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RESUMO

A interleucinal?7 (IL-17) é um mediador da resposta imune contra Leishmania.A associagdo
de SNPs no IL-17 com desordens imunologicas e doencgas infecciosas ja foi demonstrada. No
entanto, nenhuma associagdo de variantes do IL-17 com a leishmaniose tegumentar
Americana (LTA) foi ainda descrita. Este estudo avaliou a associagdo do SNP IL-17 -197 G/A
rs2275913 com a susceptibilidade a infeccdo por Leishmania braziliensis, em individuos de
regides endémicas do Estado de Pernambuco, Brasil. Pessoas de municipios do Estado foram
diagnosticadas quanto a infecgdo por L. (V.) braziliensis, e agrupadas como sintomaticos (gS,
casos), assintomaticos (gA, controles) e sem infeccdo (gSl). As freqliéncias genotipicas foram
determinadas e o equilibrio de Hardy-Weinberg (EqHW) foi avaliado. A associacdodo
rs2275913 com a doenga (casos) foi medida por Odds ratio (OR). As cargas parasitarias (cp)
foram comparadas entre gS e gA, e entre os gendtipos. A frequéncia de células IL-17+ e
concentracdo de 1l-17 secretada foram avaliadas por citometria de fluxo, e correlacionadas
com a carga parasitaria. 365 individuos foram inclusos no estudo de associacdo: 186
compuseram um grupo sem infeccdo, 88 foram considerados gS (casos) e 91 gA (controles).
O alelo raro A foi encontrado em 45 gA, e 45 gS. O estudo de associagéo tipo caso-controle
mostrou auséncia de associacao (OR=1,27; IC: 0,70-2,33; p= 0,424) de portadores do alelo A
com a susceptibilidade a LTA, frente a infeccdo por L. braziliensis. Maiores frequéncias de
células CD4+ IL-17+ alternativas e patogénicas foram observadas entre portadores do alelo A
(AA/AG x GG: p=0,018; p=0,018, respectivamente). A correlacdo de frequéncias de células
IL-17+ IFNy+ e IFNy- com as cps de pacientes expostos a infeccdo mostrou relagéo
significativa de Th17 patogénicas (IFNy+) (p=0,043; r’=0,347) com a eliminagéo de parasitas.
Dentro dos critérios estatisticos estabelecidos, O SNP IL-17 -197 G/A ndo tem associacao
suficiente para ser sugerido como um marcador de susceptibilidade ao desenvolvimento de
doenca frente a infeccdo por L. braziliensis, embora os resultados obtidos confirmem a
capacidade deste SNP em alterar significativamente a quantidade de citocina expressa. O
conjunto de resultados obtidos demonstra que a quantidade de IL-17 ndo exerce influéncia
aparente sobre as cargas parasitarias dos individuos expostos a infeccdo, sugerindo que sua
funcdo neste aspecto seria relacionada ao estimulo da secre¢do de IFNy, e a propor¢do de
células Th17 IFNy+ diferenciadas em resposta a infec¢dao. Este estudo acrescenta
conhecimento sobre a influéncia de uma importante variacdo genética em IL-17 sobre a LTA,
e pode contribuir para reforcar o papel da IL-17 na patogénese da LTA.

Palavras-chave: Interleucina 17, Leishmaniose tegumentar, SNP, imunopatogénese, Th17
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ABSTRACT

Interleukinl7 (IL-17) is a mediator of the immune response against Leishmania. The
association of SNPs in the IL-17 gene with immunological disorders and infectious diseases
has already been demonstrated. However, no association of IL-17 variants with American
cutaneous leishmaniasis (ACL) has yet been described. This study evaluated the association
of IL-17 -197 G / A rs2275913 SNP with susceptibility to Leishmania braziliensis infection in
individuals from endemic regions of the State of Pernambuco, Brazil. People from
municipalities in the state were diagnosed for infection by L. (V.) braziliensis, and grouped as
symptomatic (gS, cases), asymptomatic (gA, controls) and a group without infection (gW1).
The genotypic frequencies were determined and the Hardy-Weinberg equilibrium (EqQHW)
was evaluated. The association of rs2275913 with disease (cases) was measured by Odds
Ratios (OR). Parasite loads (pl) were compared between gS and gA, and between genotypes.
The frequency of IL-17+ cells and secreted IL-17 concentration were assessed by flow
cytometry, and correlated with parasite loads. 365 subjects were included in the association
study: 186 comprised one group without infection, 88 were considered gS (cases) and 91 gA
(controls). The rare allele A was found at 45 gA, and 45 gS. The case-control association
study showed no association (OR = 1.27, CI: 0.70-2.33, p = 0.424) of A allele carriers with
susceptibility to L. braziliensis infection and ACL. Higher frequencies of CD4 + IL-17 +
alternative and classic cells were observed among carriers of the A allele (AA/AG x GG:
p=0,018; p=0,018, respectively). The correlation of frequencies of IL-17 + IFNy + and IFNy-
cells with the pls of patients exposed to infection showed a significant relationship of
pathogenic Th17 (IFNy +) (p = 0.043; r2 = 0.347) with the elimination of parasites. Within
established statistical criteria, IL-17 -197 G / A SNP does not have sufficient association to be
suggested as a marker of susceptibility to the development of disease against L. braziliensis
infection, although the results obtained confirm the capacity of this SNP in significantly alter
the amount of cytokine expressed. The results show that the amount of IL-17 has no apparent
influence on the parasite loads of the individuals exposed to the infection, suggesting that its
function in this aspect would be related to the stimulation of IFNy secretion, and to the
proportion of Th17 IFNy+ differentiated in response to infection. This study adds knowledge
about the influence of significant genetic variation on IL-17 on ACL, and may contribute to
enhance the role of IL-17 in the pathogenesis of ACL.

Keywords: Interleukin 17, cutaneous leishmaniasis, SNP, immunopathogenesis, Th17 cells
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo zoonoses de carater ndo contagioso e evolucéo cronica, e tém
sua etiologia atribuida a varias espécies do género Leishmania, amplamente distribuidas no
mundo.A transmissdo de Leishmania estd associada a insetos flebotomineos (Diptera:
Psichodidae)do género Lutzomyia. O parasitismo das leishméanias nos macrofagos de
humanos e animais resulta em um complexo de doencas com importante espectro clinico,
podendo acometer a pele, mucosas ou visceras, dependendo da espécie infectante (BRASIL,
2007; GUERRA et al. 2006).

Condicbes socioeconémicas, desnutricdo, mudancas climaticas, e movimentos
populacionais que expdem pessoas ndo imunes ao ciclo da doenca estdo entre os fatores de
risco para as leishmanioses, tornando-as doencas de alto potencial epidemioldgico, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude - OMS (2016). A leishmaniose tegumentar Americana (LTA)
¢ uma das endemias de maior importancia em saude publica no Brasil, devido a sua ampla
distribuicdo pelo territério nacional, ocorréncia de formas clinicas graves e dificuldades no
diagndstico e tratamento (DORVAL et al. 2006). Pelo risco de gerar deformidades e sequelas
psicolégicas que refletem no campo social e econdmico, a LTA torna-se uma das afeccdes
dermatoldgicas de maior importancia para novos estudos que direcionem a melhoria do
diagnostico, tratamento e controle (GUERRA et al. 2006).

Nas leishmanioses, fatores relacionados a competéncia vetorial, espécie infectante, e
caracteristicas intrinsecas ao hospedeiro atuam no estimulo e no direcionamento da resposta
imune. Existem evidéncias de que o conjunto de citocinas produzidas logo apds o
estabelecimento da infeccdo seja determinante para a progressao do processo infeccioso para
a cura, conferindo resisténcia a infeccdo (SCHARTON; SCOTT, 1993). Na intencdo de
entender os mecanismos envolvidos no controle espontdneo da infeccdo por L. (V.)
braziliensis, alguns estudos tém avaliado o perfil de citocinas de individuos curados e
assintomaticos (BITTAR et al. 2007; DA-CRUZ et al. 2002), concluindo que o balanco entre
citocinas inflamatorias e regulatrias deve ser compativel com a inducdo de mecanismos
efetores contra o parasito, seguidos pela modulagdo da resposta inflamatoria para evitar os
danos teciduais que resultam da exacerbacéo da resposta celular anti-Leishmania.

A recente demonstracdo de uma populacdo de células T auxiliares (Th) produtoras de
interleucina (IL) 17 (HARRINGTON et al. 2005; PARK et al. 2005), com funcdes efetoras
distintas daquelas identificadas em Thl e Th2, demonstrou uma nova influéncia sobre este
equilibrio. A IL-17 secretada pelas células T ativadas tem um papel pro inflamatorio,
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aumentando a concentracdo local de quimiocinas e neutrofilos (FOSSIEZ et al 1996;
WORTMAN et al. 2000). Como altas concentragcdes de IL-17 tém sido associadas com
doencas cronicas, 0 estudo de sua participagdo como mediadorde cura ou de agravamento da
LTA tornou-se indispensavel.

Diante deste painel e da importancia de sua compreensdo, novas ferramentas e
conhecimentos em biologia celular e molecular tém sido utilizados para ampliar o saber a
respeito dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na infeccdo por L. (V.) braziliensis.
Recentemente, a tecnologia disponivel permitiu o0 mapeamento de mutacGes pontuais no
genoma, os SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). Estes correspondem a diferencas de
um unico nucleotideo na sequéncia de DNA, e podem ser responsaveis por variagfes de
funcdo ou de expressdo de moléculas. Neste trabalho, a analise de SNPs de citocinas foi
aplicada para estudar sua relagdo com a imunopatogénese da LTA.

Diversas publicagdes cientificas implicam associagdo de SNPs em todas as cinco
classes de citocinas (interleucinas, interferons, quimiocinas, familia do fator de necrose
tumoral - TNF, e membros da familia do fator de crescimento tumoral - TGF), com uma
grande diversidade de doencas inflamatérias e ndo inflamatorias, podendo ter efeitos
protetores ou nocivos ao individuo (BHUSHAN; PERUMAL, 2012; GERARD; ROLLINS,
2001). Embora estes marcadores tenham sido amplamente explorados em sua relacdo com
cancer, doencas alérgicas e autoimunes nos Ultimos anos, poucos estudos trabalharam a
associacdo de SNPs em citocinas a doencas infecciosas, especialmente ao desenvolvimento de
sintomas diante da infeccdo por Leishmania spp. (AL-BASHIER, 2014; FRADE et al. 2011,
MATOS et al. 2007).

Os efeitos terapéuticos de citocinas como alvos de drogas tém sido explorados num
certo numero de doencas (CHUNG, 2006; VAN DEVENTER, 1999; VIOLA; LUSTER,
2008) com seu efeito estimulador ou inibidor sendo avaliado para o potencial de agir como
mediadores de supressdo de sintomas e/ou cura. Embora o tratamento de primeira escolha
para a LTA seja na maioria das vezes efetivo e indicado, desvantagens tais como efeitos
colaterais, longa duracdo do tratamento e contra-indicacdo para grupos de risco como
cardiopatas, nefropatas, idosos, gravidas e outras condigdes devem ser observadas
(MAYRINK et al. 2006). Este fato reforca a necessidade de estudos de base para o
desenvolvimento de imunoterapias com melhor relagdo de efetividade.

Frente ao exposto e com base na dificuldade de determinar o papel da IL-17 na

patogénese da LTA, tornou-se relevante a avaliacdo de SNPs no gene que codifica para esta
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citocinaem pacientes com progressdo clinica da enfermidade. Sabendo que deficiéncias na
expressao ou a super expressdo de citocinas tem sido associadas a doencas (BHUSHAN;
PERUMAL, 2012), sequéncias regulatorias deste gene merecem atencéo especial.

O conhecimento de polimorfismos de genes de citocinaspode ajudar a fornecer
marcadores para localizar a causa genética do desenvolvimento de sinais clinicos da LTA.
Caracterizar os tipos celulares presentes em pacientes com diferentes gendtipos serd um
avanco para o melhor esclarecimento da influencia da IL-17 na resposta imune a infeccéo.
Adicionalmente, este conhecimento pode ajudar a identificar as razfes para a disparidade
fenotipicada doenca em diferentes grupos populacionais, e a concepgao de medicamentos para
populacbes especificas através de medicina personalizada, além do direcionamento de

medidas de controle mais eficientes para populacdes vulneraveis.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 As leishmanioses: aspectos gerais

As leishmanioses sdo um complexo de doencas parasitarias causadas por
protozoarios (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) do género Leishmania transmitidas ao
homem por picadas de insetos hematdfagos conhecidos como flebotomineos (CHAPPUIS et
al. 2007; DESJEUX, 2004). A maioria das espécies de Leishmania tem origem zoonotica,
sendo a variante antropondtica (L. donovani), ocorrente na india, Suddo e Afeganistdo,
consequéncia da adaptacdo de algumas espécies a estes ciclos (SHAW, 2007). Segundo
Noyes (1998), o homem é considerado hospedeiro acidental (antropozoonose), enquanto o
protozoéario infecta cerca de nove ordens de mamiferos e répteis em &reas subtropicais e
tropicais do mundo.

O ciclo evolutivo dos parasitos do género Leishmania compreende uma fase no
hospedeiro invertebrado onde os parasitos se multiplicam por divisdo binéria, e outra fase no
hospedeiro vertebrado no qual formas amastigotas vivem e se multiplicam no interior dos
vacuolos parasitoforos dos macrofagos. Fémeas de insetos flebotomineos, hospedeiros
intermediarios desses parasitos, sdo infectadas quando formas amastigotas sdo ingeridas
durante o repasto sanguineo. No trato digestivo do flebotomineo, o parasito sofre
sucessivasmodificacbes, até que se transforma empromastigota, tornando-se novamente
infectante ao hospedeiro definitivo mamifero (NEVES, 2004) (Figura 1). A parasitose afeta as
células do sistema mononuclear fagocitario apresentando uma variedade de sindromes,
conforme o tropismo da espécie infectante pelas visceras ou tegumento. A doenca pode,
portanto, se apresentar nas formas tegumentar (leishmaniose tegumentar Americana - LTA) e
visceral (leishmaniose visceral - LV) de acordo com a espécie parasitaria envolvida; e suas
formas clinicas diferem em distribuicdo geografica, hospedeiro/vetor e taxas de incidéncia e
de mortalidade (MARZOCHI; MARSDEN, 1991).

A leishmaniose € uma das mais importantes doencas parasitarias transmitida por vetor,
e ocupa o nono lugar em termos de carga global da doenca entre todas as doencas infecciosas
e parasitarias (HOTEZ et al. 2004), sendo responsavel por mais de 57.000 mortes por ano
(HOTEZ et al. 2004; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2000).Dados da
Organizacdo Mundial de Saude indicam que 350 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco,
com registro aproximado de dois milhdes de novos casos, das diferentes formas clinicas ao
ano (ALVAR et al. 2012; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010). Ambas as
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formas clinicas da leishmaniose foraminicialmente caracterizadas como doencas de carater
eminentemente rural; no entanto, recentemente a doenca vem se expandindo para areas
urbanas de médio e grande porte (BRASIL, 2010).

Figura 1 - Ciclo bioldgico de Leishmania sp. Destacam-se as fases evolutivas do parasito no hospedeiro
mamifero (humanos, roedores ou cées) e no vetor invertebrado (fémeas de insetos do género Lutzomyia sp.).
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Fonte: Soares (2017)

Nota: Parasitos do género Leishmania sp. infectam fagdcitos (neutréfilos, mondécitos e macréfagos) e se utilizam
de sua biologia celular para multiplicagdo. Durante o repasto sanguineo, as formas amastigotas sdo sugadas pelo
vetor, e evoluem para sua forma flagelada e moével no intestino do inseto.

No ambito nacional, estas enfermidades encontram-se como doencas endémicas,
negligenciadas, com surtos epidémicos relatados em diversas cidades, posicionando o Brasil
como o principal responsavel pelos casos registrados na América Latina com 26.008
casos/ano, nimero superior aos registrados na Colémbia (17.420 casos), Peru (6.405 casos),
Bolivia (2.647 casos), Argentina (261 casos), entre outros paises Latinos (BRASIL, 2006;
ALVAR et al. 2012).

A LTA é a forma clinica mais presente nas Américas, ocorrendo desde o sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina. O foco de maior destaque € o continente sul-
americano, que compreende todosos paises, com exce¢do do Uruguai e do Chile (GONTNO;
CARVALHO, 2003). No Brasil, a forma cutanea da leishmaniose tem casos autdctones de

LTA em todas as regides do pais (BRASIL, 2007).A importancia da LTA como problema de
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salde publica reside ndo somente na suaalta incidéncia e ampla distribuicdo geogréfica,
mastambém na possibilidade de assumir formas que podemdeterminar lesdes destrutivas,
desfigurantes e incapacitantes, com grande repercussdo no campopsicossocial do individuo
(GONTIO; CARVALHO, 2003).

2.2 Leishmaniose tegumentar Americana
2.2.1 Etiologia, vetores e reservatorios

Mais de 30 espécies de Leishmania sdo conhecidas, sendo 20 patogénicas ao homem
(ASHFORD, 2000). No continente europeu e Asia as espécies que causam a Leishmaniose
Tegumentar (LT) pertencem ao complexo Leishmania tropica; Leishmania (Leishmania)
tropica, L. (Leishmania) major e L. (Leishmania) aethiopica. Algumas cepas de Leishmania
(Leishmania) infantum podem ser responsaveis por causar LT sem comprometimento dos
orgéos internos nesta regido (KOBETS; GREKOV; LIPOLDOVA, 2012; MASMOUDI et al.
2013).

Nas Ameéricas, encontram-se as espécies do complexo Leishmania braziliensis;
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) panamensis, Leishmania (Viannia)
guyanensis, L. (Viannia) shawi e L. (Viannia) peruviana, e do complexo L. mexicana; L.
(Leishmania) mexicana, L. (Leishmania) amazonensis, L.(Leishmania) venezuelensis, além de
L. (Viannia) lainsoni, L. (Viannia) naiffi e L.(Viannia) lindenbergi; sendo todas as espécies
zoondticas (KOBETS; GREKOV; LIPOLDOVA, 2012). A maioria das espécies tanto do
Velho Mundo como do Novo Mundo causam apenas lesdes na pele, porém L. (V.)
braziliensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) guyanensis podem causar lesdes também em
mucosas (forma mucocutanea) (BRASIL, 2007; GONTIJO; CARVALHO, 2003).

