneas e mucosas por RT-
PCR;

5. Correlacionar os dados de quantificacdo de carga parasitaria e de expressao

de fatores de viruléncia com a forma clinica e resposta a terapéutica;
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3 - Material e Métodos

3.1 — Pacientes

Este estudo foi realizado utilizando-se fragmentos de lesdes de pacientes com
diagnostico parasitolégico de LTA, comprovado por pelo menos um dos quatro
métodos de diagnéstico utilizados na rotina (impressdo em lamina, cultura,
histopatologia ou PCR). Também foram considerados aqueles que apresentaram
IDRM positiva, além de diagndstico clinico e histéria epidemiolégica compativeis com
a doenca. Os pacientes eram provenientes de areas endémicas de L (V.) braziliensis
do sudeste do Brasil, principalmente do estado do Rio de Janeiro, e foram
submetidos, durante a primeira consulta no INI (Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas), a uma rotina que consistia ha anamnese, exame fisico, coleta da
histéria epidemioldgica, de material biol6gico para diagndéstico (amostra de tecido da
les&o) e aplicagdo da IDRM. O material resultante deste processo estava armazenado
no Laboratdrio Interdisciplinar de Pesquisas Médicas do Instituto Oswaldo Cruz
(LIPMED/IOC). Os dados clinicos como idade, sexo, forma clinica, resposta ao
tratamento, tempo de evolucdo e IDRM, além do resultado da PCR e dos outros
exames de diagnostico, foram acessados por meio de prontuario ou através de
consulta ao banco de dados (LEISH) do LIPMED, que também atua como Servico de
Referéncia em Diagnostico Molecular e Histopatologico das Leishmanioses. Foram
incluidos no presente estudo 82 pacientes oriundos do INI/LEISH, diagnosticados
entre 1985 e 2005. Os ensaios de PCR se basearam na deteccdo de KDNA de acordo
com metodologia previamente estabelecida (Pirmez et al.,1999). Foram excluidos
pacientes com comorbidades e gestantes. O tratamento desses pacientes foi feito
com antimoniato de meglumina, administrado de acordo com o0s protocolos
estabelecidos pelo Ministério da Saude (Ministério da Saude, 1994), bem como com
esquema de baixa dose com eficacia previamente comprovada (Oliveira-Neto &
Mattos, 2006) o qual s6 foi administrado nos casos de leishmaniose cutanea. Todos
0s pacientes foram acompanhados para avaliacdo da resposta ao tratamento.

Foram incluidos neste estudo casos de LCL (n=62) e casos de LM (n=20).
Além da apresentacao clinica, a selecdo dos casos de LCL deu-se de acordo com a
resposta ao tratamento com antimoniato de meglumina. O critério de cura foi definido
como epitelizacdo completa das lesdes acompanhada do desaparecimento do

eritema, induracdo ou papulas até 3 meses apos o término do tratamento. Foram
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considerados pacientes com boa resposta ao tratamento (BR), aqueles onde se
obteve a cura clinica completa (n=27). Pacientes com m4& resposta ao tratamento
(MR) foram definidos como aqueles que apresentaram auséncia de cura clinica no
mesmo periodo, recidivas ou aparecimento de lesfes novas (n=35). Este critério de
BR e MR esta de acordo com a recomendacdo do Manual de Vigilancia da

Leishmaniose Tegumentar Americana (Ministério da Saude, 2007).

3.2 - Cultura de parasitos

Promastigotas de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/2903) foram mantidas no
meio Schneider's (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Cultilab, Sdo Paulo, Brasil) a 28°C por 3-4 dias. Amastigotas
axénicas foram obtidas em cultura utilizando-se meio M199 pH 5,5 + 10% de soro
fetal bovino (Cultilab) por 48 horas a 34°C. Os parasitos foram lavados em salina
estéril e depois mantidos em reagente Trizol® (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

para extracdo do RNA total.

3.3 - Extracao de DNA e gPCR

Foi utilizado o kit “llustra Tissue & Cells GenomicPrep Mini Spin” (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) para obtencdo do DNA das amostras de lesdes de
pacientes. A quantificacdo absoluta por gPCR foi realizada com “SYBR Green® PCR
Master Mix®” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), utilizando 500nM de cada
iniciador e volume final de 20ul em termociclador “StepOne™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). As condi¢cdes de ciclagem utilizadas foram: 95°C por 10
minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 1 minuto e 75°C
por 30 segundos.

Para a amplificacdo de regides do SSR (numero de acesso GenBank: M80292)
foram utilizados pares de iniciadores especificos (Bezerra-Vasconcelos et al., 2011;
Prina et al., 2007). Para normalizar as variacdes de carregamento de DNA e
identificar a presenca de inibidores da reacdo foram utilizados iniciadores para o gene
constitutivo humano p-actina (ACT) (numero de acesso GenBank: NM001101.3). A
seguéncia dos iniciadores utilizados foram: 5 ACT, TAATGTCACGCACGATTTCCC
3 e 5 TCACCGAGCGCGGCT 3; SSR, 5 TACTGGGGCGTCAGAG 3 e 5
GGGTGTCATCGTTTGC 3’ (Gentile et al., 2006).
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3.4 - Isolamento de RNA total

Cerca de 35 a 40 cortes de 5um, obtidos em criostato Leica Jung CM1510
(Leica Biosystems, Nussloch, Alemanha), a partir do fragmento das lesGes cutaneas
leishmanioticas criopreservadas, foram coletados em tubo de polipropileno de 1,5ml
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e preservados com 500ul de Trizol® (Life
Technologies). De acordo com as instrugcbes do fabricante, o tecido foi
homogeneizado em vortex por alguns segundos antes de se adicionar 200ul de
cloroférmio (EDM Millipore Corporation, Bilerica, MA, USA).