No Brasil foram identificadas sete espécies dermotropicas, sendo seis do subgénero
Viannia e uma do subgénero Leishmania. A maior diversidade etioldgica ocorre nas regides
Norte e Nordeste (BRASIL, 2010). A principal espécie, mais prevalente em seres humanos,
encontrada em todas as zonas endémicas do pais € Leishmania (V.) braziliensis; transmitida
por diferentes espécies de flebotomineos tais como, Lutzomyia whitmani, Lu. intermédia, Lu.
wellcomei, entre outras (BRITO et al. 2012). Além desta, outras espécies tém sido descritas:

a) Leishmania (Viannia) guyanensis, espécie que ocorre as margens do Rio

Amazonas, transmitida principalmente por Lutzomyia umbratilis, Lu. Anduzei e Lu.

whitmani;
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b) Leishmania (V.) naiffi e Leishmania (V.) shawi, ocorrem nos estados do Par4 e

Amazonas, sendo os principais vetores Lu. squamiventris, Lu. paraensis, Lu. ayrozai

e Lu. whitmani, respectivamente e;

c) ainda na regido da Amazobnia, Leishmania (V.) lainsoni e Leishmania (L.)

amazonensis transmitidas, respectivamente, por Lu. Ubiquitalis e Lu. flaviscutellata

(SHAW:; LAINSON, 1975).

As espécies L. (V.) braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis, foram descritas em
animais silvestres (Bolomys lasiurus), sinantropicos (Rattus rattus) e domésticos (canideos,
felideos e equideos) (BRASIL, 2007). Em relacdo aos animais domésticos, apesar de
numerosos registros de infecgdo natural, seu papel na manutencdo do parasito no meio
ambiente como reservatorios ainda ndo foi definitivamente esclarecido (DAVIES, 1999;
LAINSON; SHAW, 1998; REITHINGER; FALQUETO; FERREIRA, 2005).

2.2.2 Manifestagdes clinicas da LTA

Em geral, a transmissdo de L. (V.) braziliensis, principal espécie identificada em
Pernambuco, vincula-se a atividades profissionais tais como cultivo de cana de agucar, cacau
e banana (MARINHO-JUNIOR, 2010). Esta infeccdo frequentemente apresenta lesdes
cutaneas expansivas e persistentes, raramente multiplas, com tendéncia a produzir metastases
na mucosa nasal em cerca de 4% a 5% dos casos (BRASIL, 2007; BASANO; CAMARGO,
2004).

A apresentacdo de lesGesdependerd tanto da espécie infectante (DAVID; CRAFT,
2009; GOTO; LINDOSO, 2012), como da imunidade do hospedeiro, podendo formar feridas
ulceradas, nodulosas e lisas, placas planas ou verrugosas com hiperqueratose; estas leses
podem permanecer localizadas e evoluirem para cura espontanea, ou através dos vasos
linfaticos, se disseminarem e produzir lesGes secundarias em outras regides da pele e mucosas
(GOTO; LINDOSO, 2012).

Diante da diversidade de caracteristicas clinicas, a LTA é dividida em: Leishmaniose
Cuténea Localizada (LCL); Leishmaniose Cutanea Difusa (LCDf); Leishmaniose Cuténea
Disseminada (LCDs); Leishmaniose Mucocutanea (LMC). A leséo cuténea localizada é a
primeira a apresentar-se na maioria dos casos, podendo progredir para outras formas
dependendo da espécie de Leishmania envolvida (LINDOSO et al. 2012). LCDf produz
lesbes cutaneas disseminadas e crdnicas em consequéncia da resisténcia ao tratamento,

associada a deficiéncia na resposta imune celular do hospedeiro, produzindo lesées nodulares
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por larga extensdo cutdnea (BRASIL, 2010). A LCDs, confundida frequentemente com a
forma LCDf, tem expressao rara (até 2% dos casos), com apresentacdo de multiplas lesdes
papulares acometendo uma grande extensdo corporal (BRASIL, 2010). A LMC acomete
parcialmente ou totalmente mucosas do nariz, boca e garganta sem cura espontanea (BRASIL,
2010) (Figura 2).

Figura 2 - Espectro clinico da leishmaniose tegumentar Americana. A) regido rural tipica da ocorréncia da LTA,;
B) apresentacdo clinica da leishmaniose cutanea localizada; C) leishmaniose cutanea disseminada; D)
leishmaniose cutdneo-mucosa.

Fonte: Castelluci et al. (2014)

2.2.3 Diagnéstico da LTA

De modo geral, o diagnoéstico das leishmanioses se define pela associacdo de aspectos
clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais. O diagnostico clinico da LTA pode ser realizado por
meio das caracteristicas da lesdo associadas a anamnese, onde os dados epidemiolégicos sdo
de grande importancia. Porém, o amplo espectro de formas clinicas dificulta esta forma de
diagnostico, tornando-o nem sempre simples ou imediato (GONTIJO; CARVALHO, 2003).
As técnicas laboratoriais classicas incluem exame parasitoldgico direto, intradermorreacao de
Montenegro (IDRM), isolamento do parasito em meio de cultura e deteccdo de anticorpos
anti-Leishmania por métodos sorolégicos (WEIGLE et al. 1987; BRITO et al. 2000).

A microscopia ainda é a abordagem diagndstica padrdo em niveis de salde terciarios,

secundarios, ou até mesmo primarios em areas de endemicidade, porque as técnicas mais
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sofisticadastém custo elevado e estdo raramente disponiveis. O cultivo dos parasitas em
combinacdo com a multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) permite a identificacdo e
caracterizacdo de espécies de parasitas. A MLEE é um método para caracterizar organismos
pelas mobilidades relativas na eletroforese, a partir de um grande ndmero de enzimas
intracelulares (STANLEY; WILSON, 2001). No entanto, requer conhecimento técnico
aprofundado e € demorada, além de poder ter seu resultado prejudicado devido ao manejo das
culturas (REITHINGER; DUJARDIN, 2006).

No Brasil, a IDRM, também conhecida como Teste de Montenegro, tem sido usada em
grande escala em inquéritos diagnosticos populacionais e como técnica de apoio ao
diagndstico parasitolégico direto, conforme fluxo sugerido pelo Ministério da Saude
(BRASIL, 2007). O teste consiste em uma reacdo de hipersensibilidade celular tardia,
estimulada pela inoculacdo de um antigeno especifico por via subcutanea. O teste torna-se
positivo em algumas semanas apos a infeccao, e tem sido usado como diagnéstico diferencial
com dermatomicoses. O teste de Montenegro é um método decisivo parao diagnéstico das
lesbes de Leishmania persistentes e das lesbes mucosas, nas quais 0 nimero de parasitas é
baixo e, portanto, dificil de detectar. O teste pode ser também (til para 0 acompanhamento em
programas de vacinacdo, indicando o desenvolvimento de prote¢do e memdria imunoldgica
(COSTA et al. 1996).

Abordagens moleculares de diagndstico, especialmente pela PCR (polymerase chain
reaction) que detectam o DNA da leishmania, e tém sido amplamente utilizadas, em virtude
de sua alta sensibilidade e praticidade no processamento de amostras (CRUZ et al. 2002;
GARCIA et al. 2005; GONGCALVES et al. 2012; STRAUSS-AYALI et al. 2004).Entre as
variacoes da PCR, a PCR quantitativa em tempo real (QPCR) tem apresentado destaque, evem
sendo utilizada por diversos autores, possibilitando a realizacdo de estudos relacionados a
carga parasitaria, interacdo hospedeiro-parasito, monitoramento da terapia e caracterizacao de
espécies (CASTILHO et al. 2008; FRANCINO et al. 2006; MARY et al. 2004; PAIVA-
CAVALCANTI et al. 2013; VITALE et al. 2004; WEIRATHER et al. 2011;WORTMANN et
al. 2004).

2.2.4 Imunopatogénese e resposta imune celular na LTA

A LTA compreende um conjunto de doengas com caracteristicas clinicas e
imunopatologicas distintas, nas quais o desenvolvimento e o agravamento dos sintomas

relacionam-se com fatores diversos, tais comoa espécie de parasito envolvida ea resposta
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imune do hospedeiro. A resposta imune adaptativado hospedeiro ainfecgdo por Leishmania é
regulada por vias de grande complexidade. Investigagdes sobrea resposta imune especifica
mediada por células (diagnostico pela IDRM e respostas proliferativas dos linfécitos in vitro),
em areas endémicas, demonstram que apenas um subconjunto de pessoas infectadas com
Leishmania evolui para o desenvolvimento de sintomas clinicos da doenca (DAVIES et al.
1995). Inquéritos epidemioldgicos aplicados em areas endémicas da LTA revelam que apenas
2-3% dos individuos infectados por parasitas do subgénero Viannia (L. (V.) braziliensis, L.
(V.) guyanensis, L. (V.) panamensis, e L. (V.) peruviana) desenvolvem lesbes dérmicas
(JIRMANUS et al. 2012). Portanto, frente a infeccdo por estes parasitas, existem individuos
naturalmente resistentes (assintométicos) e individuos com diferentes graus de
susceptibilidade (sintomaticos) (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).

A funcédo dos macrofagos durante a infeccdo é bem estabelecida. Estes atuam por meio
da producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) e intermediarios tais como o 6xido
nitrico (ON), que levam a morte dos parasitas. No entanto, ndo existe um consenso para 0s
mecanismos de suscetibilidade, e como eventos diferentes sdo preferencialmente
desencadeados em um determinadohospedeiro (SOONG; HENARD; MELBY, 2012).

De modo geral, a lesdo inicial da LTA ocorre em decorréncia de um infiltrado
inflamatério composto, em maior parte, por linfécitos e macrofagos, recrutados para a area
dérmica apds a inoculacdo dos parasitos. As leishmanias desenvolvem mecanismos para
manipular o sistema de defesa hospedeiro (NEVES, 2012). Entre estes mecanismos destaca-se
a producdo de dois glicoconjugados de superficie; olipofosfoglicano ea glicoproteina 63
(gp63) (ROBINS; COTRAN, 2005).

O lipofosfoglicano atua na ativagdo do sistema complemento com o objetivo de
induzir a fagocitose e proteger os parasitos inclusos nos fagolisossomas, inibindo as enzimas
lisossomais. A gp63 auxilia na ligacdo do parasito aos receptores dos macréfagos. A acidez
dentro dos fagolisossomas faz com que as promastigotas transformem-se em amastigotas,
resistentes ao baixo pH. A multiplicacdo das amastigotas, dentro dos fagolisossomas,
promove o rompimento do macr6fago com infeccdo de novas células, potencializando a
resposta inflamatéria (BARRAL-NETO et al. 1986; GONTIJO; CARVALHO, 2003;
ROBINS; COTRAN, 2005).

No contexto da imunidade adaptativa, a atividade dos linfécitos T CD4+ desempenha
um papel dicotdmico na resposta do hospedeiro a LTA, podendo promover uma resposta

protetora, apresentando um perfil de citocinas do tipo Thl ou, do tipo Th2, que acarreta
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persisténcia da doenca e sua patologia(BACELLAR et al. 2002; CHOI; KROPF, 2009;
KEDZIERSKI, 2010; REIS et al. 2006).

Na LTA humana, a diferenciacdo de células T CD4+ para o tipo Th1l é mediada por
IL-12, produzida por células apresentadoras de antigenos (APCs) no curso da infeccdo
(ALEXANDER; BROMBACKER, 2012). O padrdo de resposta imune do tipo 1 com
producéo de IFNy, TNF e IL-12, tem sido associado com o controle da infecgéo por ativagéo
macrofagica e, portanto, eficientedestruicdo parasitaria (ROBERTS, 2006; AMEEN, 2010). A
citocina IFNyatua em sinergia com TNF ativando a enzima éxido nitrico sintase induzivel
(iNOS) de macrdfagos (Me) a produzir 6xido nitrico (ON), resultando na morte intracelular
do parasito e controle da doenca (BOGDAN et al. 2000; NYLEEN; GAUTAM, 2010).Por
outro lado, citocinas como IL-4, IL-10 e TGFp, consideradas do tipo 2, favorecem a
multiplicacdo parasitaria através da inibi¢cdo da producdo de IFNy e bloqueio da ativacdo de
macrofagos, reduzindo os niveis de oxido nitrico (ON) (GOMES-SILVA et al. 2007,
OLIVEIRA et al. 2014). Estas citocinas também sdo capazes de inibir a diferenciacdo dos
linfocitos T para um perfil Thl e sua consequente producdo de IFNye TNF, desfavorecendo a
acao protetora (BARATTA-MASINI et al. 2007).

Apesar deste conhecimento, a resposta imune humana a infecgdo por Leishmania ndo
estd tdo bemcaracterizada como a resposta em camundongos, em virtude de sua
complexidade(REIS et al. 2006). A despeito dos conceitos apresentados, mesmo na presenca
de moléculas efetoras como IFNy, TNF, e ON durante a doenca ativa em humanos, a
multiplicacdo parasitaria em muitos casos persiste, indicando que 0s processos bioldgicos
envolvidos na patogénese sdo ainda mais complexos, e ndo podem ser interpretados apenas
pela avaliacdo do equilibrio entre os perfis Thl e Th2, caracteristicos dos modelos animais
(KATARA et al. 2013). Adicionalmente, a recente caracterizacdo de populacGes celulares
influentes como Th9 e celulas T regulatorias (Tregs), bem como a avaliagdo das interacoes
parasito-hospedeiro nas infec¢des por espécies diferentes de Leishmania tém levado ao
questionamento do paradigma Th1/Th2 como modelo simples de resisténcia e
susceptibilidade (ALEXANDER; BROMBACKER, 2012).

As Trgs, envolvidas na manuten¢do da homeostase imune através da delecdo de
células T auto-reativas e secrecdo de mediadores anti-inflamatérios como a IL-10
(PETERSON, 2012), tém sido estudadas quanto ao seu papel na resposta inflamatdria nas
leishmanioses cutaneas (ANDERSON et al. 2007; BELKAID et al. 2001; LAGES et al.

2008). As Tregs incluemcélulas T CD4+ CD25+ FoxP3+ naturais, que sdo derivadas do timo
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(NTregs) © Tregs induziveis (iTrgs), que derivam de sitios periféricos (ALEXANDER,;
BROMBACKER, 2012). A funcdo das Ty durante a infeccdo por Leishmania é
multifacetado, e a promocdo de doenca ou protecdodepende do modelo experimental
investigado (ALEXANDER; BROMBACKER, 2012).

O conhecimento da plasticidade das celulas T e esta recente caracterizacdo de
populacdes de células T regulatdrias, bem como de outras subpopulacgdes de células T efetoras
como Thl7, Th9, e células T foliculares (Th(f)), tornou ainda mais complexo o entendimento
das interacdes entre patdgeno e hospedeiro responsaveis pelo processo de cura espontanea e
doenga nas leishmanioses (ALEXANDER; BROMBACHER, 2012; GOLLOB et al. 2008;
KEDZIERSKI, 2010; NYLEN; GAUTAM, 2010). Assim, o paradigma da resposta Th1/Th2
em humanos foi aceito até 2005, quando uma populacéo celular bem diferenciada, conhecida
como Th17 foi identificada (HERINGTON et al. 2005; PARK et al. 2005).

A interleucina 17, principal citocina secretada pelo perfil celular Thl7, pode
desempenhar um  papel patogénico em um amplo espectro de doencas
humanas,particularmente em condi¢6es inflamatdrias crénicas quando a inflamacdo, muitas
vezes desencadeada por agentes desconhecidos,ndo pode ser adequadamente atenuada pelo
sistema imunolégico(COSMI et al. 2014).Diante deste espectro de atividades, a IL-17 tem
sido alvo de estudos nas infeccbes por Leishmania spp. Contudo, apesar dos esforcos
dispensados pela comunidade cientifica nos Gltimos 10 anos, resultados controversos tém sido
encontrados e a atuacdo da IL-17 como fator de resisténcia ou susceptibilidade na LTA ainda
ndo é bem compreendida (BACELLAR et al. 2009; NOVOA et al. 2011).

2.3 Células T helper 17 e interleucina 17 na LTA

Sabe-se que na presenca de IL-12 as células T virgensdiferenciam-se para o tipo Thi,
gerando um sistema de feedback positivo autdcrino, e que a IL-4 induz a especializacdo
celular para o perfil Th2. Estudos recentes demonstraram que o perfil Th17 se diferencia sob
exposicdo a combinagdes de IL-1, IL-6 e TGFB (ONISHI; GAFFEN, 2010).Embora tenha
sido demonstrado o TGF como requisito para a geracdo de células Thl7 in vitro e in vivo,
verificou-se que células Th17 podem ser geradas independentemente de TGF3 (GHORESCHI
et al. 2010), de forma alternativa. Os tipos "classicos" e "alternativos"” de Th17tém expressdo
diferencial de citocinas e consequentemente funcdes efetoras distintas: quando as células
Th17 "cléssicas" foram comparadas as células Thl7 induzidas alternativamente, as celulas
Th17 “alternativas” eram mais patogénicas (GHORESCHI et al. 2010; PETERS; LEE,
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KUCHROO, 2011). Ambos os tipos de Th17 secretam principalmente IL-17A e IL-17F, com
maiores niveis de IFNy, GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor) e IL-
22 produzidos pela populacéo diferenciada do modo alternativo (AKDIS et al. 2012).

Apesar de o tipo celular Th17 ter sido recentemente caracterizado, a IL-17ja possuia
funcdes bastante conhecidas, incluindo mudltiplos efeitos inflamat6rios e hematopoiéticos
assim como IL-1, IL-6, TNF e iNOS, nos tecidos endotelial, epitelial e fibroblastos (TESMER
et al. 2008). A IL-17 esta envolvida no recrutamento, migracao e ativacdo de neutréfilos; com
funcdo importante na protecdo das superficies contra bactérias e fungos patogénicos
extracelulares, podendo também mediar patologias imunoldgicas graves (KORN et al. 2009;
NYLEN; GAUTAM, 2010).Estudos funcionais da IL-17 demonstram sua habilidade em
estimular a producdo de outras citocinas e quimiocinas como IL-6 e IL-8 por varios tipos
celulares (KAWAGUCHI et al. 2004). O papel estimulatério da IL-17 sobre quimiocinas
como B-defensina e MIP-3 (macrophage inflammatory protein - 3) em conjunto com sua
atividade de recrutamento e ativacdo de neutrdfilos sugere que esta citocina € importante tanto
nas respostas imunes inatas quanto adaptativas (KAWAGUCHI et al. 2004). Sabe-se que a
IL-17 tem um papel importante no processo de inflamacéo tecidual, e seu envolvimento na
fisiopatologia de doencas autoimunes e rejeicdo de Orgdos transplantados tem sido
amplamente demonstrado (ANTONYSAMY et al. 1999; CHAUBAUD et al. 1998;
CIPRIANDI et al. 2009; FUJINO et al. 2003).

Diante destes efeitos, a IL-17 tem sido muito estudada em modelos experimentais,
frente a infeccBes por fungos, bactérias e protozoarios, mas seu papel em infec¢cbes humanas
ndo estd bem definido, especialmente com relacdo as leishmanioses (ASSIS-SOUZA et al.
2013).Embora os estudos de células Th17 em humanos tenham inicialmente sido escassos em
relacdo aos estudos com modelo animal, a descoberta de semelhancas e diferencas também se
tornou um fator contribuinte para sua compreensdo (TESMER et al. 2008).

Recentemente, a atividade das células Th17 tem sido demonstrada nas infec¢des por
diversas espécies de Leishmania(BOAVENTURA et al. 2010; KATARA et al. 2013; PITTA
et al. 2009). Niveis elevados de IL-17 foram medidos em pacientes comLT, mostrando que a
ativacdo Thl17 é gerada por L. major, L. (V.) braziliensis, L. tropica, L. panamensis,L.
guyanensis, L. amazonensis e L. naiffi, agindo sobre a ativacdo de macrofagos e recrutamento
de neutrofilos(GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al. 2017). No entanto, mecanismos
evolutivos permitiram que cada espécie desenvolvesse uma habilidade diferente de subverter

a resposta imune celular em seu favor, gerando redes de interagbes de citocinas com
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desfechos distintos conforme a espécie infectante (ALEXANDER; BROMBACKER, 2012).
Estudos clinicos indicam diferengas nas respostas imunes na LT entre subgéneros Viannia e
Leishmania. Por exemplo, niveis mais elevados de Th17 foram encontrados nos soros de
pacientes infectados com L. (Viannia) guyanensis do que naqueles infectados por L.
(Leishmania) amazonensis. Assim, a influéncia de Th17 /IL-17 sobre a doenca pode também
ser influenciada pela espécie de Leishmania (GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al.
2017) (Quadro 1).

Nas infeccBes por L. infantum, a presenca de IL-17 tem sido relacionada ao controle
da replicacéo parasitaria fortalecendo a resposta Thl e produgdo de ON (NASCIMENTO et
al. 2015), bem como em infecg¢Bes por L. donovani (PITTA et al. 2009). De modo oposto,
Bacellar et al. (2009) demonstraram a producdo de IL-17 durante a infeccdo por L.(V.)
braziliensis e a correlacdo direta entre esta citocina e TNF, indicando o possivel envolvimento
de IL-17 na patogénese da LTA. Oliveira et al. (2014) demonstraram a atuagéo da IL-17 no
desenvolvimento de sintomas na LTA, podendo ter sua expressdo regulada por IL-10. Outros
estudos, porém, relacionaram a presenca de IL-17 em infec¢des por L. (V.) braziliensis com o
progresso para cura espontanea através da acgdo sinérgica com o IFN-y (VARGAS-
INCHAUSTEGUI et al. 2008), e observaram maiores niveis de expressdo desta citocina em
pacientes subclinicos (NOVOA et al. 2011). A Figura 3 ilustra a diferenciacdo dos principais
tipos de linfécitos na resposta imune adaptativa contra Leishmaniasp. e a participacdo das
células Th1l7 no controlea infeccdo, podendo agravar o processo inflamatério ou colaborar
para a reducao da carga parasitaria.

Estes achados controversos tém estimulado a busca por novos conhecimentos acerca
da participacdo da IL-17 na resposta imune celular na LTA, no sentido de desvendar suas
influéncias na expressdo de citocinas como IFNy, TNF, IL-10, IL-22 e ON, bem como no
aumento de processo inflamatério e agravamento das lesbes (ASSIS-SOUZA et al. 2013;
BACELLAR et al. 2009; BOAVENTURA et al. 2010; NOVOA et al. 2011).
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Forma clinica Espécie Modelo Presenca de IL-17 Concluséo Autor
LTA L. (V.) Humano tdoenga ativa; IL-17 contribui para montar a resposta efetora, mas é Assis-Souza et al.
braziliensis regulada pela presenca do ON, estando relacionada com a (2013)
1 pos tratamento; cura.
| cura espontanea
LTA (LMC; L. (V.) Humano 1t LMC/ LCL; IL-17 € produzida durante a infeccéo, e esta envolvida com  Bacellar et al. (2009)
LCL) braziliensis o desenvolvimento da doenca.
| sadios
LTA (LMC) L. (V.) Humano 1 IL-17 e células produtoras de A presenca de células Th17 nas lesdes de LMC sugere seu  Boaventura et al.
braziliensis IL-17 em lesdes de LMC envolvimento no desenvolvimento da doenca. (2010)
LTA L. (V.) Camundongos 1 IL-17 em animais curados, Aumento da resposta Thl e Th17 decorrente de baixa Castilho et al. (2010)
panamensis BALB/c concomitante com a reducdo de expressao de IL-10 e IL-4 relaciona-se com a cura.
carga parasitaria
LTA (LCL) L. (V.) Humano 1 na infecgdo pelas 3 espécies; Resultados indicam que a IL-17 estd envolvida no Espir et al. (2014)
guyanensis;, desenvolvimento dos sintomas da LCL.
L. (V.) naiffi; =emLCLeLMC
L. (L.)
amazonensis
LTA (LMC) L. major Camundongos 1 na auséncia de IL-10 ou IFNy Correlacdo de maiores dosagens de IL-17 ao Gonzalez-Lombana et
desenvolvimento de doenca. al. (2013)
LV (PKDL¥*) L. donovani Humanos 1 PKDL Envolvimento da populagdo celular Th17 (IL-23, IL-17) na  Katara et al. (2012)
patogénese da doenca.
LTA L. major Camundongos 1 em lesdes maiores Camundongos deficientes em I1L-17 tém menores lesdes, Lopez-Kotska et al.

relacionando-a com a gravidade da doenga.

(2009)
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(continuacao)

Forma clinica Espécie Modelo Presenca de IL-17 Conclusao Autor
LV L. infantum Humanos 1 no soro de pacientes com LV IL-17 promove o controle da replicacdo parasitéaria Nascimento et
fortalecendo a resposta Th1l e producédo de NO. al.(2015)
| pos tratamento
LTA L. (V.) Humanos Tem pacientes subclinicos O controle da infeccdo parece estar relacionado a resposta Novoa et al.(2011)
braziliensis imune inata com participagdo da IL-17
LTA L. (V.) Humanos 1 na auséncia de IL-10 e TGFpB Atuacéo da IL-17 no desenvolvimento de sintomas na LTA  Oliveira et al.(2014)
braziliensis
LV L. donovani Humanos 1 na presenca de antigeno soluvel ~ Papel protetor da IL-17 frente & infeccéo por L. donovani Pitta et al.(2009)
de L. donovani
LTA (LMC, L. (V.) Humanos 1 na presenca de APCs ativadas A cura esponténea da infecgdo se correlaciona com a Vargas-Inchaustegui et
LCL) braziliensis producédo de IFNg e IL-17. al.(2008)
LTA (LCL) L. tropica Humanos 1 em pacientes com leso Participacdo de células Th17 patogénese da LC por L. Katara et al.(2013)

tropica.

Nota: (1) - IL-17 aumentada; (|) - IL-17 reduzida; *Leishmaniose dérmica pds calazar (Post-kala-azar dermal leishmaniasis - PKDL)
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Figura 3 - Diferenciacdo dos linfdcitos T helper tipo 1, 2 e 17 em resposta a diferentes espécies de Leishmania
com definicéo da ativagdo macrofégica e impacto na carga parasitaria.
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Fonte: Gongalves-de-Albuquerque et al. (2017), adaptado.

Legenda: Células T virgens se diferenciam no tipo Thl na presenca de I1L-12, que atua na ativagdo de genes pré
inflamatérios como IFNy e TNF. Na presenca de IL-4 sdo ativados genes do perfil Th2, que incluem IL-10, uma
importante citocina reguladora da ativacdo macrofagica e inflamagdo. A diferenciagdo de células Th17 decorre
da ativacdo de células T pela combinagdo de TGFp, IL-6, IL-1B e IL-23. A presenca de 1L-23 é determinante
para a manutencdo de células Th17. As células Th17 também podem ser geradas independentemente do TGF,
numa via alternativa de ativagdo. Quando as células Th17 "classicas" foram comparadas com aquelas geradas de
modo alternativo as células "Th17 alternativas" foram mais patogénicas por apresentar maior producao de IFNy.
O IFNy produzido por Thl ativa a enzima iNOS e aumenta a producéo de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas
de oxigénio (ROS), necessarios para eliminacdodas amastigotas. A producdo de ROS no microambiente de
infeccdo é reforcada pela presenca dos neutréfilos recrutados pela IL-17 e, na auséncia de regulacdo por IL-10,
pode levar ao agravamento do dano tecidual.
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Para estabelecer o papel da IL-17 na rede de citocinas que desencadeiam os fendmenos
imunes na LTA, o nivel de expressdo deste mediador pode ter influéncia determinante
(KATARA et al. 2012). No entanto, a expressdo génica de mediadores imunoldgicos
envolvidos na LTA é muito pouco analisada, especialmente em Th17 (SOUZA et al. 2016).
Além disso, variagGes genéticas em regides génicas reguladoras podem tornar-se varidveis

importantes, causando aumento ou reducao na expressao de citocinas.

2.4 Single nucleotide polymorphisms (SNPs)

A susceptibilidade dos individuos a doencas e fatores ambientais tem sido atribuida a
alelos especificos em genes relacionados ao risco. Algumasvariacdes genéticas também
témsido sugeridas como possiveis componentes da suscetibilidade a doencas causadas por
patdgenos intracelulares de macrofagos, como hanseniase, tuberculose e leishmaniose.
Estudos do genoma humano relatam cada vez mais associacdes entre polimorfismos genéticos
e sua relacdo com susceptibilidade ou resisténciaem muitas das principais doencas infecciosas
(CHAPMAN; HILL, 2012).

Diversos tipos de polimorfismos genéticos sdo conhecidos. Os polimorfismos de
sequéncias repetidas (small tandem repeats- STR) sdo caracterizados por repeticbes de
sequéncias com dois a cinco nucleotideos, e sdo comumente chamados microssatélites. Um
segundo tipo, chamado minissatélites ou variable number of tandem repeats (VNTR),
identifica-se por conter numero varidvel de repeticbes com sequéncias de nucleotideos
maiores. Finalmente, os SNPs sdo variagdes de apenas um nucleotideo, e se distribuem aos
milhGes por todo o genoma (FRADE, 2010). Os STRs e 0os VNTRs, por serem multialélicos,
tornam-se mais caros e dificeis de serem genotipados. Em contrapartida, os SNPs por sua
maior simplicidade, permitem determinar com maior preciséo as regides génicas associadas
com doencas (PACHECO; MORAES, 2009).

Os SNPs séo variantes bialélicas, que aparecem com frequéncia maior que 1% nas
populacdes. A densidade de SNPs varia conforme a regido do genoma, podendo ser
encontrados 1 a cada 50-100pb (regifes densas) ou 1 a cada 500-1000pb (regies de baixa
densidade) (PACHECO; MORAES, 2009). Paraefeito de estudos geneticos, os SNPs
sdotipicamente utilizados como marcadores de uma regido gendmica, com a grande
maioriadeles tendo impacto biolégico minimo sobre os sistemas. Estes podem, no entanto, ter

consequéncias funcionais,causando mudangas em aminoacidos, na estabilidade dos transcritos
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de RNA mensageiro (MRNA), ou alteracdes na afinidade de ligagéo de fatores de transcrigéo
(GRIFFTH et al. 2008).

Estudos amplos de associagdo do genoma (Genome Wide Association Studies -
GWAS) sdo uma abordagemde pesquisa para identificar locus génicos envolvidos em doencas
humanas. Estes estudos fazem medidas e analises de varia¢c@es na sequéncia de DNA de todo
0 genoma humano, buscando identificar fatores genéticos de risco para doengas. O objetivo
final dos GWAS ¢ a utilizacdo de fatores de risco genéticos para fazerprevisdes sobre o risco
de desenvolver determinadas enfermidades eidentificar as bases bioldgicas da
susceptibilidade, contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias de prevencdo e
tratamento (BUSH; MOORE, 2012).

2.5 SNPs em genes de citocinas

Sabe-se que as doencas infecciosas sdo multifatoriais, no entanto, diferencas
genéticas entre os individuos sdo fatores importantes no direcionamento da manifestacdo e
agravamento de sintomas. Na LTA, o fato de uma mesma espécie de parasito causar niveis
distintos de gravidade de sintomas em uma mesma populacdo, intensifica este raciocinio.

Como a resposta imunoldgica tem papel fundamental frente as infeccBes, 0s
mediadores imunoldgicos, especialmente as citocinas, foram os principais alvos nos estudos
genéticos iniciais sobre resisténcia e susceptibilidade a doencas infecciosas, com o objetivo de
identificar individuos com maior probabilidade de desenvolver doenca quando expostos ao
agente infeccioso (DUGGAL; BEATY, 2008).

Genes para citocinas envolvidas em doencas complexas (doencas com causas
multifatoriais), como as infecciosas e auto-imunes ja foram identificados e tém sido
amplamente  estudados (CHAPMAN; HILL, 2012;HAVERKAMP; HOLLAND,
2008;MORAES et al. 2008).0 grande interesse neste campo da pesquisa se concentra no fato
de que microsatélites ou SNPs podem alterar a capacidade de ligacdo dos fatores de
transcricdoaos sitios das regiGes promotoras destes genes, modificando a quantidadede
citocina produzida (AWAD et al. 1998; FISHMAN et al. 1998; PRAVICA et al.
1999; TURNER et al.1998;WILSON et al. 1997).

Nos ultimos anos, grupos de pesquisas vém utilizando marcadores genéticos para
avaliar qual a influéncia dos fatores genéticos do hospedeiro na susceptibilidade a LTA. No
entanto, o nimero de publica¢des sobre este tema na LTA, comparado a outras doengas como
hanseniase e tuberculose ainda é pouco (COVAS, 2008). Na América do Sul, um estudo de
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caso-controle realizado por Cabrera et al. (1995), avaliou o SNP TNF-308G/A, sendo
observada uma maior frequéncia do alelo A em pacientes com leishmaniose mucosa tanto em
condicdo de homozigose como em heterozigose, quando comparado ao grupo controle,
indicando associacéo desta variante com o desenvolvimento da forma mais grave da doenca.

No Brasil, estudos pioneiros para avaliar o impacto de marcadores genéticos no
desenvolvimento da LTA foram publicados a partir de 2006 (CASTELLUCI et al. 2006;
2008). Estes estudos demonstraram uma associagédo entre o alelo C do SNP -174G/C no gene
para IL-6 com a leishmaniose mucosa, em pacientes da regido Nordeste; com menor
expressdo de IL-6 em individuos homozigotos para o alelo C (CASTELLUCI et al. 2006). Em
2010, Castelluci et al. (2010) verificaram associagdo entre a presencado alelo Cdo SNPIL-
8RA +2607 G/C, considerado o mais frequente para gene IL-8RA, com o desenvolvimento de
sintomas na leishmaniose cutanea. Outros estudos de associacdo focados em citocinas tém
contribuido para sustentar a hipotese de que SNPs localizados em regiGes génicas criticas
podem servir como marcadores prognosticos tanto na LTA como na LV, bem como alvos
para novas abordagens terapéuticas (CASTELLUCI, 2010; FRADE et al. 2011; MATOS et
al. 2007; RAMASAWY; KAMALI-SARVESTANI et al. 2006; SALHI et al. 2008).

2.6 SNPsem IL-17

Considerando o papel central de citocinas na patogenia de algumas doengas e a recente
caracterizacdo do perfil celular Th1l7; SNPs distintos no gene para a IL-17 tém sido
explorados nos Gltimos anos, mapeando o papel de cada mutacéo na expressdo da molécula e
consequentemente, sua associagdo com o risco de doenca (KAWAGUCHI et al. 2006;
ARISAWA et al. 2008; NORDANG et al. 2009; RASOULI et al. 2013; SARAIVA et al.
2013).

Ate agora foram identificados seis membros da familia IL-17, incluindo IL-17A (mais
comumente referida simplesmente como IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (também
chamada IL-25), e IL-17F; e ha cinco receptores de IL-17, incluindo IL-17RA, IL-17RB/IL-
25R, IL-17RC, IL-17RD/SEF e IL-17RE (GAFFEN, 2009). Contudo, as investigacOes
funcionais acerca da IL-17 tém sido concentradas nos subtipos IL-17A, IL-17F e IL-17E, pois
estas sdo expressas em diversos tipos celulares, como as APCs enatural killer (NK)(FOSSIEZ
et al. 1996; KORN et al. 2009), sugerindo que sua atividade seria pleiotrépica (maultiplas
células-alvo) (KAWAGUCHI et al. 2004).
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O gene para a IL-17A humano é composto por trés exons (dois introns) e localizado
no cromossomo 6p12 (SADIGHI et al. 2014).