Todas as amostras conservadas em Trizol® (Life Technologies) foram
centrifugadas por 15 minutos a 12.000rpm e sua fase aquosa foi entdo transferida
para um novo tubo e misturada a 500ul de isopropanol (EDM Millipore). Apoés 10
minutos seguiu-se uma nova centrifugacdo a 12.000rpm, com precipitagcdo do RNA.
O sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado cuidadosamente com etanol
(Merck, Darmstadt, Alemanha) 70% gelado. O sedimento final foi diluido em agua
deionizada (Promega Corporation, Madison, WI, USA) para o posterior tratamento
com a DNAse.

3.5 - Tratamento com DNAse e Sintese de cDNA

Este tratamento visou eliminar qualquer molécula de DNA que pudesse
contaminar as amostras. Em uma primeira etapa, todas as amostras foram
submetidas a quantificacdo de RNA total por espectrometria (Nanodrop, Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA).

De acordo com as recomendacdes do fabricante, foi utilizada 1 unidade de
RQ1 DNAse livre de RNAse para cada micrograma de RNA. Resumidamente, foi
acrescentado a cada 8ul da amostra de RNA 1ul de tampdo RQ1 de DNAse livre de
RNAse (10x), 1U/ug de RNA de RQ1 DNAse livre de RNAse (Promega Corporation).
A digestao foi realizada em banho seco a temperatura de 37 °C por 30 minutos. Apos
este periodo, foi adicionado em cada amostra 1ul de RQ1 DNAse Stop Solution
(Promega Corporation) a 65 °C por 10 minutos.

A sintese de cDNA foi conduzida utilizando-se o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems). O cDNA de todas as amostras utilizadas

foi mantido em freezer —20 °C até o momento do uso.
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3.6 — Reacao em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR)

A RT-PCR foi realizada utilizando-se pares de iniciadores especificos (Exxtend
Biotecnologia, Campinas, S&o Paulo, Brasil) para sequéncias codificantes de GP63
de Leishmania braziliensis (nimero de acesso GenBank: AJ851017.1). Estes
oligonucleotideos foram desenhados com auxilio da ferramenta Primer Blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). As sequéncias do conjunto de iniciadores
usados foram: 5° GGATCGCCTGCTTTAATGG 3’ e 5 CTCAAGGTGGCCAGGTCAAT
3.

As amplificagdes foram conduzidas em termociclador GeneAmp® PCR System
9700 (Applied Biosystems). As temperaturas usadas foram: desnaturagao inicial a 95
°C por 2 minutos, 35 ciclos de desnaturacao a 95 °C por 30 segundos, anelamento a
60°C por 30 segundos, extenséo a 72 °C por 30 segundos, e extenséo final a 72 °C
por 5 minutos. A visualizacdo do produto amplificado com 218 pb foi realizada apos
eletroforese em gel de poliacrilamida 10,5% (Sigma- Aldrich) e coloracdo com nitrato
de prata (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, UK).

Como controle negativo foi utilizada amostra de material de cicatriz proveniente
do LIPMED.

3.7 — Imunohistoquimica

Os ensaios de imunohistoquimica foram realizados (de acordo com o protocolo
da Sociedade Americana de Histoquimica), em cortes parafinados de biopsia dos
pacientes com o intuito de detectar antigenos de Leishmania no infiltrado inflamatério
das lesbes de LTA. Para esta finalidade, foram utilizadas amostras de casos de
pacientes com BR (n=5), MR (n=6), LM (n=4) e um caso controle de outra
dermatopatia.

Para identificacdo de fatores de viruléncia em lesbes ativas de LTA optou-se
pelo ensaio de imunoperoxidase com o uso dos anticorpos monoclonais de
camundongo anti-proteina principal de superficie/GP63 (clone 96-126) e anti-LPG
(clone CA7AE) de Leishmania (Abcam, Cambrigde, UK).

Cortes parafinados de 4um de espessura foram colocados em laminas filmadas
com silano 4% ([[4-[1,2-bis[(trimethylsilyl)oxy]ethyl]-1,2-phenylene]bis(oxy)]bis)

(Sigma- Aldrich). Apo6s 2 banhos sucessivos em xileno (Alkimia, Campinas, SP,
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Brasil), com duracdo de 2 minutos cada, os cortes foram incubados em etanol
absoluto (Alkimia) em dois ciclos de 2 minutos cada e, em etanol a 95% e 80%, por
dois minutos cada. A seguir foram hidratados em agua deionizada e a recuperagéo
antigénica foi conduzida mantendo os cortes em tampao citrato pH 6,0 constituido de
acido citrico 10mM e detergente Tween 20 a 0,05% (ambos Sigma-Aldrich) por 30
minutos a 95°C.

Apéds a etapa de recuperacdo antigénica, os cortes foram lavados em PBS +
Tween 20 a 0,05% por 3 vezes durante 2 minutos cada. Em seguida, foram
realizados os bloqueios de interacdes inespecificas incubando-se as amostras em
solugdo de H202 0,3% (Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil) e em albumina de soro
bovino 2% (Sigma- Aldrich), durante 10 e 30 minutos, respectivamente. As
incubacBes com os anticorpos primarios anti- LPG na concentracédo de 1:200 e anti-
GP63 na concentracdo de 1:300 foram realizadas por 18 horas, a 4°C, em camara
Umida. As concentracfes Otimas de cada um dos anticorpos primarios foram
definidas em ensaios de padronizacédo piloto utilizando-se trés amostras de lesao
cutanea de LTA. As incubac¢des com o anticorpo secundario biotinilado anti IgG de
camundongo diluido a 1:100 foram realizadas por 30 minutos, seguidas por incubacéo
com estreptoavidina peroxidase na concentracdo de 1:100 (GE Healthcare), por 30
minutos. A revelacdo com o 3’3 diaminobenzidina/DAB (Spring Bioscence,
Pleasanton, CA, USA) por 10 minutos foi seguida da contra-coloracdo das laminas
com hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich) por 2 minutos. As laminas foram
submetidas a desidratacdo em alcool (Allkimia), clarificadas em xileno (Alkimia) e
montadas com laminula em meio Entellan (Sigma-Aldrich) para andlise em

microscoépio de luz Nikon Eclipse E600 (Nikon Corporation, Téquio, Japéo).