Existem diversos SNPs descritos para 0 gene da IL-17A humana, bem como em
outros subtipos: o IL-17A -197 G/A (rs2275913), IL-17A +4169 A/G (rs4711998), IL-17F
+7488 T/C (rs763780), sendo o mais explorado o -197 G/A, (dbSNP: rs2275913) (DAI et
al.2014; ARISAWA et al. 2008; CHEN et al. 2010; CORREA et al. 2012). O IL-17A -197
G/A esta localizado na posic¢do 197 upstream ao sitio de inicio (starting codon) da transcricdo
do gene (regido promotora), podendo regular a expressdéo do mRNA (DAl et al. 2014). A
regido promotora proximal do gene para a IL-17A contém muitos sitios de ligacdo para
fatores de transcricdo, incluindo o sitio de ligacdo para o fator nuclear de células T ativadas
(nuclear factor of activated T cells - NFATC), importante na regulacdo da expressdo de IL-
17A (LIU et al. 2004). O rs2275913 se situa entre dois sitios de ligacdo de NFATCs, contudo,
nenhum outro SNP localizado dentro dos sitios foi descrito (NORDANG et al. 2009) (Figura
4). Por esta localizacdo estratégica, este SNP tem sido explorado em estudos de associacao
com varias doencas infecciosas e de carater inflamatdrio, embora na maioria dos estudos nédo
se tenha testado sua influéncia sobre a quantidade de citocina secretada conforme os
genotipos.

Figura 4 - Esquema ilustrativo do IL-17A, destacando a localizacdodo SNP -197G/A (rs2275913) entre regides
de ligacéo a fatores de transcricdo na regido promotora do gene, e suas respectivas sequéncias.
Cr.6pl12

rs2275913
211 -202 -197 G/A -172 159 IL-17A

2R 2

|
== |5 ES ! =
t- L f—‘-J | B J

N

{-211)CATTTTCCTTCAGAAG G/A(-197) AGAGATTCTTCTATGACCTCATTGGGGGCGGAAATTTT(-159)...

Fonte: Espinoza et al. (2011b), adaptado pela autora.
Nota:: p: sequéncia promotora de ligagdo para o fator nuclear de células T ativadas; NFATC: nuclear factor of
activated T cells; E: exons da sequéncia codificadora do gene.

Correa et al. (2012) relataram aumento dos niveis de IL-17A em portadores do alelo A
homozigotos e heterozigotos em comparacdo a homozigotos GG. Os niveis de IL-17 (NRNA
e/ou proteina) tém sido correlacionados com a severidade da infiltrag&o neutrofilica (OBOKI
et al. 2008; SUN et al. 2005), sugerindo que fatores influentes na expressdo da molécula

podem influenciar na patogénese ou gravidade de doengas (CHEN et al. 2010). O alelo A, na
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posicdo -197 do gene para a IL-17A, tem sido associado recentemente a susceptibilidade a
doencas de carater autoimune e inflamatorio, como artrite reumatoide (NORDANG et al.
2009) e colite ulcerativa (ARISAWA et al. 2008), estes achados tornaram o gene para a 1L-17
um importante alvo na perspectiva dos candidatos ao estudo de polimorfismos geneéticos
(CHEN et al. 2010).

Diversos estudos de variantes do gene para a IL-17 e sua relagdo com doengas cuja
resposta imune é mediada pelo perfil Th1tém sido realizados desde a identificacdo das células
Th17 (Quadro 2) (CORREA et al. 2012; ARISAWA et al. 2008; NORDANG et al. 2009;
CHEN et al. 2010; ESPINOZA et al. 2011; YU et al. 2011; HAN et al. 2014). Embora outros
SNPs como o IL-17F +7488 T/C (rs763780) tenham sido comumente avaliados
simultaneamente ao IL-17A -197 G/A (rs2275913), associacfes mais significativas desta
ultima mutacdo com o desenvolvimento de doencas, tém sido encontradas (DAI et al. 2014;
CORREA et al. 2012; NORDANG et al. 2009) em comparagdo aos SNPs localizados em
outras estruturas génicas, como exons e UTRs (untranslated regions).

Estes achados, somados a possivel influéncia sobre o nivel de expressdo da citocina
(CORREA et al. 2012), tornaram interessante a investigacdo do rs2275913 na LTA.
Adicionalmente, a quantificacdo da IL-17A expressa em cada genotipo pode contribuir para o
maior esclarecimento do papel das células Th17 na evolugdo da resposta adaptativa a infec¢cdo
por L. (V.) braziliensis. No entanto, estudos de associagdo entre polimorfismos genéticos em

IL-17 e a susceptibilidade a LTA ainda sdo escassos na literatura.
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Quadro 2 - Single nucleotide polymorphisms (SNPs) descritos em IL-17 e suas associagfes com patologias humanas de carater inflamatério, destacando-se a presenca do
SNP -197 G/A (rs2275913) com associacdo positiva em varios estudos.

SNP Cad. dbSNP Doenga Expressao génica/dosagem de Conclusao Autor
IL-17
IL-17A (-197G/A); rs2275913,; Céncer Né&o verificado IL-17A (-197G/A) positivamente correlacionado Dai et al. (2016)
IL-17F (7488T/C) rs763780 cancer; IL-17F (7488T/C) ndo correlacionado
relacionado a risco
IL-17A (-197G/A); rs2275913; Colite Néo verificado IL-17A (-197G/A) AAou GA e IL-17F (7488T/C)  Arisawa et al.
IL-17F (7488T/C) rs763780 ulcerativa TT ou TC positivamente correlacionados ao (2008)
(CL) desenvolvimento da CU
IL-17A (-197 G/A) rs2275913 Asma e Niveis de IL-17 ndo variam Presenca do alelo A positivamente correlacionada Chen et al. (2010)
infeccbes significativamente entre 0s ao risco de asma infantil®.
bacterianas genotipos AA AG e GG
associadas a
asma
IL-17A (-197G/A); rs2275913; Periodontite Aumento dos niveis de IL-17A Alelo AIL-17A, correlacionado a piores quadros Correa et al. (2012)
IL-17F (7488T/C) rs763780 em portadores do alelo A em clinicos quando comparados aos homozigotos GG.
comparacdo aos homozigotos GG. Sem correlagéo entre IL-17F (7488T/C) e
IL-17F sem diferencas entre periodontite
genotipos
IL-17A (-197G/A) rs2275913 GVHD Maior expressdo e secrecdo de IL-  Gendtipo AApositivamente correlacionado a Espinoza et al.
malignidades 17 em portadores do alelo A formas agudas de GVHD, com maior rejeicdo a (2011a)
hematoldgicas transplantes de medula dssea
IL-17A (-197G/A) rs1974226 Leishmaniose ~ N&o verificado Sem correlacéo significativa entre IL-17A (-197 Sadighi et al.
Visceral G/A) e LV. (2014)

*No estudo foi encontrada associagio de homozigotos AA com maiores niveis de IgE. A presenca de IgE (alergias) é o fator de risco mais importante na asma. Estudos relacionam IL-17 com

alergias (SCHNYDER-CANDRIAN et al.2006).
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Quadro 2 - Single nucleotide polymorphisms (SNPs) descritos em IL-17 e suas associa¢fes com patologias humanas de carater inflamatério, destacando-se a presenca do
SNP -197 G/A (rs2275913) com associacdo positiva em varios estudos

(continuacao...)

SNP Cad. dbSNP Doenca Expressao génica/dosagem de Conclusao Autor
IL-17

5 SNPs em IL-17A rs4711998; Artrite Né&o verificado Associacdo significativa apenas do SNP rs2275913  Nordang et al.
rs8193036; Reumatdide com AR (fraca associacdo). Gendtipo AA mais (2009)
rs3819024;rs2  (AR) associado a doenca.
275913;
rs7747909

9 SNPs em IL-17A rs4711998;rs8  Brucelose Né&o verificado IL-17 rs4711998, rs8193038, rs3748067 com Rasouli et al.
193036;rs3819 humana gendtipos AA foram considerados fatores de (2013)

IL17A; IL17F

IL-17A (-197G/A);
IL-17F (7488T/C)

IL-17A -197 G/A

024;rs227591,;
rs3819025;
rs8193038;
rs3804513;
rs1974226;
rs3748067

rs2275913;rs7
63780

rs2275913;
rs763780

rs2275913

Periodontite

Céncer
géstrico

Colonizacdo
por
Streptococcus
pneumoniae

Maior dosagem de IL-17A nos
controles do gque nos casos.
Associacao da expressao génica
com a presenca dos SNPs ndo foi
avaliada.

Nao verificado

Maiores niveis séricos de IL-17A
em individuos com gen6tipo AA

susceptibilidade, enquanto IL-17 rs3819024 (GG) e
rs3819025 (AA) foram correlatos a resisténcia.

Aumento da IL-17A e a presenca do alelo A no IL-
17A rs2275913 sdo associadas resisténcia, enquanto
0 genotipo GG e o alelo G foram mais frequentes
nos suscetiveis. Em IL17F nenhuma diferenca
significativa entre casos e controles foi encontrada

IL-17F genotipos GA e GG sdo associados a maior
risco de cancer gastrico (susceptibilidade); IL-17A
genotipo AG associado a apenas um tipo de cancer
gastrico

Gendtipos GG e AG positivamente
correlacionadosao risco de colonizacdo por S.
pneumoniae

Saraiva et al. (2013)

Wau et al. (2010)

Juho et al. (2015)
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2.7 Justificativa

Uma vez que a influéncia dos fatores genéticos tém sido demonstrada nos tipos de
resposta imune desencadeada pelo hospedeiro, a identificacdo de marcadores genéticos que
contribuam para susceptibilidade ou agravamento é sugerida como uma alternativa na busca
de compreender os mecanismos envolvidos na patogénese da LTA.A descricdo de associacdes
entre SNPs e doencas infecciosas trouxe perspectivas de aplicacbes potenciais das
informagdes contidas nogenomapara 0 estudo de marcadores prognosticos, novos alvos
terapéuticos e da possibilidadedo uso deesquemas terapéuticos individualizados (HIRATA,;
TAVARES; HIRATA, 2006). Embora 0 SNP IL-17A -197 G/A (rs2275913) tenha sido
associado a doencas fortemente relacionadas ao fator imunol6gico, ndo existem até o
momento investigacOes sobre sua influéncia no desfecho clinico da LTA.Este estudo podera
contribuir para um melhor conhecimento da imunopatogénese da LTA em humanos e do
papel da IL-17 como importante modulador da resposta celular. A associacdo de
caracteristicas genéticas com o desenvolvimento de sintomas clinicos na infeccdo por L. (V.)
braziliensis podeproporcionar subsidios para a racionalizacdo e direcionamento de pesquisas e

desenvolvimento de imunoterapicos e imunoprofilaticos.
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3. PERGUNTA CONDUTORA

Existe associagdo entre o SNP IL-17 -197 G/A (rs2275913) com susceptibilidade ao
surgimento de sintomas na infeccdo por L. (V.) braziliensisemindividuos de areas endémicas

no Estado de Pernambuco?
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4. HIPOTESE

O polimorfismo -197 G/A na regido promotora do IL-17Aesta associado a maior
susceptibilidade a LTA em populacdo de areas endémicas do Estado de Pernambuco; e ao
modificar a quantidade da citocina contribui para o aumento da atividade inflamatoria e

decréscimo da carga parasitéria.
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5. OBJETIVOS

5.1 Geral

Avaliar a associacdo entre 0 SNP IL-17A -197 G/A (rs2275913) e susceptibilidade a

leishmaniose tegumentar Americana, através da secrecdo de IL-17 e sua influéncia sobre a

carga parasitéaria na infecgdo por Leishmania braziliensis.

5.2 Especificos

a)

b)

Efetuar avaliacdo clinica e diagndstico imunoldgico e/ou molecular de LTA
em amostras de pacientes de areas endémicas do Estado de Pernambuco;
Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do SNP IL-17 -197 G/A em
amostras de individuos residentes em areas endémicas para LTA do Estado de
Pernambuco;

Mensurar a associacdo da presenca do SNP IL-17 -197 G/A com surgimento de
lesBes caracteristicas da LTA na infeccdo por L. (V.) braziliensis;

Quantificar a populacdo celular do tipo Thl7 e seus subtipos em cultura de
células mononucleares do sangue periférico de individuos com gendtipos
conhecidos do SNP IL-17 -197 G/A;

Correlacionar a presenca do SNP IL-17 -197 G/A com a geracdo de resposta
imune efetora tipo Th1l7 e quantificacdo de DNA parasitario na populacdo

estudada.



6. METODOLOGIA

6.1 Desenho do estudo
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A relacdo do SNP IL-17 -197 G/A rs2275913 com o desfecho clinico da infecgéo foi

medida através de um estudo de associacdo do tipo caso-controle. Esta abordagem incluiu

individuos residentes em areas endémicas do Estado de Pernambuco. Foram selecionados

individuos com lesdo ativa e/ou cicatricial de LTA (grupo Sintomatico - gS, considerado

suscetivel) e individuos infectados sem desenvolvimento de sintomas (grupo Assintomatico -

gA, considerado resistente). Residentes de areas endémicas, ndo infectados, foram inclusos

por ocasido das coletas e configuraram um grupo controle negativo da populacdo (grupo Sem

Infeccdo - gSI).

Um estudo descritivo da relacdo dos genotipos com a carga parasitaria quantificada

nos grupos gS e gA, bem como da resposta imune diante das diferentes variantes genéticasfoi

realizado.Uma representacdo esquematica do delineamento do estudo pode ser observada na

Figura 5.

Figura 5 - Representa¢do esquematica das etapas metodoldgicas seguidas no presente estudo.

Captagio de pacientes

y

y

Avaliag3o clinica das lesdes

Diagnoéstico molecular por gPCR -
(Determinac3o da carga parasitaria)

g

/

Definig3o de grupos caso - controle (gS - gA)

|

l

Genotipagem por PCR-RFLP e
Sequenciamento

Imunofenotipagem de Th17 e
Quantificagdo de IL-17 por Citometria de
fluxo e CBA

Analise: Associaciao dos genétipos

parasitaria

Fonte: Elaborado pela autora.

com desfecho clinico e carga s Y

Anilise: Diferenciacio de Th17 e
Secreciao de IL-17 conforme gendtipos

Nota: gS - pacientes sintomaticos (casos); gA - pacientes assintomaticos (controles).
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6.2 Amostragem e avaliagdo clinica

Para o estudo de associacdo dos gendtipos, foi calculada a amostra representativa
com auxilio do software Epilnfo versdo 6.0. Para comparar gS e gA foi considerado um
percentual de exposicdo de 30% da populagdo a infeccdo, nivel de confianca de 95%, Odds
Ratio (OR) minima a ser detectada de 2,5 e razdo de 1 controle para cada caso.Para o estudo
de associagdo de gendtipos, foram considerados ambos 0s sexos, todas as idades, e qualquer
grupo racial.Pacientes de municipios onde a LTA é endémica, e aqueles atendidos no
ambulatério de doencas infecciosas do Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUOC-PE)
foram inclusos.

Na fase de recrutamento, os pacientes foram avaliados quanto apresenca de lesdo
ativa conforme orientagdes do Manual de Vigilancia da leishmaniose tegumentar Americana
(BRASIL, 2010), sendo considerado também ohistérico de doenca pregressa e apresentacao
de cicatriz caracteristica da lesdo, como critério de definicdo da condicdo clinica dos
individuos. O nimero e a localizacdo das lesbes ou cicatrizes, bem como a realizacdo ou nédo
de tratamento foram avaliados.

Para o estudo descritivo da resposta imune conforme os gendtipos foi utilizada
amostragem de conveniéncia (COSTA NETO, 1977; REIS, 2003) de acordo com o numero
de pacientes que aceitaram participar da pesquisa, considerando manter a proporcdo do
namero de pacientes em cada grupo, com base no grupo de menor frequéncia na populacao.
Para esta etapa, pacientes de ambos 0s sexos com idade igual ou superior a 15 anos e com
genotipos previamente determinados neste estudo foram recaptados. Pacientes transplantados,
imunodeprimidos, e com co-morbidades como céncer e diabetes, ndo foram inclusos nas
andlises.

Todos os pacientes inclusos neste estudo assinaramum termo de consentimento livre
e esclarecido (APENDICE A), elaborado conforme modelo anexo ao projeto de pesquisa
aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP (Parecer n° 1.090.864)
(ANEXO A).

6.3 Coleta de sangue e acondicionamento das amostras

Para os testes moleculares (QPCR diagnéstico e genotipagem) ap0s antissepsia com
algoddo embebido em alcool etilico 70%, foramcoletados com auxilio de agulhas 25x7
mm,4mL de sangueacondicionados em tubo de coleta a vacuo com anticoagulante EDTA
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(Vacutainer®). Para a realizacdo das culturas de células dos individuos recaptados para
avaliacdo da resposta imune, 20 mL de sangue divididos em 2tubos Vacutainer® com
heparina (2 x 10 mL)foram coletados, com auxilio de agulhas 25x7 mm.Para o diagnéstico
molecular (qPCR) eanalise genotipica (PCR-RFLP / Sequenciamento) (sangue com EDTA), o
material foiestocado em freezer a -20°C para posterior extracdo de DNA. Para as analises
imunolégicas (sangue com heparina), o sangue coletado foiimediatamente processado,

conforme descrito adiante.

6.4 Diagnosticoda infec¢do por Leishmania spp.

Para o diagnostico da infeccdofoirealizada a gPCR em conjunto com intradermo-
reacdo de Montenegro (IDRM) para parte dos pacientes (84 pacientes) durante o tempo em
que o antigeno esteve disponivel. Em virtude da interrupcdo da fabricagdo do antigeno
Leishmanina pelo Centro de Producdo e Pesquisa de Imunobioldgicos (CPPI), com liberacédo
de nota informativa oficial pelo Ministério da Saiude em 2016 (ANEXO B), e
indisponibilidade deste material por meio de outras fontes, ndo foi possivel avaliar a presenca
de memoria imunoldgica contra L. (V.) braziliensispela IDRM em todos os pacientes inclusos
no estudo. Posteriormente, gPCR foi utilizada como critériode diagnostico laboratorial

indicativo de infec¢do e método de quantificacdo da carga parasitaria.