3.8 - Andlise da Imunomarcacao

Para a analise dos resultados de imunohistoquimica foram quantificados focos
ou células isoladas expressando o marcador especifico estudado. Todas as laminas
foram analisadas em microscépio de luz NiKon Eclipse E600 (Nikon) por dois
observadores independentes. A area de cada amostra foi medida por meio de papel
milimetrado e os resultados foram expressos como numero de células positivas/mm?

de tecido (protocolo segundo a Sociedade Americana de Histoquimica).
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3.9 - Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da FIOCRUZ, protocolo 0033.0.011.346-11.

3.10 - Anéalise Estatistica

Para a analise estatistica dos dados foi utilizando o programa Prism 6
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Para verificacdo de diferenca entre os
grupos foram aplicados o teste de Mann-Whitney, o teste de Fisher e a andlise de
variancia Kruskal-Wallis. Para analise de diferencas amostrais de mulheres e de
homens, utilizou-se o Teste Binomial, considerando que a propor¢do de sexos na
populacdo € de aproximadamente 1:1. Os valores com p< 0,05 foram considerados

significativos.
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4 — Resultados

Oitenta e dois pacientes com diagnoéstico confirmado de LTA foram incluidos
neste estudo e classificados de acordo com os critérios clinicos descritos na
metodologia. A casuistica foi dividida em casos de LCL (62/82; 75,6%) e LM (20/82;
24,4%). Os pacientes com lesdo cutanea ainda foram divididos de acordo com a
resposta ao tratamento LCL-BR (27/62; 43,5%) e LCL-MR (35/62; 56,5%).

Distribuicédo dos Pacientes de Acordo com Sexo, Raca e Faixa Etéaria
A maioria era do sexo masculino (55/82; 67%), sendo esta diferenca

considerada estatisticamente significante (p<0,05). Em relacéo a raca, a distribuicdo
dos pacientes mostrou prevaléncia maior de brancos (31/82; 37,8%) e pardos (27/82;
32,9%), seguida de negros (16/82; 19,5%). Para um pequeno numero de pacientes
(8/82; 9,8%) ndo havia descricdo de raca no prontuario. Estes dados estdo

apresentados na figura 07.

Sexo Raca
Bl Homens Bl brancos
= Mulheres = pardos
B negros
1 NI
32,9%
Total = 82 Total = 82

Figura 07. Distribuicdo dos pacientes diagnosticados com LTA (LCL + LM) quanto ao sexo e a

raga.

A figura 08 mostra que a meédia de idade dos pacientes com a forma mucosa
era significativamente maior (p<0,001), quando relacionados aos pacientes com leséo
cutanea (média * erro padrao de 55,4 + 3,9 anos e 37,9 + 2,5 anos, respectivamente).
Quando avaliados em relacdo a resposta terapéutica, os grupos de LCL foram

semelhantes.
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Figura 08: Distribuicdo dos pacientes diagnosticados com LTA classificados de acordo com a
forma clinica (A) e resposta ao tratamento (B) quanto a idade. A significancia estatistica foi
estimada pelo uso do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney.

Distribuicdo dos Pacientes de Acordo com Tempo de Evolucéo e IDRM
Em relacdo ao tempo de evolucdo da doenca, os pacientes com LM exibiam

maior cronicidade (média + erro padrao de 73,3 + 17,7 meses) quando comparados
com os casos de LCL (média + erro padrdo de 55 + 1,7 meses). A diferenca
observada entre estes dois grupos foi estatisticamente significante (p<0,0001) (Figura
09).

A andlise deste parametro ndo mostrou diferenca significativa nos pacientes
com LCL agrupados de acordo com a resposta ao tratamento (p=0,3). Dado
semelhante foi verificado neste grupo em relacdo ao numero (p=0,3) e localiza¢do das

lesdes (p=0,5).
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Figura 09: Distribuicdo dos pacientes diagnosticados com LTA classificados de acordo com a
forma clinica (A) e resposta ao tratamento (B) quanto ao tempo de evolugédo. A significancia

estatistica foi estimada pelo uso do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney.

A analise da IDRM mostrou que a maioria dos casos estudados apresentavam
reatividade positiva (70/82; 85%), variando de 6 a 80 mm de diametro, quando
utilizado o “cut-off” de 5mm para separar os casos negativos e positivos. Uma
pequena parte dos pacientes nao tinha registro do resultado da IDRM (09/82; 10,9%)
ou tiveram resposta negativa ao teste (03/82; 3,6%). Os pacientes com LM
apresentaram maior diametro de induracdo (média + erro padrédo de 42,6 + 5,7mm),
guando comparados com os pacientes com LCL (média + erro padrdao de 22,5 +
1,7mm). Esta diferenca foi estatisticamente significativa (p< 0,001). Entretanto, entre
0S casos cutaneos de BR (média * erro padrao de 26,5 £ 2,3mm) e de MR (média *
erro padréao de 20,8 £ 2,1mm), a reatividade a IDRM foi similar (p=0,07). Todos estes

dados estdo representados na figura 10.
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Figura 10: Graficos em barra mostram o resultado da IDRM em pacientes com diagndéstico
confirmado de LTA, classificados de acordo com a forma clinica (A) e resposta ao tratamento
(B). Os resultados estdo expressos em diametro de induragdo (mm). A significancia estatistica

foi estimada pelo uso do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney.

Analise da carga parasitaria por qPCR evidenciou um maior parasitismo

em les@es de pacientes com evolucédo favoravel apds o tratamento.

A quantificag@o absoluta da carga parasitaria foi avaliada utilizando-se técnica
de gPCR em sistema SYBR Green®, a partir de amostras de DNA extraido de
fragmentos de lesBes de pacientes com LTA. As amostras foram classificadas de
acordo com a forma clinica em LCL (n=53) e LM (n=19). No grupo cutaneo, as
amostras foram classificadas de acordo com a resposta ao tratamento em BR (n=22)
e MR (n=31).