6.4.1 IDRM

O teste de hipersensibilidade celular tardia foirealizado através da inoculacdo
intradérmica de 0,1 mL do antigeno Leishmanina produzido e padronizado
peloCPPI(Secretaria Estadual de Salde, Piraquara, PR, Brasil), fornecido pela Secretaria de
Vigilancia em Salude do Ministério da Saude, na face anterior do antebraco. A leitura
foirealizada ap6s 48 a 72 horas, para a verificacdo da nodulacdo, através do método da caneta
esferografica (SOKAL, 1975). Foramconsiderados positivos 0s pacientes que
desenvolveramenduracdo local maior ou igual a 5 milimetros.

Como controle negativo da reacdo de hipersensibilidade, 0,1mL de solucdo de soro
fisiologico (NaCl 0,9%)foi inoculado na mesma face do antebraco, e o surgimento de
enduracdo local avaliado. Individuos que desenvolveram reacdo de imunidade celular a este

controle foram excluidos do estudo.
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6.4.2 Extracio de DNA

A extracdo de DNA das amostras de sangue foiefetuada com o QIAamp DNA Blood
mini kit (QIAGEN Sample and Assay Technologies), seguindo as instrugdes do fabricante,que
compreendem basicamente 03 etapas: lise de células, lavagem da coluna de afinidade e
eluicdo do DNA.

6.4.3 Diagndstico molecular pela PCR quantitativa em tempo real

O DNA extraido foi teve sua qualidade testada antes da reacdo diagndstica por meio
do sistema G3PD2 (GONCALVES et al. 2012), que assegura a ndo degradacdo da amostra
antes do diagnoéstico. Para a reacdo diagnostica de deteccdo de L. (V.) braziliensis
foramusados os primers kDNALf [5’-ATGCCTCTGGGTAGGGGCGTTC-3’] e kDNAIr
[5’-GGGAGCGCGGCCCACTATATT-3"] conforme protocolo descrito por Paiva-Cavalcanti
et al.(2013). Estes primers tém como alvo o DNA do cinetoplasto do parasita, que por estar
presente em milhares de copias por celula confere maior sensibilidade & técnica. Para a
determinacédo da carga parasitaria, uma curva de dilui¢do fator 1:10 do DNA gen6émico de L.
(V.) braziliensis(MHOM/BR/1975/M2903) foi utilizada como padrdo. As reacGes de qPCR
com leitura pelo SYBR Green (Applied Biosystems)foram realizadas no equipamento ABI
PRISM 7500 (Applied Biosystems), instalado no nucleo de plataformas tecnoldgicas (NPT)
do IAM/FIOCRUZ-PE, e as respectivas analises foram feitas utilizando o softwareABI
PRISM 7500 verséo 2.0.6.

6.5 Definicéo de grupos caso e controle

Apbds a avaliacdo clinica e realizacdo dos testes diagnoésticos, os individuos foram
distribuidos entreos dois grupos de estudo.Pacientes que apresentaram uma ou mais lesdes
cuténeas ativas ou cicatrizadas, e/oudiagnostico positivo pela IDRM e/ou qPCR (pacientes
sintomaticos - gS) foram considerados como casos. Pacientes sem lesdo ou cicatriz que
obtiveram IDRM positiva e/ou gPCR positiva (pacientes assintomaticos - gA) foram
considerados controles. Pacientes sem cicatriz ou lesdo, e diagnosticados como negativos pela
IDRM e gPCR (pacientes sem infeccdo - gSI) configuraram um grupo de controle negativo no

estudo.
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6.6 Genotipagem por PCR-RFLP e sequienciamento

Para a deteccdo especifica dos alelos G e A do SNP -197 G/A rs2275913 foram
utilizadas astécnicas de PCR e RFLP seguindo o protocolo de Wu et al. (2010), e/ou
sequenciamento. Para a PCR e o sequenciamento, foram utilizados um primerforward (IL-
17f: 5>-AACAAGTAAGAATGAAAAGAGGACATGGT-3%) e um primer reverso (IL-17r:
5’-CCCCCAATGAGGTCATAGAAGAATC-3’), direcionados a regido de inicio do IL-17A.
A PCR convencional precedente & RFLP foicomposta por 100 ng de DNA gendmico extraido
da amostra do paciente, 10x Taq Buffer (Invitrogen), 1 uM de cada primer IL-17f e IL-17r,
200 uM de cada dNTP, MgCl, 2 mM, e 1U Taq polimerase, compondo um volume final de 25
uL. A ciclagem de temperaturas foirealizada em aparelho EppendorfMastercyclergradiente
(Eppendorf). Como controle de qualidade das reacdes, foi amplificado por PCRo gene G3PD
em reacao prévia, conforme protocolo descrito por Gongalves et al. (2012).

A digestdo enzimaética dos produtos de PCR foi realizada em temperatura de 37°C
por 1 hora pela enzima EcoNI (Xagl) (Fermentas), em solucdo preparada conforme instrugdes
do fabricante, formando 3 tipos de fragmentos: 102 pb, 68 pb e 34 pb. A determinagdo dos
gendtipos foifeita conforme o conjunto de fragmentos visualizados em cada amostra, sendo:
GG (68 e 34 pb), AG (102, 68 e 34 pb) e AA (102 pb) (WU et al. 2010).

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2%
(visualizacdo de produtos de PCR) e 3% (visualizacdo de fragmentos apés digestdo), corados
com brometo de etideo 10mg/mL, e visualizados em transluminador com luz ultravioleta,
utilizando o marcador de peso molecular Ladder 25bp (Invitrogen).

Os produtos de PCR obtidos pela amplificacdo do IL-17foram purificados usando o
PureLink Quick Gel Extraction & PCR Purification Combo kit (Invitrogen) seguindo as
instrucGes do fabricante. Os produtos purificadosforam encaminhados ao Laboratorio Central
da Universidade Federal de Pernambuco (LabCen-UFPE) para realizacdo do sequenciamento,
utilizandoBioDye Terminator Cycle Sequencing Kit3.1 (Applied Biosystems) em um
sequenciador automatico (ABI 3100Genetic Analyzer).As sequéncias obtidas foramanalisadas
e editadas utilizando o softwareBioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html), e
comparadas com a sequéncia rs2275913 disponivel no dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/).

As técnicas de genotipagem foram aplicadas conforme a disponibilidade de recursos
e a necessidade de confirmacdo dos resultados. Sempre que possivel, as amostras foram

genotipadas pelas duas técnicas simultaneamente, e sua concordancia foi avaliada.
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6.7 Obtencdo de antigeno soltvel total de L. (V.) braziliensis

Para o estimulo das culturas de células realizadas no estudo, foi utilizada a fracéo
soluvel total do lisado de promastigotas de L.(V.) braziliensis. Formas promastigotas (cepa
MHOM/BR/75/M2903) foram expandidas em cultura em meio Schneider’s (Sigma) contendo
10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab) e 1% de antibidtico (penicilina 100 Ul/ml e
estreptomicina 100 mg/ml - Cultilab) até a fase de crescimento exponencial. A quantidade de
células em cultura foi determinada por contagem em cémara de Neubauer, utilizando um
microscopio optico.Aliquotas contendo 10° células/mL foram entdo submetidas a trés
lavagens com salina tamponada (PBS — pH 7,2) através de centrifugacdes a 800 x g, por 15
minutos, a 4°C. Quando necessario, 0 material foi estocado a -80°C até o uso.

Para a obtencdo do antigeno soluvel total, foiutilizado o protocolo descrito por
Chamak-Ayari et al. (2014). As aliquotas estocadas foram descongeladas e ressuspendidas em
1 mL de tampéo de lise (Tris 1M; EDTA 5mM)contendo inibidor de protease metil-fenil-
fluoreto — PMSF a 0,1 mM. A suspensdo celular foisubmetida a 3 ciclos rapidos de
congelamento e descongelamento, seguidos de 6 pulsos de ultrassom 40W/30 segundos. As
fragdes antigénicas soluvel (AgST) e insoltuvel (AgIT) foram separadas por centrifugacéo a
10.000 x g por 20 minutos. O sobrenadante resultante correspondente ao AgST de L. (V.)
braziliensis, foi submetido a dosagem proteica segundo o método de Bradford (1976), além
de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo Laemmli (1970), corada pelo
azul de Coomassie. Apos esses procedimentos, os antigenos foram armazenados a —80°C até a

utilizacdo nos ensaios de cultura celular.

6.8 Avaliacdo da resposta imune
6.8.1 Obtencédo de células mononucleares do sangue periférico - PBMC

Para a separacdo das Células Mononucleares do Sangue Periférico (peripheral blood
mononuclear cells - PBMC), o sangue coletado nos tubos com heparina, foi diluido (1:2) em
tampé&o PBS pH 7,2. Esta solucdo (sangue/PBS) foi adicionada a tubos de polipropileno de 50
mL (BD Falcon) contendo Ficoll-Paque (Amersham Biosciences) numa propor¢do de 5mL de
Ficoll para cada 10 mL de sangue/PBS. Apds centrifugagdo dos tubos (900 x g a 20°C) por 30

minutos, os anéis de PBMC que se formaram na interface entre o Ficoll e o plasma foram
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removidos utilizando-se pipetas-pasteur e colocados em tubos de polipropileno de 15 mL (BD
Falcon). As células foram lavadas duas vezes por centrifugacdo durante 15 minutos (400 x g a
20°C) em 14mL de PBS pH 7,2. Finalizadas as lavagens as células foram ressuspendidas em
1mL de meio RPMI 1640 suplementadocom 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e contadas
em cadmara de Neubauer (Loptik Labor), em uma dilui¢do (1:10) com azul de Trypan (Sigma-
Aldrich) e ajustadas para a concentracéo desejada de 2 x 10° células/mL.

6.8.2 Cultivo celular

As culturas de PBMC foram realizadas em tubos estéreis para cultura de células, na
concentracdo de 2 x 10°células por tubo, incubadas em estufa de CO2 com 5% de umidade a
37°C. O cultivo foi realizado em meio RPMI 1640 contendo 1% de L- glutamina 200 mM,
1% piruvato de sédio 100 mM, 0,2% de bicarbonato de sodio 7,5% e 1% de antibidtico
(penicilina 100 Ul/ml e estreptomicina 100 mg/ml) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Cultilab). Como controle positivo do estimulo celular foi utilizado o mitégeno
fitohemaglutinina (PHA) (Cultilab) na concentracdo de Spg/ml. O estimulo especifico contra
a infecgdo por L. (V.) braziliensis, cuja concentragdo foi determinada em um experimento-
teste descrito no Apéndice E, foi feito pela adicdo de 5ug/ml do AgST. Culturas sem estimulo
(SE) foram utilizadas como controle negativo. Quatro horas antes do término do tempo de
cultura definido foram retiradas aliquotas de 200uL dos sobrenadantes de cultura para
posterior dosagem de IL-17, e estocados em freezer a -20°C. Em seguida, foram adicionados
20pL de Brefeldina A a 10 mg/mL (Sigma Aldrich), que funciona como um inibidor do
transporte intracelular protéico, possibilitando a marcacgéo intracitoplasmatica das citocinas de
interesse em etapas seguintes. O tempo de permanéncia das células em cultura para melhor
diferenciacéo do perfil Th17 e secrecdo de IL-17 foi definido por um teste piloto, descrito no
item 6.8.3.

6.8.3 Cinética de tempo de cultivo para imunofenotipagem de células produtoras de IL-17

Para avaliar o tempo necessario para diferenciacdo das células CD4+ IL-17+(Th17)
amostras de sangue heparinizado de 5 pacientes-controle (gSI) foram coletadas conformeo
procedimento descrito no item 6.3. O PBMC separado foi mantido em cultura em meio RPMI
(item 6.8.2) contendo 5ug/mL de PHA, 5ug/mL de AgST ou sem estimulo, durante 24, 72 e
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96 horas, conforme descrito por Bacellar et al. (2009)em estufa de CO, com 5% de umidade a
37°C, e acrescido de 20 pL de Brefeldina A 4 horas antes do final de cada tempo.

6.9 Imunofenotipagem por citometria de fluxo
6.9.1 Marcacdes de antigenos de superficie e intracelulares

As células em cultura foram identificadas pela marcacdo especifica com
anticorposanti-CD4 e anti-CD8, anti-IL-17, e anti-IFNy. Além disso usamos os anticorpos
anti-CD25 e anti-CD28 para realizacdo da compensacao do citdmetro. As caracteristicas dos

fluordforos utilizados neste estudo estdo na Quadro 3.

Quadro 3 -Anticorpos acoplados com fluoréforos utilizados para marcacéo de antigenos superficie e
intracelulares nos experimentos de imunofenotipagem por citometria de fluxo e suas caracteristicas.

Anticorpo Marca Fluordéforo
Anti-CD4 Life Technologies PerCP
Anti-CD8 Invitrogen FITC
Anti-CD25 Invitrogen APC
Anti-CD28 Invitrogen R-PE
Anti-1L-17 BD Pharmingen PE
Anti-IFNy BD Pharmingen APC

Legenda: CD: Cluster of Differentiation; APC: Aloficocianina; FITC: Isotiocianato de fluoresceina; PE:
Ficoeritrina; PerCP: Peridinin chlorophyll protein complex.

Concluido o tempo de cultivo, os tubos de cultura foram retirados da estufa e
acrescidos de 220uL de uma solucdo de EDTA a 20mM. Os tubos foram homogeneizados
novoértex e incubados por 10 minutos em temperatura ambiente (TA). As células foram
lavadas com 8 mL de PBS-Wash gelado (PBS acrescido de 0,5% de albumina sérica bovina -
Sigma, e 0,1% de azida sddica - Sigma) e centrifugadas a 400 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi removido por aspiragdo com bomba a véacuo, deixando o volume final de 2
mL. Em seguida, o precipitado de células foi homogeneizado e 1000 pL foram transferidos
para tubos de poliestireno (5mL) previamente identificados e levados a centrifuga (400 X g
por 5 minutos). As células foram permeabilizadas com 2mL de solu¢cdo BD Perm/Wash (BD
Biosciences, diluida 10 vezes em agua destilada) por 10 minutos ao abrigo de luz e TA. Os
tubos foram levados a centrifuga (400 x g por 5 minutos) e apos descarte do sobrenadante
foram adicionados 5uL de uma mistura de anticorpos monoclonais de superficie e
intracelulares anti-CD4, anti-IL-17 e anti-IFNy. Apos incubacdo de 30 minutos em TA e ao
abrigo de luz, as células foram lavadas e centrifugadas (400 x g por 5 minutos) com 1mL de

Perm/Wash e posteriormente 1 mL de PBS-Wash. Por fim, as marcagdes foram fixadas com



54

150 pL de BD Cytofix (BD Biosciences) e acrescidas de 300 uL de PBS-Wash. Os tubos
foram estocados a 4° C até 0 momento da aquisi¢do no citdmetro de fluxo.

6.9.2 Estratégia de aquisicao e analise de células Th17 no citdmetro de fluxo

As células foram adquiridas em um citémetro de fluxo equipado com um sistema que
detecta quatro fluorescéncias (FACS Calibur) (Bencton Dickson Immunocytometry System),
disponivel no NPT, IAM/Fiocruz-PE. As caracteristicas celulares avaliadas na citometria de
fluxo sdo: dispersdo frontal de luz laser (FSC), proporcional a area da superficie ou tamanho
da célula; dispersao lateral de laser (SSC), proporcional a granulagdo ou complexidade interna
da célula e a emissdo de fluorescéncias do tipo 1 (FL1), tipo 2 (FL2), tipo 3 (FL3) e tipo 4
(FL4) de acordo com o fluorocromo de marcacdo utilizado. AquisicOes e anélises foram feitas
utilizando o programa Cell Quest Pro instalado em um computador acoplado ao citdmetro e
com o software FlowJo versdo 10.0.7, respectivamente.

Para a analise de células T auxiliares tipo 17 (CD4+ IL-17+) a populacdo foi
selecionada através do dot plot SSCxFL3, com a criagdo de um gate (R1) em torno da
populacdo de linfocitos (Figura 6A), sendo adquiridos para cada aquisicdo 20.000 eventos.
Apos a selecdo de R1, as celulas Th17 classicas (T CD4+ IL-17+ IFNy-) e Th17 alternativas
(T CD4+ IL-17+ IFNy+) foram analisadas pela obtencdo de graficos bidimensionais de
distribuicéo pontual de fluorescéncia. Para células CD4+ IL-17+foi estabelecida a modalidade
FL3 (CD4/PercP) versusFL2 (IL-17/PE). A partir do grafico FL3 xFL2, a regido R2 foi
estabelecidaafim de selecionar somente células CD4+ que expressassem IL-17(Figura 6B).
Para criacdo de graficos bidimensionais representativos de células CD4+IL-17+produtoras
(Q2) e ndo produtoras (Q3) de IFNy, a marcagdo FL3 (CD4+ IL-17+)x FL4 (IFNy) foi
utilizada (Figura 6C).

Figura 6 - Exemplo da estratégia de aquisi¢do de linfocitos CD4+ produtores de IL-17 (Th17) cléssicas (IFNy-)
e patogénicas (IFNy+) pela citometria de fluxo, em culturas de PBMC de pacientes de &reas endémicas do
Estado de Pernambuco
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Fonte: A autora.

Nota: (A) Grafico de dispersao lateral (SSC)versus CD4-PerCP(FL3), demonstrando a marcagéo para linfdcitos

CD4+, através da janela R1; (B) FL2versus FL3, demonstrando a marcagdo de IL-17versus CD4sendo
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selecionada nesse grafico a janela R2; (C) FL4versus FL3, demonstrando a marcacdo IFNyversus CD4+ IL-17+.
Valores numéricos em A representam percentuais de linfécitos CD4+ dentro da populagéo total; em B
representam percentuais de células dentro de linfécitos CD4+ (R1); em C representam percentuais de células
dentro da populacdo CD4+ IL-17+ (R2).

6.10 Dosagem de IL-17 nos sobrenadantes de cultura

A dosagem as secrecdo de citocinas nos sobrenadantes de cultura de PBMCfoi
realizadautilizando o kit BD™ CBA Human IL-17A Flex Set (Becton Dickinson) e
leituranoequipamento FACS Calibur (Becton Dickinson), conforme instru¢cbes do
fabricantecom adaptacGes. Este sistema emprega esferas de poliestireno, recobertas com
anticorpos especificos para IL-17A acoplados a ficoeritrina (PE), e sdo detectadas no canal
FL2. Aliquotas dos sobrenadantes de cultura foramincubadas com as de esferas de captura,
conjugadas com os anticorpos monoclonais especificos ao abrigo da luz. Estas esferas
foramentdo lavadas e re-incubadas na presenca dos anticorpos monoclonais anti-1L-17
conjugados com PE. Apds incubacdo, as esferas de captura foram novamente lavadas e
analisadas no citometro de fluxo.Os resultadosforamanalisados utilizando o software FCAP

Array 1.0 (Becton Dickinson), e expressos em concentracfes de picogramas por mililitro
(pg/mL).

6.11 Analises estatisticas

Para testar a normalidade dos dados foi utilizado o teste de D Agostino seguido do
Teste T de Student para dados com distribuicdo normal ou teste de Mann-Whitney para dados
com distribuicdo ndo normal, para comparacdo de variaveis quantitativas entre grupos (ex.:
idade). Para comparacdo de trés ou mais grupos foi aplicado o teste ANOVA (normal) ou
Kruskall-Wallis (ndo normal) seguidos de pos teste de Tukey ou Dunnpara a analise
comparativa de todos os pares de colunas entre 0s grupos de pacientes (ex.. cargas
parasitarias). O teste Qui-quadrado foi aplicado para comparacdo de variaveis qualitativas
(ex.: sexo) entre grupos. Para andlise de amostras pareadas por tempo (cinética da avaliacdo
imunoldgica) foi aplicado o teste de Wilcoxon. Para correlacionar percentuais de células
definidos em experimentos de imunofenotipagem com a carga parasitaria, foi calculado o
coeficiente de correlacdo linear de Pearson.

As frequéncias genotipicas do SNP IL-17 -197G/A foramcalculadas para os grupos
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gS, gA e gSI por contagem direta dos gendtipos, conforme Chen et al. (2010). As frequéncias
alélicas foram determinadas pelas equagfes abaixo:

2AA + AG 2GG + AG

Freal = s ar a0 19 = 7Ge v a0

Para verificar se existe propor¢cdo anormal do polimorfismo entre os grupos de
estudo,o equilibrio de Hardy-Weinberg (EQHW) foi testadopara cada grupo separadamente. O
resultado foi dado pela comparacdo (Teste Qui-quadrado - X?) entre frequéncias genotipicas
observadas e as frequéncias esperadas, determinadas pela férmula de Hardy-WeinbergG? +
2AG + A*=1,

A associacdo das variantes genéticas com os grupos de estudo foi estimada como
uma razdo de chances (Odds Ratio - OR) comparadas ao gendétipo de referéncia GG
considerando as quantidades de individuos gS e gA de cada gendtipoutilizando o método do
Qui-quadrado, aplicado no software EpiStat 5.0 com apoio do departamento de estatistica do
IAM/Fiocruz-PE.

Os demais testes estatisticos foramrealizados no software Graphpad Prism 5.0 com
intervalos de confianca de 95%. Os resultados foram considerados significativos quando o

valor de p foi igual ou menor que 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 Amostragem e avaliagdo clinica

O calculo amostral realizado conforme os pardmetros estabelecidos (item 6.2) definiu
a necessidade de inclusdo de 89 casos e 89 controles para a realizagdo do estudo de
associacdo. Para atingir este numero, foram coletadas 365 amostras de sangue de individuos
residentes em municipios onde a LT é endémica no Estado de Pernambuco, oupacientes
atendidos em livre demanda nosambulatérios de infectologia e dermatologia do Hospital
Universitario Oswaldo Cruz (Quadro 4).

Quadro 4 - Divisdo da amostra populacional total coletada por municipio e caracterizagdodos individuos
inclusos para o estudo de associacdo do SNP -197 G/A com a leishmaniose tegumentar Americana

Municipio n°ind. 9% da amostra Sexo Idade

Abreu e Lima-PE 14 3,83 F:10/M: 4 38,29 £ 17,52
Amaraji-PE 71 19,45 F:31/M: 40 26,10 £ 16,28
Pesqueira-PE* 74 20,27 F: 42/ M:32 34,84 + 16,75
Aracoiaba-PE 1 0,27 F:1/M:0 36,00
Camaragibe-PE 1 0,27 F:1/M:0 55,00
Igarassu-PE 146 40 F:91/M: 55 32,22 +18
Moreno-PE 18 4,93 F:10/M:8 43,10 + 12,94
Paudalho-PE 16 4,38 F:8/M:8 42,44 + 21,46
Recife-PE 2 0,54 F:1/M:1 540+1,41
HUOC 22 6,02 F:5/M: 17 31,0 £ 10,79
Total 365 100 F:200/M: 165 32,96 + 17,55

Nota: HUOC - Hospital Universitario Oswaldo Cruz, Recife-PE. F: sexo feminino; M: sexo masculino. Idades
apresentadas pela média * desvio padréo.

* A amostra populacional coletada em Pesqueira-PE constitui-se de individuos pertencentes a comunidade
indigena Xukurus de Ororuba. Estes indios segregam-se culturalmente pela conservacdo de seus costumes
tribais, no entanto, em razdo das relagdes de convivéncia, dos casamentos com ndo-indigenas e de seu ndo
isolamento geogréafico, ndo se considera este grupo etnicamente puro.

Entre o total de individuos inclusos nas anélises genéticas, 32 foram posteriormente
selecionados conforme o gendtipo para as analises imunoldgicas e recaptados para coleta de
amostra adequada (sangue heparinizado). Este grupo incluiu 24 pessoas do sexo feminino e 8
do sexo masculino com média de idade de 36,90 + 18,45 anos, todos em acordo com 0s
critérios de incluséo estabelecidos no item 6.2.

Na analise clinica foram observados individuos que apresentavam lesdo ativa (48),
cicatriz de lesdo (53), ou pessoas com lesdes ativas e também pregressas (recidivantes) (12).
As lesbes ativas apresentaram-se em numero de 1 a6 por individuo, localizando-se nos
membros inferiores, membros superiores, face e/ou pescogo, uma vez que estas regioes
corporeas estdo geralmente desnudas e acessiveis ao inseto vetor (Figura 7). As cicatrizes

observadas apresentaram-se na regido lombar ou membros inferiores, em nimero de 1 a 4 por
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individuo. O nimero de pacientes com cada quadro clinico esté descrito na Tabela 5. Entre os
inclusos j& curados (cicatriz) 81,13% (43) haviam sido submetidos a tratamento com
Glucantime®, e os demais tiveram cura espontanea. Entre os pacientes com lesdo ativa,
22,91% (11) estavam sob tratamento no momento da coleta. Os demais individuos com lesao

ativa foram acessados antes do inicio do tratamento.

Figura 7- Lesdes ativas de pacientes inclusos no estudo, demonstrando fundo granuloso e bordas elevadas
caracteristicos da leishmaniose tegumentar e amastigotas de Leishmania visualizadas no exame microscopico da
secrecdo de lesdo, corados pelo Giemsa.

Fonte: A autora.
Nota: Fotos capturadas durante as coletas e durante exame microscépico direto das lesdes, realizado no
Laboratério de Endemias do Laboratdrio Central Dr Milton B. de Sobral (LACEN-PE).

Tabela 1-Avaliacéo clinica e distribuigdo por género dos individuos residentes em areas endémicas do Estado de
Pernambuco, inclusos no estudo de associacdo do SNP IL-17 -197 G/A rs2275913 com a leishmaniose
tegumentar Americana.

Clinica Homens Mulheres Total
Leséo ativa 29 19 48
Presenca de cicatriz 29 24 53
Sem doenca ativa ou pregressa 115 161 276

Nota: Doze individuos apresentaram lesdo ativa e cicatriz, e estdo inclusos em ambas as contagens.

Entre os individuos recaptados para a analise imunoldgica, 2 apresentavam cicatriz de
lesdo, sendo 1 curado espontaneamente e 1 curado por meio de tratamento. Nenhum

apresentava leséo ativa no momento da coleta.

7.2 Diagnostico e defini¢cdo de grupos caso e controle

O teste de hipersensibilidade celular tardia (IDRM) foi realizado em 84 (23,01%)
individuos. Entre estes, 34 (40,47%) tiveram resultado positivo visualizado por enduracdo
local entre 5 e 22 centimetros no local do in6culo. Em dois dos pacientes, o resultado da
IDRM foi invalidado pela presenca de reacdo no local ao NaCl 0,9% (controle negativo), que
indicou resposta imunolégica inespecifica. Para estes, e para 0s demais pacientes nos quais
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ndo foi possivel a aplicagdo do antigeno, apenas o resultado da técnica molecular foi
considerado.

Apos analise do controle endégeno G3PD, que demonstrou inadequacdo do DNA
em3das amostras coletadas (inviabilizando o teste molecular), a qPCR foi realizada em 362
amostras. Houve positividade da g°PCR kDNA1 em 160 (44,19%) amostras, indicando a
presenca de L. (V.) braziliensis ou resquicios de seu material genético (infeccdo atual ou
pregressa).

Conforme a avaliacdo da situacdo clinica e resultados dos testes imunologico e/ou
molecular, os individuos foram distribuidos como gS, gA ou gSlI. Partindo destes critérios, 88
individuos foram considerados gS; 91 foram considerados gA e 186 ¢gSI. A Tabela 2
apresenta a distribuicdo dos grupos de estudo.

Tabela 2-Distribuicdo dosindividuos residentes em &reas endémicas do Estado de Pernambuco por grupos de

estudo e sexo, de acordo com o conjunto de critérios adotado para classificagdo em sintomaticos (gS),
assintomaticos (gA) e sem infeccdo (gSI) por L. (V.) braziliensis.

Sexo gS gA gSl
Feminino 39 44 117
Masculino 49 47 69
Total 88 91 186

Nota: Individuos com infec¢do por L. (V.) braziliensis e lesdo ativa e/ou cicatriz (grupo Sintomatico - gS, casos);
com infeccdo por L. (V.) braziliensis e sem lesdo (Grupo Assintomatico - gA, controles); e sem infecgdo (grupo
Sem Infecgéo - gSI).

A distribuicdo dos individuos por sexo entre casos e controles teve carater
proporcional (p= 0,589). Os individuos classificados como gSI tiveram média de idade de
33,22 + 17,45 anos. Entre os individuos infectados por L. (V.) braziliensis, os mais jovens
expressavam menos a doenga: entre 0os gS e gA, a comparagdo dasfaixas etarias apresentou
diferenca significativa (p= 0,030). A o ¢S e gA tiveram médias de idade de 35,75 + 16,10 e
29,70 + 18,73, respectivamente, sugerindo que a faixa etaria pode favorecer a evolugdo da
infecgdo para uma condigdo subclinica, sendo 0os mais jovens menos suscetiveis.

Entre os individuos recaptados para andlise imunoldgica, 2 pertencem ao gS; 10

pertencem ao gA e 20 pertencem ao gSl.

7.3 Frequéncias alélicas e genotipicas

Os gendtipos de 345 individuos foram obtidos com sucesso pelas técnicas aplicadas
(PCR-RFLP e/ou seqlienciamento), em 20 amostras ndo foi possivel efetuar esta analise por
limitacOes das técnicas. O gendtipo de 136 individuosfoi determinado com sucesso pela
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técnica de PCR-RFLP, e 244 amostras, tiveram resultados pelo seqlienciamento. A Figura 8
ilustra a diferenciacdo entre os genotipos pelas duas técnicas aplicadas.
Figura 8-Resultados de técnicas moleculares (PCR-RFLP e Sequenciamento) aplicadas para definicdo dos

gendtipos de individuos residentes em areas endémicas do Estado de Pernambuco inclusos no estudo de
associagdodo SNP IL-17A -197 G/A rs2275913 com a leishmaniose tegumentar Americana.

AG
(102, 68 e 34 pb) GG
(102 pb) (68 ¢ 34 pb)

10 20 30 0 s 0
B) TGCA TTTCTOGCCCT TCCCAT TTTCCTTCAGAAGRAGAGATTCT TCTATOACCTCATTOGGOGGGA CG T A

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda:A) Gel de agarose demonstrando fragmentos resultantes da digestdo enziméatica do IL-17A em
individuos homozigotos e heterozigotos para os alelos A e G. B) Ferograma de sequenciamento de individuo
heterozigoto para o SNP -197 G/A, com destaque para 0s picos sobrepostos na sequéncia, indicando bases
diferentes na amostra. PM = padrdo molecular (25bp DNA Ladder, Invitrogen).

A Tabela 3mostra a distribuicdo dos genotipos entre os grupos de estudo gS, gA e gSI.

Tabela 3 -Distribuicdo dos gendtipos para 0 SNP IL-17A -197 G/A rs2275913 na amostra total de individuos
residentes em éareas endémicas do Estado de Pernambuco inclusos no estudo.

Grupo/ gS gA gSlI  Total
Genotipo
GG 36 46 94 176
AG 37 35 65 137
AA 8 10 14 32
Total 81 91 173 345

Nota: Individuos com infec¢do por L. (V.) braziliensis e lesdo ativa e/ou cicatriz (grupo Sintomatico - gS, casos);
com infeccdo por L. (V.) braziliensis e sem lesdo (Grupo Assintomatico - gA, controles); e sem infec¢do (grupo
Sem Infecgdo - gSI).

Conforme a determinacdo dos genoétipos, e com base no genétipo em menor

quantidade na populacdo (AA), foram recaptados 32 individuos para analise do painel
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imunolégico, sendo 11 com genétipo AA, 10 AG e 11 GG. A Tabela 4 apresenta a

distribuicdo destes individuos por grupo de estudo.

Tabela 4-Distribuicdo dos gendtipos para 0 SNP IL-17A -197 G/A rs2275913 no subconjunto de individuos
residentes em areas endémicas do Estado de Pernambuco recaptados conforme genotipos para avaliacdo da
resposta imunoldgica.

Grupo / gS gA gSlI  Total
Genotipo
GG 0 5 6 11
AG 0 1 9 10
AA 2 4 5 11
Total 2 10 20 32

Nota: Individuos com infeccdo por L. (V.) braziliensis e lesdo ativa e/ou cicatriz (grupo Sintomatico - gS, casos);
com infeccédo por L. (V.) braziliensis e sem lesdo (Grupo Assintomatico - gA, controles); e sem infec¢éo (grupo
Sem Infecc¢do - gSl).

As proporcdes de individuos AA, AG e GG dentro dos grupos gS e gA foram
equivalentes estatisticamente: as frequéncias genotipicas e alélicas observadas apresentaram-
se em acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg em todos os grupos de estudo,
demonstrando que os pacientes portadores do alelo raro A estdo em uma frequéncia esperada

e normal entre aqueles que desenvolvem os sintomas da LTA (Tabela 5).

Tabela 5 - Frequéncias genotipicas, frequéncias alélicas e analise do equilibrio de Hardy-Weinberg na amostra
total de individuos residentes em areas endémicas do Estado de Pernambuco inclusos no estudo.

Frequéncia Frequéncia Frequénciado  Frequéncia do valor
genotipica genotipica alelo A (%) alelo G (%) dep
observada esperada pelo
(%) EqHW (%)
gSlI
AA 14 (8,09) 12,49 (7,21) 93 (26,88) 253 (73,12) 0,337
AG 65 (37,57) 68 (39,30)
GG 94 (54,33) 92,49 (53,46)
total 173
gA
AA  10(10,98) 8,31 (9,13) 55 (30,22) 127 (69,78) 0,705
AG  35(38,46) 38,37 (42,16)
GG 46 (50,54) 44,31 (48,69)
total 91
S
AA  8(9,87) 8,66 (10,69) 53 (32,72) 109 (67,28) 0,114
AG 37 (45,67) 35,66 (44,02)
GG 36 (44,44) 36,66 (45,25)
total 81

Nota: Individuos com infeccdo por L. (V.) braziliensis e leséo ativa e/ou cicatriz (grupo Sintomatico - gS, casos);
com infeccdo por L. (V.) braziliensis e sem lesdo (Grupo Assintomatico - gA, controles); e sem infecgdo (grupo
Sem Infeccéo - gSI).EqHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg. Valor de p: Significancia estatisticada comparacéo
de proporcdes entre as frequiéncias esperadas e observadaspelo teste de Qui-quadrado ao nivel de significancia
95%.
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7.4 Associagdo entre SNP -197 G/Ae LTA

Né&o foram encontradas diferencas significativas na distribuicdo dos genotipos entre gS
e gA, indicando que ndo houve associacdo dos gendétipos com o desenvolvimento de doenca
em individuos sabidamente infectados (gS x gA). Para complementar esta analise, a
associacdo dos geno6tipos com a resisténcia a infeccéo foi medida (sendo neste caso individuos
gSI considerados como “controles” e grupo gA + gS considerado como “caso”). Nenhuma
associacdo foi encontrada. A andlise de ORs revela que o polimorfismo rs2275913 nédo se
relaciona com a suscetibilidade a doenca frente a infeccdo, e nem com a permissibilidade a
entrada dos parasitos, uma vez que todos os individuos participantes sao de areas endémicas e

estdo igualmente expostos ao vetor (Tabela 6).