A presenca de DNA de Leishmania foi detectada na maioria absoluta dos
pacientes com LCL (32/38; 84,2%) e com LM (17/19; 89,5%), ndo havendo diferenca
estatistica entre os dois grupos (p=0,46). Quando comparado com o0s casos de BR, a
proporcdo de amostras positivas no grupo de pacientes com MR era

significativamente menor (p<0,01). Dados representados na figura 11.
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Figura 11: Os gréaficos em barra mostram o percentual de deteccdo de DNA de Leishmania
tissular por gPCR em sistema SYBR Green®. Amostras de fragmento de lesdo foram
classificadas de acordo com a forma clinica (A) e a resposta ao tratamento (B). Para
amplificacdo do DNA dos parasitos foram utilizados oligonucleotideos para SSR.
Oligonucleotideos para B-actina humana foram usados como normalizador da reacdo. A

significancia estatistica foi estimada pelo uso do teste exato de Fisher.

O parasitismo tissular dos casos de LCL (média + erro padrdao de 260843 +
85163) era significativamente maior (p<0,05), quando comparado ao dos casos de LM
(média + erro padrdo de 67327 + 56695). Além disso, a carga parasitaria tissular era
significativamente mais elevada (p<0,01) nos casos de BR (média + erro padrdo de
275759 + 120369) do que nas lesbes de pacientes com MR (média + erro padrao de

144823 + 67250). Estes dados estao representados na figura 12.
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Figura 12: Quantificagcdo da carga parasitaria tissular por gPCR utilizando o sistema SYBR Green®.

Amostras de fragmento de lesdo foram classificadas de acordo com a forma clinica (A) e a resposta

ao tratamento (B). Para amplificacdo do DNA dos parasitos foram utilizados oligonucleotideos para

SSR. Oligonucleotideos para p—actina humana foram usados como normalizador da reagdo. A

significancia estatistica foi estimada pelo uso do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney.

A gPCR (alvo o SSR) mostrou-se mais eficaz na identificacdo do parasito
nas lesdes do que a PCR (alvo kDNA).

O diagnéstico parasitolégico positivo foi detectado na maioria dos casos de
LCL (59/62; 95%) e de LM (13/20; 65%). Dentre os métodos utilizados, a PCR
demonstrou ser a ferramenta com maior eficacia na deteccdo dos parasitos teciduais,
nao havendo diferenca na positividade entre os grupos de LCL e de LM (p=0,08). No
entanto, em uma analise isolada dos casos de LM, a PCR foi ainda mais relevante
uma vez que em apenas um dos casos (1/13; 7,7%) houve positividade por pelo
menos um dos meétodos convencionais (imprint, histopatolégico e cultura), enquanto
pela PCR a deteccéo ocorreu na quase totalidade dos casos (12/13; 92,3%). Esta
diferenca foi estatisticamente significante (p<0,01) e os dados estdo apresentados na
tabela 1.
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Tabela 1: Distribuicdo dos pacientes com LTA (LCL-BR, LCL-MR e LM) de acordo com
a positividade da PCR e dos métodos convencionais de diagnéstico parasitologico de
LTA.

LCL LM
BR MR
Diagnostico Parasitologico N (%) N (%)
Somente PCR* 8 (34,8) 17 (47,2) 12 (92,3)*
PCR* e Convencional* 6 (26,1) 11 (30,6) 1(7,7)
Somente Convencional® 9(39,1) 08 (22,2) 0(0)
Total 23 (100) 36 (100) 13 (100)

+ resultado positivo; * p<0,01 quando comparada a positividade entre PCR (KDNA) e
meétodos convencionais nos casos de LM. A significancia estatistica foi estimada pelo uso

do teste de Fisher.

Além da quantificacdo da carga parasitaria, a qPCR que utilizou o alvo SSR
mostrou-se uma excelente ferramenta para o diagnéstico molecular de LTA.

Em relacdo a resposta ao tratamento foi observada uma maior positividade de
gPCR nos casos cutaneos de BR, quando comparada com a PCR (p<0,001). No
entanto, ndo houve variacdo na positividade entre os dois métodos quando utilizadas
amostras de pacientes com MR (p=0,32). Todos estes dados estdo descritos nas
tabelas 02 e 03.

Tabela 02: Positividade de PCR e gPCR em pacientes com LTA, de acordo com a forma

clinica

LCL (%) LM (%)
Diagnostico Molecular
PCR* (kDNA) 42/64 (65,6) 13/21 (61,9)
gPCR em tempo real* (SSR) 42/53 (79,2)* 17/19 (89,5)**

+ resultado positivo; p<0,05 quando comparada a positividade entre PCR (kDNA) e gPCR
(SSR) nos casos de LCL* e LM**. A significancia estatistica foi estimada pelo uso do teste
de Fisher.
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Tabela 03: Positividade de PCR e gPCR em pacientes com LCL, de acordo com a

resposta ao tratamento

LCL-BR (%) LCL-MR (%)
Diagndstico Molecular
PCR™* (kDNA) 14/27 (51,8) 28/37 (75,7)
gPCR em tempo real* (SSR) 21/22 (95,5)*** 21/31 (67,7)

+ resultado positivo; p<0,001 quando comparada a positividade entre PCR (KDNA) e
gPCR (SSR) nos casos de LCL-BR***. A significancia estatistica foi estimada pelo uso do
teste de Fisher.

A frequéncia de expresséo génica de GP63 nas lesfes varia de acordo

com aresposta ao tratamento.

A andlise da expressao génica de GP63 foi conduzida por meio de ensaio de
RT-PCR, utilizando-se amostras de cDNA de lesBes ativas de pacientes com LTA.
Foram estudados um total de 18 pacientes, sendo sete casos de BR, oito de MR e
trés pacientes com LM. Em ensaios piloto utilizando amostras de cDNA de formas
promastigotas ou amastigotas axénicas de Leishmania (V.) braziliensis (cepa
MHOM/BR/1975/M2903), foi evidenciada a presenca de banda de 218pb
correspondente  ao tamanho esperado utilizando-se as sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores pelo programa do NCBI Primer Blast. Estas amostras
foram utilizadas em ensaios posteriores como controle positivo da amplificagéo.
Como controle negativo das amostras, foi incluido um caso de outra dermatopatia.