Tabela 6 - Medidas de associacdo (Razdo de chances; OddsRatio - OR) dos gendtipos do SNP IL-17A -197 G/A
rs2275913 com desenvolvimento de sintomas em individuos infectados, e com permissibilidade a instalagdo da
infec¢do em areas endémicas para leishmaniose tegumentar Americanano Estado de Pernambuco, comparados
ao genotipo de referéncia(GG).

SNP IL-17  OR (IC 95%) Valor de p

Caso-Controle gS x gA
(susceptibilidade da infec¢do para doenca)

AGIAA 1,278 (0,701-2,330) 0,424
AG 1,351 (0,716-2,550) 0,354
AA 1,022 (0,366-2,854) 0,967
GG 1

Caso-Controle (gS + gA) x gSI
(susceptibilidade da exposicdo para infeccao)

AGIAA 1,30 (0,855-1,994) 0,236
AG 1,27 (0,811-1,986) 0,307
AA 1,47 (0,690-3,148) 0,341
GG 1

Nota: Valor de p calculado com base na comparagdo de proporcdes de sintomaticos e assintomaticos entre 0s
portadores do alelo A e o genétipo de referéncia GG pelo teste Qui-quadrado, ao nivel de 5% de significancia.
IC: intervalo de confianca.

7.5 Avaliacao das cargas parasitarias

A comparacdo entre as cargas parasitarias dos grupos gS e gA demonstrou presenga
significativamente maior de DNA parasitario (em fentogramas - fg) nas amostras do grupo gA
(med.= 1,17 fg/uL, min.= 0,00 fg/uL, max.= 106,02 fg/uL) em relacdo ao gS (med.= 0,39
fg/uL, min.= 0,00 fg/uL, méax.= 92,02 fg/uL) (p= 0,003) (Figura 9A). Subdividindo o grupo
sintomatico, notou-se que gS curados (pacientes com cicatriz - gSc) (med.= 1,28 fg/uL, min.=

0,01 fg/uL, max.= 92,02 fg/pL) possuem maiores cargas parasitarias em relacdo aqueles com



63

lesdo ativa (gSla) (med.= 0,07 fg/uL, min.= 0,00 fg/uL, max.= 56,60 fg/uL) (p<0,0001), mas
tém quantidade semelhante de DNA parasitario em comparacdo aos assintomaticos.
Comparando gA com gSla, foi encontrada maior quantidade de parasitos em gA (p<0,0001)
(Figura 9B).

Figura 9- Comparacdo das cargas parasitarias (concentragdo de DNA em fentogramas - fg por microlitro - pL)
detectadas por PCR quantitativa em tempo real em amostras de individuos (casos e controles) residentes em
areas endémicas para leishmaniose tegumentar Americanano Estado de Pernambuco.
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Legenda: Individuos com infeccéo por L. (V.) braziliensis e leséo ativa (la) e/ou cicatriz (c) (grupo Sintomatico -
gS, casos); com infeccdo por L. (V.) braziliensis e sem lesdo (Grupo Assintomatico - gA, controles) gA: n= 89,
med.= 1,17 fg/uL, min.= 0,00 fg/uL, max.= 106,02 fg/uL; gS: n=71, med.= 0,39 fg/uL, min.= 0,00 fg/uL, max.=
92,02 fg/uL. A) Comparacdo entre as cargas parasitarias de gS e gA, com diferenca estatistica significativa (*).
B)Comparacdo entre as cargas parasitarias (DNA em fentogramas - fg) de gA e subgrupos gSla/ gSc, com
diferenca estatistica significativa (**)gSla: n=37, med.= 0,07 fg/pL, min.= 0,00 fg/uL, méax.= 56,60 fg/uL); gSc:
n= 33, med.= 0,07 fg/uL, min.= 0,00 fg/uL, max.= 56,60 fg/uL. Barras indicam as medianas.

* Valor de p menor que 0,05; ** Valor de p menor que 0,0001.

Para associar 0 SNP IL-17A -197 G/A com o0 aumento ou reducdo da quantidade de
DNA de L. (V.) braziliensis circulante as cargas parasitarias foram comparadas conforme os
genotipos (AA, AG e GG) e nos grupos gS e gA. Individuos portadores do alelo
Ahomozigotos e heterozigotos tiveram concentracfes semelhantes de DNA parasitéario
detectadas quando comparados aos GG (p= 0,397) (Figura 10A). As cargas parasitarias de
pacientes do gA ndo aparentaram diferencas comparando-se os gendtipos (p=0,293). Entre
individuos do grupo gS foi possivel notar visualmente maiores concentracbes de DNA
parasitario entre aqueles com genotipo AA, embora esta diferenca ndo tenha sido

estatisticamente significativa (p= 0,506) (Figura 10B).
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Figura 10 - Cargas parasitarias (concentracdo de DNA em fentogramas - fg por microlitro - pL) distribuidas por
gendtipos para o SNP IL17 -197 G/A rs2275913 na amostra populacional total do estudo (A), e subdividida
entreindividuos sintomaticos (gS) assintomaticos (gA) (B)residentes em areas endémicas para leishmaniose
tegumentar Americana no Estado de Pernambuco.
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Legenda: Individuos com infeccéo por L. (V.) braziliensis e lesdo ativa e/ou cicatriz (grupo Sintoméatico - gS,
casos); com infecgdo por L. (V.) braziliensis e sem lesdo (Grupo Assintomatico - gA, controles). Barras indicam
as medianas.

7.6 Obtencdo do antigenopara estimulo a PBMCs e avaliacao de Th17 / IL-17

O AgST de L. (V.) braziliensis foi obtido (Figura 11) pela metodologia otimizada

descrita no item 6.7.

Figura 11 - Gel de eletroforese SDS-PAGE corado por azul de Coomassiedemonstrando o padréo de
bandeamento da fragéo proteica soltvel purificada de cultura de promastigotas de L. (V.) braziliensis (AgST) em
concentragdes de 5 (a) e 10 (b) microgramas.
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Legenda: kDa: kilodaltons, marcador de peso molecular.

Embora a purificagdo do AgST de Leishmania néo seja detalhadamente descrita nos
estudos disponiveis na literatura (BRITO et al. 2001; CHAMAK-AYARI et al. 2014;
MARTINS et al. 2015; COELHO et al. 2003), a fracdo proteica sollvel obtida por meio de
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lise celular mecénica e ultracentrifugacdo demonstra capacidade de estimular PBMCs para
expressar citocinas Thl, Th2 e Th17 (BACELLAR et al. 2009; BRELAZ-DE-CASTRO et al.
2014; NOVOA et al. 2011), apos periodos entre 24 a 96 horas de incubacao.

7.7 Avaliacdo da resposta imune celular

Para o estudo das expressGes de moléculas de superficie e intracitoplasmaticas, foi
realizada analise dos percentuais de populacdes de linfdcitos produtores de IL-17 submetidas
a estimulos in vitro conforme descrito no item 6.8.2, pelo tempo determinado: 72 horas
(Anexo E).

7.7.1 Quantificacdo de IL-17 conforme o genotipo, SNP IL-17 -197 G/A

Para elucidar a influéncia do SNP IL-17 -197 G/A rs2275913 sobre a produgéo de IL-
17 as frequéncias de linfécitos IL-17+e as concentracdes de IL-17 nos sobrenadantes de
cultura de PBMC foram contrastadas entre portadores (AA/AG) e ndo portadores (GG) do
alelo A em individuos com (gS + gA) e sem infeccéo (gSl). As analises foram baseadas nas
culturas submetidas ao estimulo inespecifico fitohemaglutinina, que age como potencializador
da expressao de citocinas de modo geral, permitindo considerar apenas a influéncia do SNP
rs2275913 sobre a afinidade do fator de transcricdo (ESPINOZA et al. 2011) ao sitio
promotor e a consequente producao de citocina.

Em individuos infectados por L. (V.) braziliensis (gS e gA) a presenca do alelo A nao
foi capaz de alterar significativamente a quantidade de células CD4+ IL-17+ alternativas
(IFNy+) e cléssicas (IFNy-) (Figura 12A e B, respectivamente). A anélise de proporgdes dos
subtipos de células CD4+ IL-17+ em individuos ndo infectados (gSl) revelou proporcdes
maiores de células produtoras de IL-17 IFNy+ e IFNy- em portadores do alelo A, comparados
aos GG (Figura 12D e E, respectivamente). A secrecdo de IL-17 nos sobrenadantes de
homozigotos AA e heterozigotos mostrou maiores medianas em individuos AA/AG,
reforcando a influéncia do SNP para 0 aumento da producédo da citocina, embora as diferencas
entre estes e 0s GG ndo tenham sido significativas em nenhuma das condi¢fes de infeccdo
(Figura 12C e F). Os valores de p obtidos pelos Testes de Mann-Whitney aplicados para

comparagédo dos pares estdo demonstrados na figura.



66

Figura 12-Percentuais de células CD4+ IL-17+ IFNy+ e CD4+ IL-17+ IFNy-e concentragdo de IL-17A em
sobrenadantesde cultura de PBMC de individuos residentes de areas endémicas para leishmaniose tegumentar
Americana portadores e ndo portadores do SNP IL-17 -197 G/A rs2275913.
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Fonte: A autora.

Legenda: Percentuais de Th17 alternativas: CD4+ IL-17+ IFNy+ (A e D) / Th17 classicas: CD4+ IL-17+ IFNy-
(B e E) e concentragdo de IL-17 (pg/mL) (C e F)secretada em sobrenadantes de cultura em PBMCs estimulados
por fitohemaglutinina (10mg/mL), em individuos infectados por L. (V.) braziliensis sintoméaticos e
assintomaticos (A, B, C) e em individuos ndo infectados (D, E, F).As barras indicam as medianas. CD: Cluster
of Differentiation.

7.7.2 Correlacdo de células Th17 e IL-17 com a carga parasitaria

A influéncia das células produtoras de IL-17 sobre a carga parasitaria foi observada
nos 12 pacientes expostos a infeccdo incluidos nas andlises de resposta imunologica (2 gS e
10 gA). Avaliando a participagdo do IFNy+ por meio dos subtipos de IL-17 (alternativas e
classicas), uma correlacao significativa dos percentuais de células CD4+ IL-17+IFNy+ com a
concentracdo de DNA parasitario (em fg/uL) (p=0,043; r=-0,589) foi observada. Esta analise
aponta que linfocitos Thl7 estimulados por antigeno solUvel total de L. (V.) braziliensis
(agST) produtores de IFNy+ sdo majoritariamente responsaveis pelo decréscimo da carga
parasitaria, enquanto os linfocitos CD4+ IL-17+ IFNy- parecem exercer influéncia mais
discreta sobre a eliminacdo dos parasitas (p=0,606; r=-0,392) (Figura 13A e B,
respectivamente).

O papel da IL-17 sobre a destruicdo dos parasitas foi demonstrado pela anélise de
correlacdo das concentragdes de IL-17 em sobrenadantes de cultura de PBMC de individuos
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expostos a infec¢do. Nao foi observada correlagdo da IL-17 com a carga parasitaria (p=0,674,

r=10,135) (Figura 13C).

Figura 13 - Correlac&o entre os percentuais de linfécitos CD4+ IL-17+produtores e ndo produtores de IFNy e
concentracdo de IL-17 em sobrenadantes de cultura de PBMC com a concentracdo de DNA parasitario detectada
em pacientes de areas endémicas para LTA no Estado de Pernambuco.
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Legenda: Percentuais de Thl7 alternativas: CD4+ IL-17+ IFNy+ (A) / Thl7 cléassicas: CD4+ IL-17+ IFNy- (B)
calculado dentro da populagdo total de linfocitos das amostras, e concentracdo de IL-17 detectada em
sobrenadantes de cultura de células mononucleadas de sangue periférico (peripheral blood mononucleated cells -
PBMC). CD: Cluster of Differentiation. r= coeficiente de correlacdo linear de Pearson. Valores de p<0,05 foram
considerados significativos.
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8. DISCUSSAO

Fatores hereditarios tém sido considerados como vias de explicacdo para a variagao
interindividual de suscetibilidade nas leishmanioses (CASTELLUCI, 2010; FRADE et al.
2011). Este estudo avaliou a associacdo de um fator genético em IL-17 (SNP IL-17A -197
G/A 1s2275913) com o risco de desenvolver leishmaniose tegumentar Americana em
municipios onde a doenca é endémica no Estado de Pernambuco, bem como a relacdo deste
SNP com a geracéo da resposta celular do tipo Th17.

Um estudo realizado por Araujo et al. (2016) associou fatores bioldgicos (género),
sociais (renda per capita), econémicos (atividade laboral) e relacionados ao peridomicilio
(presenca de animais) com o risco de LTA em PE. No entanto, ndo foram encontrados estudos
de associacdo de fatores genéticos com leishmanioses na popula¢do humana pernambucana.
Os individuos do presenteestudo provém de 9 municipios de Pernambuco, compondo uma
amostra populacional bem distribuida no Estado, ja que este Estado tem 19 (34%) de seus 185
municipios considerados endémicos para LTA (BRASIL, 2007; MIRANDA et al. 2011).Uma
vez que esses municipios tém poucas variagdes geoclimaticas, de incidéncia, e de aspectos
sociodemogréaficos, optou-se por agrupar todas as amostras para as analises.

Castelluci et al. (2006; 2010) utilizaram a IDRM como Unico critério diagnostico para
associar o SNPs de IL-6, CXCR e SLC11A1 com a leishmaniose cutanea e mucocutanea. A
definicdo de grupos caso e controle, teve como objetivo discriminar entre individuos
suscetiveis e resistentes a infec¢do por L. (V.) braziliensis. Foram usados testes de diagnostico
imunoldgico (IDRM) e molecular (QPCR kDNAZL), com sensibilidades de 80-100%
(MANZUR; BARI, 2006) e 91,4% (PAIVA-CAVALCANTI et al. 2013) respectivamente. A
boa sensibilidade dos testes aplicados contribui em assegurar que houve exposi¢do prévia dos
grupos ao patdégeno, mesmo quando sinais e sintomas ndo foram observados. Em virtude da
indisponibilidade da IDRM (Anexo B), ndo foi possivel utilizar os resultados destas técnicas
em conjunto, avaliando exposicdo e desenvolvimento de memdria imunoldgica. Apesar disso,
a alta especificidade do sistema de gPCR utilizado suporta seu uso para identificar individuos
que, de fato, foram alvos da transmissdo vetorial de L. (V.) braziliensis, permitindo a
composic¢ao de um grupo controle adequado.

A andlise da distribuicdo de género entre 0s casos e controles sugeriu que a
susceptibilidade a LTA ndo esteja associada ao sexo. Apesar disso, € conhecido que uma
maior proporcdo dos pacientes com LTA seja do sexo masculino, em razdo de sua maior

exposicdo ocupacional (na agricultura, por exemplo) ao vetor, tendo incidéncias 2,5 a 3,5
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vezes maiores da doenca (CABRERA et al. 1995; GIEFING-KROLL et al. 2015). A
comparacao entre as médias de idade entre sintomaticos e assintomaticos, contudo, revela que
individuos mais jovens sdo menos suscetiveis a doenca causada por L. (V.) braziliensis. Um
estudo de Shaw et al. (1995), avaliando a susceptibilidade a infeccdo por L. (V.) peruviana
calculou que individuos infectados em idades menores sdo mais suscetiveis a LTA. O mesmo
parece ocorrer em infec¢bes por L. infantum /donovani, que causam a forma visceral da
leishmaniose (SINGH et al. 2007; MACIEL et al. 2008). Um estudo de Adisson et al. (2014)
mostrou que individuos com idades mais avancadas desenvolvem respostas inflamatdrias
mais potentes, por ter menor capacidade de controlar a inflamagdo. Em virtude da
peculiaridade de L. (V.) braziliensis em estimular mais fortemente a producdo de citocinas
pré-inflamatorias como IFNy, TNF e IL-6 do que as outras espécies de Leishmania
(SILVEIRA et al. 2009; RODRIGUES et al. 2014), individuos mais jovens sao favorecidos
por sua melhor capacidade de controle da inflamacao.

A IL-17A desempenha um papel importante na potencializagdo da imunidade celular
adaptativa pré-inflamatéria. Estudos com abordagens imunoldgicas e moleculares sugerem
que os linfocitos Th17 tém impacto significativo no desenvolvimento e agravamento da LTA
em modelos animais e em humanos, quando infectados por L. (V.) braziliensis (BACELLAR
et al. 2009; GONZALEZ-LOMBANA et al. 2013; GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et
al. 2017). O SNP rs2275913 esta localizado dentro de um motivo de ligacdo para o fator
nuclear de células T ativadas (NFACT) que é um regulador critico de expressdo de IL-17
(LIU; LIN; GAFFEN, 2004). Foi previamente demonstrado que o alelo -197A proporciona
maior afinidade do NFACT pelo sitio promotor, resultando na secrecdo mais exuberante de
IL-17 (ESPINOZA et al. 2011b).

Embora o papel protetor da IL-17 contra a leishmaniose visceral esteja sendo
constantemente reforcado (PITTA et al. 2009; GHOSH et al. 2013; NASCIMENTO et al.
2015), e sua participagdo no agravamento da LTA seja evidente (BACELLAR et al. 2009;
GONZALEZ-LOMBANA et al. 2013), investigamos pela primeira vez neste estudo a
associacdo de uma variante genética em IL-17 com o desfecho clinico da doenca. A anélise de
risco para leishmaniose tegumentar Americana, conforme o genétipo pelo calculo da OR de
pacientes portadores do alelo raro A, mostrou que esta variante ndo esta diretamente associada
com a susceptibilidade ao desenvolvimento de doenca entre infectados, e nem com maior
susceptibilidade ao estabelecimento da infeccdo. Apesar da conhecida influéncia de
componentes genéticos na LTA (HANDMAN et al. 2005), o efeito individual deste SNP néo
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é suficiente para justificar o surgimento da doenca, devido a natureza multifatorial da LTA.
Na LTA, componentes salivares do vetor, viruléncia parasitaria (que pode variar intraespécie)
e estado nutricional, e imunoldgico (ex.: co-infeccdo HIV) (REITHINGER et al. 2007) séo
outros determinantes de susceptibilidade que podem se sobrepor ao background genético do
hospedeiro.