A expressao de GP63 foi observada nos grupos de LCL (09/15; 60%) e de LM
(06/06; 100%). A analise desses casos mostrou que as amostras de mucosa
apresentavam uma frequéncia relativamente maior na expressédo quando comparados
com as amostras cutaneas (p=0,09). Além disso, foi observado que a frequéncia de
expressao génica de GP63 era significativamente mais elevada (p<0,0001) no grupo
cutaneo de MR (06/08; 75%), em relacdo ao de BR (03/07; 42,8%). Estes resultados
estdo apresentados nas figuras 13 e 14.
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Figura 13: Os graficos em barra mostram a diferenca na frequéncia de expressdo génica de
GP63 em pacientes com LTA. Amostras de fragmento de lesdo foram classificadas de acordo
com a forma clinica (A) e a resposta ao tratamento (B). A significancia estatistica foi estimada

pelo uso do teste exato de Fisher.
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Figura 14: Gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata mostrando as bandas
correspondentes a GP63 em lesdes de LTA. Em (A) linhas 1-4 lesbes de pacientes de MR e
linhas 5-8 lesGes de pacientes de BR cutaneas. Em (B) linhas 1-6: lesdes mucosas; linha 7:
amostra de outra dermatopatia; CN: amostra sem cDNA; linha 8: amostra de cicatriz de LTA. PM
de 100pb. Setas indicam fragmentos com tamanho de 218pb.

A producédo in situ de GP63 e LPG esta associada a ma resposta ao

tratamento

A producdo in situ de GP63 e LPG foi determinada utlizando-se
imunohistoquimica em cortes de lesdo ativa processadas em parafina. Para estes
ensaios, foram utilizados casos de LCL (n=12) e casos de LM (n=5). Os casos
cutaneos foram classificados em BR (n=5) e MR (n=6). Além disso, foi utilizado como
controle negativo um caso de outra dermatopatia.

Observou-se que as células positivas estavam presentes no infiltrado
inflamatorio de todas as amostras de LTA testadas. Nenhum tipo de imunomarcacéo
foi detectada na amostra de controle negativo (outra dermatopatia). O padrdo mais

frequente era constituido de marcagdo perinuclear. Em alguns casos observou-se
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marcacao em todo o citoplasma. As imagens representativas da imunolocalizacdo dos

fatores de viruléncia GP63 e LPG nas lesdes estdo mostradas nas figuras 15 e 16,

respectivamente.

Figura 15: Imunolocalizacdo de GP63 em lesdes cutédneas e mucosas de LTA. Imagens
representativas de cortes parafinados incubados com anticorpo monoclonal anti-GP63,
evidenciando a marcacdo em amastigotas no infiltrado inflamatério (setas). Os pacientes foram
classificados de acordo com a forma clinica (LCL e LM) e com a resposta ao tratamento (LCL-BR

e LCL-MR). Microscopio de luz, aumento 100x. As barras representam 0,32 pm.
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Figura 16: Imunolocalizacdo de LPG em lesbGes cutdneas e mucosas de LTA. Imagens
representativas de cortes parafinados incubados com anticorpo monoclonal anti-LPG,
evidenciando a marcacdo em amastigotas no infiltrado inflamatério (setas). Os pacientes foram
classificados de acordo com a forma clinica (LCL e LM) e com aresposta ao tratamento (LCL-BR

e LCL-MR). Microscopio de luz, aumento 100x. As barras representam 0,32 um.

Em relacdo a forma clinica ndo houve diferenca estatisticamente significante.
Quanto aos casos cutaneos, a andlise feita de acordo com a resposta ao tratamento
mostrou que pacientes de MR apresentaram um numero significativamente maior de
células expressando GP63 no infiltrado inflamatério (média + erro padrao de 1,69 +
0,62), quando comparados aos casos de BR (média + erro padrdo de 0,20 + 0,10)

(p<0,01). Estes dados estéo representados na figura 17.
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Figura 17: Imunolocalizagdo de GP63 em lesfes cutdneas e mucosas de LTA. Cortes
parafinados foram submetidos a ensaios de imunoperoxidase com o uso de anticorpo
monoclonal anti-GP63. Os pacientes foram classificados de acordo com a forma clinica (A) e
com a resposta ao tratamento (B). Os valores estdo expressos em numero de células

positivas/mm? de tecido. As barras representam a média * erro padrao.

A frequéncia de células apresentando imunomarcacéo para LPG no infiltrado
inflamatoério era semelhante (p= 0,5) entre os pacientes com LCL (média + erro
padrdo de 0,71 + 0,17) e LM (média + erro padrdo de 1,02 + 0,47). Em relacdo a
resposta ao tratamento, foi verificado que a frequéncia de células positivas para este

fator era significativamente maior (p=0,01) no grupo de MR (média + erro padrdo de
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0,96 + 0,24), quando comparado ao grupo de BR (média + erro padrdao de 0,36 +

0,14). Estes dados estdo demonstrados na figura 18.
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Figura 18: Imunolocalizacdo de LPG em lesdes cutaneas e mucosas de LTA. Cortes parafinados
foram submetidos a ensaios de imunoperoxidase com o uso de anticorpo monoclonal anti-LPG.
Os pacientes foram classificados de acordo com a forma clinica (A) e com a resposta ao
tratamento (B). Os valores estdo expressos em nimero de células positivas/mm? de tecido. As

barras representam a média + erro padrao.
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5 — Discussao

Este estudo teve como foco principal a quantificagcdo da carga parasitaria e a
deteccdo dos fatores de viruléncia GP63 e LPG em lesfes cutaneas e mucosas
causadas por L. (V.) braziliensis. Todos os resultados foram analisados de acordo
com a forma clinica e a resposta ao tratamento, na tentativa de se estabelecer uma
possivel correlacdo com a evolugdo da LTA.

Nossa casuistica foi classificada tendo por base caracteristicas clinicas e
evolutivas ja descritas da LTA que ocorre nas areas endémicas de L. (V.) braziliensis
do sudeste do Brasil, particularmente no Rio de Janeiro (Oliveira-Neto, 2000; Vieira-
Goncalves, 2008). O perfil clinico mais frequente foi o de LCL, onde os pacientes
apresentavam uma lesao ulcerada, com evolucédo de 3 meses e que respondeu bem
ao tratamento com antimoniato de meglumina. Embora ja tenha sido relatado que
lesbes cutédneas causadas por L. (V.) brazilensis tendem a cura espontdanea em um
periodo variando entre seis a 15 meses de evolucdo (Costa et al., 1987; Reithinger et
al., 2007), todos os pacientes receberam tratamento especifico pois o0 risco do
surgimento de comprometimento mucoso apdés a cura clinica das lesdes cutaneas
primarias € maior naqueles pacientes ndo submetidos ao tratamento (Monge-Maillo &
Lopez-Vélez, 2013).

Embora em uma casuistica representativa do estado do Rio de Janeiro
(Oliveira-Neto et al., 2000) ndo tenha sido observada diferenca na distribuicdo dos
pacientes de LTA de acordo com 0 sexo, a nossa casuistica evidenciou que a maior
parte dos pacientes pertencia ao sexo masculino, como ja relatado na literatura, que
descreve a LTA como uma doenca predominante em homens (Martins et al., 2014;
Ministério da Saude, 2007; Murback et al., 2011). De fato, os nossos resultados
foram gerados utilizando-se casos ndo s6 de areas endémicas do Rio de Janeiro

como também de pacientes provenientes de outras regides do sudeste do pais.

A doenca foi observada em quase todas as faixas etarias, entretanto os casos
de LCL e de LM estavam em sua maioria incluidos nas faixas etarias da quarta e
quinta décadas, respectivamente. Além disso, foi verificado que pacientes com LM
apresentavam faixa etaria mais alta do que os pacientes com LCL. Particularmente
nos casos com comprometimento mucoso o tempo de evolugdo da doenca era maior
do que nos casos cutaneos. Estes dados se alinham com o que esta descrito na

literatura (Ministério da Saude, 2007; Oliveira-Neto et al., 2000). O mesmo
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comportamento foi observado em relacdo a IDRM, que apresentou uma maior
reatividade nos casos de LM, quando comparada aos casos de LCL. No presente
estudo, a maior parte dos pacientes tinha didmetro de induragdo maior que 5mm,
significando um resultado positivo na IDRM. A IDRM é uma avaliacdo da resposta
imune (hipersensibilidade celular tardia do paciente) e, por este motivo, espera-se que
esteja aumentada nos casos de lesbes mucosas. Estes pacientes desenvolvem uma
resposta imune especifica de célula T frente aos antigenos do parasito (Silveira et al.,
2009). Nenhuma diferenca foi observada em relacdo a resposta ao tratamento.
Dados semelhantes foram descritos por Sadeghian et al. (2006), onde se observou
em uma casuistica de 198 pacientes com LCL n&o haver relagéo significativa entre a
IDRM e a evolucdo da doenca. Entretanto, em outro estudo em area de L.(V.)
braziliensis foi mostrada uma clara associagdo entre maior reatividade a IDRM e
menor risco de falha terapéutica em casos de LCL (Antonio et al., 2014). O que se
pode concluir sobre esse conjunto de resultados é que a correlagdo do resultado da
IDRM com outros parametros clinicos na LTA, incluindo a resposta ao tratamento,
ainda precisa ser melhor esclarecida, uma vez que nao existe uma padronizacdo do
teste em relacdo a composicdo antigénica. Ha4 estudos que utilizam extrato de
promastigotas de L. (L.) amazonensis da cepa IFLA/BR/67/PH8 (Mayrink et al., 1978;
Costa et al.,, 1996) e enquanto outros utilizam a cepa MHOM/BR/86/BA (Romero et
al., 2001). Também existem variacfes, por exemplo, na profundidade de aplicac¢édo do
antigeno na pele e no tempo de leitura do resultado, que pode variar de 48 a 72h.
Consequentemente, esta falta de padronizagcédo do teste leva a discordancias no seu
resultado.

Muitos estudos sobre o0s aspectos epidemiolégicos e imunoldgicos da infecgédo
por Leishmania em humanos, especialmente aqueles que envolvem espécies
dermotrépicas, optam por analisar os resultados agrupando os pacientes de acordo
com a forma clinica ou com o tempo de evolucao das lesbes. O tempo de evolucao
representa um parametro de dificil definicAo pois envolve uma imprecisdo da
informacdo quando indagada ao paciente na primeira consulta. Além disso, nas
formas cutaneas nao existe um consenso para classificar as lesbées como recentes ou
tardias. Por exemplo, existem autores que definem como lesdes recentes aquelas
com até dois meses de evolucao (Freitas-Teixeira et al., 2012) e outros que utilizam
como critério um tempo menor que seis meses (Hoseini et al., 2014). Por este motivo,
neste trabalho os casos de LCL foram avaliados, a partir da categorizacdo dos

pacientes em grupos de BR e MR ao tratamento com antimoniato de meglumina. A
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resposta ao tratamento € um parametro menos subjetivo que o tempo de evolucao da
doenca e pode ser facilmente acompanhado e documentado pelo médico assistente,
permitindo uma maior confianga na inclusdo desta informac&o nos prontuarios.

No que se refere ao diagndstico de leishmanioses, iniUmeras publicacdes ja
demonstraram que a sensibilidade da PCR convencional € superior a dos métodos
baseados na microscopia, como observado no presente estudo (Costa et al., 2002;
Pirmez et al., 1999; Strauss-Ayali et al., 2004). Porém os testes de PCR em amostras
clinicas apresentam uma sensibilidade variavel, dependendo do protocolo de extracéo
do DNA, da escolha dos alvos e das condi¢cbes de ciclagem, além de ndo ser
apropriado para quantificacdo da carga parasitaria.

Sabe-se que a PCR em tempo real requer um alto investimento inicial,
necessitando de aporte continuo de insumos e a necessidade de treinamento
permanente especifico dos profissionais envolvidos. Nas areas endémicas de
leishmanioses tanto na América Latina como em outras regides, as politicas de saude
até o momento ndo possibilitam a inclusdo desta ferramenta na rotina (Sudarshan et
al., 2014). Mesmo assim, 0 uso desta desta ferramenta, aliada a analise de alta
resolucdo (HRM) e outras metodologias de bioinformatica, podera contribuir
positivamente nas acdes de monitoramento e controle da doencga porque possibilita
ndo sé o diagndstico e a quantificacdo da carga parasitaria, mas também a
determinacao de espécies (Ceccarelli et al., 2014; Pita-Pereira et. al, 2012).

Os resultados de deteccdo de DNA de Leishmania por gPCR aqui
apresentados evidenciaram uma alta frequéncia de amostras positivas nos grupos de
LCL e LM. Em relacdo a resposta ao tratamento, foi observado que os casos de MR
apresentaram uma frequéncia de positividade significativamente menor do que os
casos de BR. Além disso, a gPCR mostrou ser um método de maior acuracia,
guando comparado com a PCR convencional. Essa diferenca foi ainda mais evidente
nos casos de LM. Embora existam alguns dados mostrando a equivaléncia entre a
PCR e a gPCR na deteccdao de DNA do parasito em amostras de sangue de
pacientes com leishmaniose visceral (Pereira et al.,, 2014), outros estudos que
avaliam a sensibilidade da PCR convencional vs gPCR em diferentes amostras
clinicas tém trazido resultados muito promissores. Tupperwar et al. (2008), utilizando
um modelo experimental de infecc&o por L. infantum, mostraram que a capacidade de
deteccdo de DNA gendmico do PCR convencional era de 0,1ng, enquanto que a
gPCR apresentava um limite de deteccédo na ordem de 10 fg. E outra abordagem que

tinha como proposta a comparagcdo de testes moleculares entre diferentes
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laboratorios, observou que, mesmo com a diversidade de formas clinicas estudadas,
a gPCR que usava como alvo kDNA apresentou uma sensibilidade significativamente
maior do que a PCR convencional, especialmente nas amostras com baixa
concentracdo de DNA (Cruz et al., 2013).

Como ja mencionado, o KDNA exibe uma alta sensibilidade tanto na PCR
convencional como nos ensaios de quantificacdo por PCR em tempo real. Porém,
este alvo apresenta uma variacdo importante no nimero de copias entre espécies e
também entre isolados de uma mesma espécie, 0 que limita parcialmente sua
utilizacdo para se determinar a carga parasitaria de amostras de pacientes. Desta
forma, o desenho experimental para qPCR do presente estudo utilizou como alvo o
SSR, um gene multi-cépia que apresenta boa sensibilidade quando comparado com
alvos de mono-coOpia, como o gene da DNA polimerase (Bezerra Vasconcelos et al.,
2011; Prina et al., 2007).

Anteriormente, j& havia sido demonstrada que a eficiéncia na deteccdo, na
diferenciacdo de espécies e na quantificacdo da carga parasitaria foi semelhante
gquando se comparou o método TagMan® com o SYBR Green® (Weirather et al.,
2011). Por este motivo, em todos os ensaios de amplificacdo de DNA parasitario
realizados neste estudo, foi utilizado o corante SYBR-Green, que representa um
sistema com maior aplicabilidade, pensando-se numa proposta de rotina diagnéstica
de uma doenca negligenciada como a leishmaniose.

No presente estudo, verificamos que a carga parasitaria das lesdes cutaneas
era significativamente maior do que nos casos mucosos. Por outro lado, as lesdes
que evoluiram de maneira desfavoravel ao tratamento exibiam um parasitismo tissular
significativamente menor do que os casos com boa evolugédo. Esta diferenca pode
ser explicada pelo perfil inflamatorio destas lesdes. Nosso grupo ja havia
demonstrado que: 1) leses de MR apresentam um infiltrado inflamatério com intensa
atividade de metaloproteinase de matriz -2 (MMP-2) e elevado numero de células
produtoras de IFN-y, IL-10 e TGF-B (Maretti-Mira et al., 2011a) e 2) na infeccgéo in vitro
de macrofagos provenientes de pacientes com historia previa de lesdo mucosa ocorre
secrecao e ativacdo de MMP-9, fendbmeno ndo observado em culturas de macréfagos
de pacientes curados de LCL (Maretti-Mira et al., 2011b). A presenca de um infiltrado
inflamatorio muito extenso e exacerbado tanto nas lesbes de MR como nas lesbes
mucosas pode levar a morte celular, incluindo as formas amastigotas. Corroborando
estes achados, Prina et al. (2007) mostraram que a degradacédo do DNA nuclear e do

cinetoplasto ocorre muito rapidamente apés a morte das amastigotas.
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Os estudos que envolvem a caracterizagcdo do perfil do infiltrado inflamatorio
das lesdes de LTA sao extremamente relevantes, uma vez que permitem a
identificacdo de marcadores progndsticos. Isto levaria, no futuro, a uma melhoria no
manejo clinicos dos pacientes (Rodrigues et al., 2011). Estes estudos, no entanto,
vem focando na caracterizacdo de fatores que sao produzidos pelo hospedeiro no
contexto da interacdo com o parasito. Por isso, deve-se também buscar um
conhecimento sobre a influéncia do parasito na evolucéo das lesdes.

A carga parasitaria parece nao ser o elemento chave na evolucao clinica dos
casos de LTA estudados. Nas areas endémicas do Rio de Janeiro, a maioria dos
pacientes responde bem ao tratamento e isolados de Leishmania (V.) braziliensis
dessas areas apresentam uma sensibilidade maior ao antimoniato de meglumina,
quando comparados com outras espécies (Azeredo Coutinho et. al, 2007). Isto
sugere que a persisténcia do parasito em lesdes de MR, tanto primarias como
recidivas, deve envolver outros mecanismos ndo relacionados com a resisténcia a
droga. Um mesmo raciocinio pode ser usado para 0s casos mucosos.

Nosso trabalho evidenciou por técnica de RT-PCR que a expressdo génica de
GP63 era relativamente maior nos casos mucosos quando comparados com 0S casos
cutdneos. Além disso, essa expressao ocorreu de forma mais significativa nos casos
de MR em relacdo aos de BR. Quando foi avaliada a sintese in situ deste marcador
por ensaios de imunohistoquimica, os resultados mostraram que nas lesées de MR
havia um maior nimero de células marcadas quando comparadas com as lesfes de
BR. O mesmo padrao de marcacgao foi observado para LPG. Nao foram detectadas
diferencas na producéo tecidual dos dois fatores de viruléncia, quando os casos foram
avaliados de acordo com a forma clinica.

Na literatura ndo foram encontrados relatos evidenciando transcritos de GP63
em lesGes causadas por L. (V.) braziliensis, o que dificulta a analise dos nossos
resultados. Streit et al. (1996) demonstraram que na linhagem de macréfagos
humanos U937 ocorre uma modificagdo do perfil de isoformas de GP63 nas
amastigotas de L. chagasi, quando comparadas com as formas promastigotas. Isto
mostra que apos adentrar nas ceélulas dos hospedeiros mamiferos o parasito pode
modular os processos de expressao génica e sintese deste grupo de proteinas. Em
outro estudo, utilizando também um parasito com tropismo visceral foi observado que
esta metaloproteinase expressa diferentes isoformas de acordo com o estagio
evolutivo do parasito e que podem estar localizadas em diferentes organelas. Nas

formas amastigotas, a GP63 é detectada proxima a bolsa flagelar, um sitio importante
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de exocitose/endocitose do parasito (Hsiao et al., 2008). Uma vez atingindo a
localizag&o intracelular a GP63 incorpora-se nos lisossomos protegendo o parasito da
degradagdo. Com base nestas informacdes pode-se pensar que nas lesdes de
pacientes com MR e de pacientes com LM, a expressao diferencial de isoformas de
GP63 poderia contribuir para a sobrevivéncia dos parasitos no interior de células
fagocitarias e manutencao da infeccao (Yao, 2010).

Estudos prévios mostraram que a imunohistoquimica poderia servir como uma
alternativa para o diagnostico de leishmaniose. Entretanto, a maioria desses estudos
utiliza anticorpos policlonais que ndo permitem uma identificacdo precisa das classes
de antigenos que podem estar presentes nas lesfes. Mais recentemente, um estudo
prop0s a utilizagdo de anticorpos monoclonais anti-LPG para detecgdo de
amastigotas em lesdes cutaneas. Com os resultados obtidos, os autores confirmam a
importancia da validacdo deste método que pode funcionar ndo somente para o
diagnéstico em si, mas também para estudos epidemiologicos, clinicos e
histopatologicos (Alves et al., 2013; Quintella et al., 2009; Tafuri et al., 2004). De fato,
nosso trabalho demonstrou que havia uma correlagéo entre os niveis de produgao “in
situ” ndo s6 de LPG mas também de GP63 nas lesdes de acordo com a resposta ao
tratamento.

Nossos resultados mostraram que existe um padrao diferencial de resposta ao
tratamento nos pacientes que apresentam maior expressao de fatores de viruléncia,
em especial GP63. No entanto, a carga parasitaria parece ndo exercer um papel téo
fundamental neste contexto. Independente do numero de parasitos na lesdo, a
viabilidade destes e sua viruléncia é que parecem ser decisivos na cronicidade e
gravidade da infeccdo. Desta forma, os dados aqui apresentados indicam que s&o
necessarios novos estudos para se entender melhor a dindmica da multiplicacdo dos
parasitos e da expressdo de fatores de viruléncia no sitio inflamatério, e como estes
processos podem influenciar na evolugdo da LTA causada ndo sé por L. (V.)
braziliensis mas também por outras espécies de importancia clinico-epidemiolégica no
pais. O entendimento desta interacdo entre parasito e hospedeiro que ocorre no sitio
de infeccdo da LTA, ainda pouco esclarecido, pode fornecer subsidios para o

desenvolvimento de novos alvos terapéuticos e/ou condutas clinicas mais seguras.
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1)

2)

6 — Conclusoes

A partir da andlise do conjunto de dados, pode-se concluir que:

A casuistica estudada apresentou uma predominancia do sexo masculino, o
que corrobora com os dados da literatura que mostram a associagédo da LTA
como uma doencga ocupacional,

A média de idade e o tempo de evolucdo foram significativamente maiores
entre os pacientes com LM, quando comparados com os pacientes com LCL,
confirmando dados prévios que mostraram o longo intervalo entre a doenca

cutanea e o posterior acometimento mucoso;

3) A reatividade a IDRM foi significativamente mais intensa nos casos de LM do

4)

que nos casos de LCL, confirmando dados que evidenciaram que uma
resposta exacerbada de hipersensibilidade tardia aos antigenos de Leishmania
pode estar associada a uma evolucao clinica desfavoravel;

Houve um maior parasitismo tecidual nos casos de BR quando comparados
com os casos de MR, demonstrando que a carga parasitaria isoladamente nao

representa um fator essencial na evolucao clinica da LTA;

5) A frequéncia da expressdo génica de GP63 e a producdo in situ desta

metaloproteinase e de LPG estavam associadas com a ma resposta ao
tratamento, indicando que os fatores de viruléncia expressos pelo parasito

podem influenciar na evolucédo desfavoravel nos casos de LTA.
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