Conforme verificado por Hong e Park (2012), em analise do tipo caso-controle para o
n amostral adotado neste estudo a associacao seria significativa quando OR>2,00. Segundo o0s
mesmos autores, para tornar estatisticamente significativa a interpretacdo das ORs deste
estudo (+ 1,30), uma amostra populacional 7 vezes maior seria necesséria. Diante da baixa
incidéncia da LTA (BRASIL, 2007) e da dificuldade de acesso aos casos por tratar-se de uma
doenca negligenciada, ndo fatal e de caréater rural, a obtencdo de uma amostra desta magnitude
torna-se dificil.

Estudos anteriores associaram o SNP rs2275913 a doencas fortemente relacionadas a
atividade inflamatoria crénica, como asma e doencas autoimunes (ARISAWA et al. 2008;
CORREA et al. 2012; NORDANG et al. 2009), e algumas doengas infecciosas (LOCKART et
al. 2006; MEEKS et al. 2009; JUHO et al. 2015). A associa¢do do polimorfismo IL-17A
rs2275913com a tuberculose foi investigada, e ndo teve relagéo significativa com a doenga em
populacOes asiaticas e caucasianas (ZHAO et al. 2016). No entanto, recentemente Milano et
al. (2016) propuseram que o alelo A estaria ligado a protecéo contra tuberculose na regiéo sul
do Brasil (OR= 0,29; p= 0,04), devido a maior producdo de IL-17 causada por maior
afinidade deste alelo aos NFATCs.

O papel da IL-17 também ¢é crucial para protecdo contra Trypanosoma cruzi, que
pertence a mesma familia de protozoarios de Leishmania sp. A IL-17 na doenca de Chagas
tem sido atribuido o controle da parasitemia por T. cruzi e protecdo contra a forma cardiaca da
doenca de Chagas (MIYAZAKI et al. 2010; ERDMANN et al. 2013), mas também seu
envolvimento com as formas mais graves de cardiomiopatia (ALMEIDA et al. 2018).Apesar
deste conhecimento, a analise da associagdo entre 0 SNP rs2275913 e o desenvolvimento da
forma cardiaca ndo mostrou relacdo significativa do alelo A com a cardiomiopatia na
populagéo colombiana estudada (RODRIGUEZ et al. 2015).

Para avaliar a influéncia do SNP IL-17 -197 G/A sobre a LTA, as cargas parasitarias
dentro de cada grupo genotipico foram comparadas. Primeiro, as quantidades de DNA
parasitario em individuos sintomaticos foi contrastada com os assintomaticos, revelando

menores cargas parasitarias no primeiro grupo (gS< gA, p=0,003). A escassez de parasitismo
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é uma observagdo comum em pacientes com les6es dérmicas causadas por L. (V.) braziliensis
(MAGALHAES et al. 1986; PEREIRA et al. 2017), pois os pacientes desenvolvem respostas
inflamatdrias intensas que eliminam os parasitas e danificam o tecido, causando as
lesbes(BARRAL-NETO et al. 1986). Este fato enfatiza inclusive, a necessidade de técnicos
experientes e indica abordagens moleculares como a qPCRpara confirmar um diagnostico
(PIRMEZ et al. 1999; PAIVA-CAVALCANTI et al. 2013).

A cura parasitologica, no entanto, ndo ocorre em infecgcdes por L. (V.) braziliensis,
uma vez que o KDNA estd presente em 80% dos pacientes curados (SCHUBACH et al.
1998;BACELLAR et al. 2009; ASSIS-SOUZA et al. 2013). Visto que o0 grupo gA é composto
de residentes de areas endémicas, e diante da alta sensibilidade da técnica de gPCR, utilizada
como critério de classificacdo dos casos, é esperado que estes possuam resquicios de DNA
parasitario circulante, assim como os individuos sintomaticos curados (gSc). As baixas
quantidades de DNA parasitario encontradas nos individuos com lesdo ativa(gSla) em relagédo
aos demais grupos reforcam que na LTA a doenca ndo depende primordialmente da
magnitude da carga parasitaria. A LTA tem sido associada principalmente a falhas na
secrecdo de citocinas anti-inflamatorias, especialmente a 1L-10 (FARIA et al. 2005), que
permitem a exacerbagdo da secrecdo de [FNy e IL-17 (GONZALEZ-LOMBANA et al. 2013).

A participagdo da IL-17 foi correlacionada com a cura espontanea em humanos
(NOVOA et al. 2011) e em infeccdo experimental de camundongos C57BL/6 por L. (V.)
braziliensis (VARGAS-INCHAUSTEGUI et al. 2008) e com cura induzida na infeccdo por
outra espécie do subgénero Viannia (CASTILHO et al. 2010), sendo atribuida nestes estudos
a participacdo de mecanismos regulatorios para controlar a inflamacéo local. Por outro lado, a
IL-17 também tem sido relacionada apenas ao aumento da inflamacdo, sem interferéncia
sobre a destruicdo dos parasitas, que dependeria principalmente dos mondcitos/macrofagos
recrutados/ativados por IFNy (LOPEZ-KOSTKA et al. 2009; GONZALEZ-LOMBANA et al.
2013).

Nas amostras desde estudo, foram observadas medianas semelhantes de DNA
parasitario circulante entre AG e AA comparados a GG. Considerando que estudos anteriores
demonstraram maior produgéo de IL-17 entre portadores do alelo A, este resultado contribui
para reforcar que o decréscimo da carga parasitaria ndo esta diretamente ligado a atividade da
IL-17. Anderson et al. (2009) encontraram associacdo entre a patologia grave e a presenca de
células CD4+IL-17+, que também estava ligada a um aumento no infiltrado celular de

macrofagos neutrofilos. No entanto, apesar de contribuir para a exacerbacéo da lesdo, nenhum
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efeito benéfico de controle da replicacdo parasitaria foi observado (ANDERSON et al.
2009).Foi sugerido ainda que neutrofilos podem agir a favor da permanéncia dos parasitas,
facilitando sua insercdo nos macrofagos inativados, dependendo do estagio da infecgédo
(CARMO et al. 2010; RIBEIRO-GOMES et al. 2012).A presenca de IL-17 parece, portanto,
aumentar o processo inflamatorio sem necessariamente causar morte parasitaria. Por um
mecanismo mediado pela presenga de neutrdfilos, maiores niveis de IL-17 poderiam ainda
contribuir para a manutencédo dos parasitas.

Outros estudos, porém, demonstraram a a¢do de Th17 em atrair células produtoras de
IFNy, que contribuem de forma significativa com a destrui¢cdo de Leishmania sp. (VARGAS-
INCHAUSTEGUI et al. 2008; KATARA et al. 2013). Conforme revisado por Gongalves-de-
Albuquerque et al. (2017), a atuacdo das células Thl7 em relacdo aos parasitas depende do
momento da infeccdo em que os neutréfilos sdo recrutados e do tempo de permanéncia da IL-
17 no tecido, além da espécie parasitaria envolvida.

As infecgBes por Leishmania sp.estimulam fortemente a producdo de IL-17: niveis
elevados de IL-17 foram medidos em sobrenadantes de cultura de PBMCs de pacientes com
LT causadas por L. (V.) braziliensis (BACELLLAR et al. 2009; CASTILHO et al. 2010), e
em LT causada por outras espécies (ESPIR et al. 2011). Os estudos supracitados, porém,
utilizam extratos totais de proteinas solGveis e ndo detalham metodologias de
extracdo/purificagdo dos antigenos especificos utilizados para estimular as culturas de células.
O protocolo utilizado neste estudo baseou-se na técnica utilizada por Chamak-Ayari et al.
(2014), que isola proteinas de superficie de membrana de Leishmania, que sdo reconhecidas
por células Thl humanas e demonstraram alto nivel de prote¢cdo em camundongos vacinados.

A influéncia do SNP rs2275913 na expresséo e secrecdo da IL-17 foi demonstrada por
um estudo de Espinoza et al. (2011b): linfdcitos de pacientes sadios AA / AG estimulados in
vitro por PHA secretaram niveis significativamente mais altos de IL-17 do que os individuos
GG, sugerindo que a variante de sequéncia rs2275913 altera a afinidade do promotor do IL-17
para fatores de transcricdo liberados em resposta a ativacdo de células T, levando a uma
producdo diferencial de IL-17. Nosso estudo demonstrou que em individuos infectados por L.
(V.) braziliensis a presenca do alelo A ndo altera de forma perceptivel a quantidade de
citocina produzida (observada pelos percentuais de células Thl7 alternativas e classicas e
concentracdo de IL-17 nos sobrenadnates), corroborando com a auséncia de associacdo
encontrada no estudo genético. Por outro lado, em individuos sem infeccdo, um percentual

significativamente maior de células CD4+IL-17+ em comparacdo ao grupo nao portador do A
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(GG) é encontrado, confirmando os achados de Espinoza et al. (2011), embora a secre¢do da
citocina (concentracdo de IL-17 nos sobrenadantes de cultura) néo tenha sido efetivamente
maior. E importante considerar que muitos tipos e subtipos celulares estdo presentes na
populacdo de PBMC resultando em uma diversidade de regulagdes imunoldgicas. Ainda,
outros polimorfismos importantes ndo investigados neste estudo (ex.: IL-17F 7488 T/C
rs763780) podem atuar na quantidade total de citocina secretada em cada grupo (CHEN et al.
2010).

Os resultados aqui apresentados reforcam os achados anteriores sobre 0 aumento da
producdo de IL-17 pelo SNP rs2275913 (CHEN et al. 2010; ESPINOZA et al. 2011b). O
estudo de associacdo com susceptibilidade nos contextos de exposicdo para infeccdo e de
infeccdo para doenca mostraram que a IL-17 ndo é determinante para o estabelecimento de L.
(V.) braziliensis no hospedeiro ou para definir se o individuo infectado expressara
clinicamente a doenca, caracterizada pelas lesdes dérmicas ulceradas. Contudo, a presenca de
maiores concentracGes de IL-17 pode agravar a doenca j& expressa confrme revisado em
literatura (HARTLEY et al. 2016; GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al. 2017). Os
dados obtidos neste estudo somados aos achados anteriores (CHEN et al. 2010; ESPINOZA et
al. 2011) sugerem, portanto, que a presenca deste SNP tendo como consequénciao aumento da
IL-17 poderia ter relagdo com o agravamento das lesdes da LTA devido a sua forte atividade
inflamatoria.

A eliminacdo parasitaria em infec¢bes por Leishmania spp. depende diretamente da
presenca de IFNy (ANDERSON et al. 2009; GONZALEZ-LOMBANA et al. 2013).As
andlises de correlacdo dos tipos celulares CD4+IL-17+ IFNy+ e IFNy- com a quantidade de
DNA detectada nos individuos indicaram que linfécitos Th17 produtores de IFNy+ exercem
influéncia mais significativa na destruicdo parasitaria, enquanto os linfocitos CD4+ IL-17+
IFNy- parecem exercer influéncia discreta sobre a eliminacdo dos parasitas, devido a sua
atuacdo sinérgica com Th1l/IFNy. A ndo correlacdo da IL-17 com a carga parasitara foi
confirmada pela andlise de IL-17 em sobrenadantes, que ndo teve influéncia sobre a
quantidade de DNA parasitario detecada. De fato, a sinergia de IL-17 e IFNy em humanos é
sugerida por uma correlacdo positiva entre a expressdo de mRNA IL-17 e IFNy em lesdes ML
causadas por L. major (BOAVENTURA et al. 2010), contrastando com 0 antagonismo
observado em camundongos C57BL/6 (GONZALEZ-LOMBANA et al. 2013). Neste
contexto, nosso estudo contribuiu em indicar que a presenca de IL-17 ndo atua diretamente

sobre a eliminagdo parasitaria, sendo este papel diretamente relacionado com a atividade do
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IFNy, conforme previamente observado por ANDERSON et al. 2009; GONZALEZ-
LOMBANA et al. 2003).
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9. CONCLUSOES

Este estudo avaliou pela primeira vez a relacdo entre uma variante genética em IL-17 e
a susceptibilidade a LTA. O estudo de associacdo do tipo caso-controle ndo demonstrou
significancia suficiente da associacdo SNP IL-17 -197 G/A com a susceptibilidade a LTA
para sugeri-lo comomarcador.

A avaliagdo da presenca de IL-17 intracelular e extracelular e da secrecdo de IL-17
entre individuos saudaveis portadores e ndo portadores do alelo A neste estudo reforcou
achados de estudos anteriores quanto a influéncia deste SNP para o aumento da producao
desta citocina. Foi observado, porém, que individuos infectados por L. (V.) braziliensis ndo
apresentam variagdo significativa de IL-17 entre os genotipos, corroborando o resultado das
analises genéticas.

A analise de cargas parasitarias indicou que a presenca de IL-17 ndo atua de forma
direta na eliminag&o dos parasitas. Uma vez que linfécitos Th17 IFNy+ estao mais fortemente
correlacionados com o nimero de parasitas,foi possivel observar que a eliminacéo de L. (V.)
braziliensis depende diretamente da presenca de IFNy.
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10. PERSPECTIVAS

Os dados obtidos no presente estudo demonstram que a IL-17, estudada isoladamente,
ndo tem papel determinante sobre o desenvolvimento de lesdes dérmicas emconsequéncia da
infeccdo por L. (V.) braziliensis. A compilacdo dos recentes achados publicados na literatura
cientifica acerca do papel da IL-17 na imunopatogenia da LTA aponta que esta citocina esta
associada ao agravamento das lesdes causadas pela infeccdo por L. (V.) braziliensis, podendo
inclusive levar a evolucao da doenca para a forma mucocuténea. Apesar de o SNPIL-17A -197
G/A rs2275913 ndo ser Util como marcador preditivo do surgimento da LTA, a confirmacao
de maiores concentracbes de IL-17 na presenca do alelo mutante Asugere que este
polimorfismo possa estar significativamente associado com o agravamento das lesdes. Um
estudo com desenho direcionado para a investigacdodesta hipotese pode ajudar a identificar
individuos mais vulneraveis, possibilitanto a prevencdo de expressdes mais graves e

debilitantes da doenca.
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APENDICE A - Termos de consentimento Livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Paciente Menor de 18 anos

Ao senhor (a) responsavel pelo individuo menor de idade, gostariamos de convidar o (a) menor a participar do
projeto de pesquisa intitulado “Caracterizacédo da resposta imune celular a infec¢do por L. (V.) braziliensis
na presenca do SNP 197(G/A) em regido promotora do IL-17”, que sera desenvolvido no Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes da Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ). O objetivo principal desta pesquisa é obter
informages sobre as causas genéticas e imunolégicas do desenvolvimento da leishmaniose tegumentar em
alguns individuos da comunidade, comparando caracteristicas encontradas em amostras de sangue de individuos
doentes e ndo doentes.

O (A) menor faré parte do grupo de pacientes, que serd submetido a coleta de sangue, que sera realizada com
material estéril, descartavel, e por profissionais de salde de reconhecida capacidade para executd-la. Serdo
coletados 22 mL de sangue em trés tubos, que correspondem a 2 colheres de sopa e meia. Este volume ndo causa
prejuizo a integridade fisica do menor. Quanto aos riscos, apesar de todas as medidas preventivas e cuidados
tomados no sentido de proteger os voluntarios, 0 menor podera sentir algum desconforto ou ardéncia.

Este estudo contribuird para um melhor conhecimento da leishmaniose tegumentar humana e o uso destas
informagdes podera permitir o desenvolvimento de tratamentos e medidas de controle da doenca direcionadas as
populagbes numa perspectiva futura.

Garantimos que a privacidade do (da) menor serd preservada e 0s dados pessoais serdo confidenciais e mantidos
sob sigilo, ndo sendo divulgados em nenhuma hip6tese. Antes da participacdo do menor no referido projeto, o
senhor tem a total liberdade de pedir qualquer esclarecimento adicional que julgue necessario, que sera
esclarecido por um participante do estudo. O (A) Sr. (a) poderd recusar ou retirar 0 seu consentimento, em
qualquer momento da investigacdo, sem qualquer punigéo ou prejuizo.

Solicitamos sua autorizacdo para que a Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ-PE) possa utilizar as
informagdes obtidas neste estudo em reunides, congressos e publicagBes cientificas preservando, neste caso, a
identidade do (a) menor. Permitindo a participagdo do menor na pesquisa, o Sr. (a) concorda com 0 estoque
(Linhagens de células e Banco de DNA) da amostra coletada para posterior estudo. Neste caso, o senhor (a) serd
informado da necessidade de utilizar a amostra em outra pesquisa.

Este documento serd feito em duas vias, ficando uma em posse do participante e a outra com o coordenador da
pesquisa.

Em caso de duvidas ou outras informacdes posteriores o (a)Sr.(a) poderd entrar em contato com a equipe
responsavel, através dos telefones abaixo e caso exista a necessidade de apresentar recursos ou reclamag@es em
relacdo & pesquisa podera entrar em contato com o Comité de Etica do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhes,
através do telefone (81) 2101-2639, o qual tomara as medidas cabiveis.

Desejo ser informado se a amostra precisar ser analisada futuramente: ( ) SIM () NAO

data:
Nome do menor

data:
Assinatura do responsavel pelo menor

data:
Suénia da Cunha Gongalves de Albuquerque, Biomédica Fone: 8785-2246
Responsavel pela pesquisa

data:

Milena de Paiva Cavalcanti, PhD Fone: 2101-2679
Coordenadora do projeto
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Paciente Menor de 18 anos

Ao senhor (a) responsavel pelo individuo menor de idade, gostariamos de convidar o (a) menor a participar do
projeto de pesquisa intitulado “Caracteriza¢édo da resposta imune celular a infec¢do por L. (V.) braziliensis
na presenca do SNP 197(G/A) em regido promotora do IL-17”, que sera desenvolvido no Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes da Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ). O objetivo principal desta pesquisa é obter
informages sobre as causas genéticas e imunolégicas do desenvolvimento da leishmaniose tegumentar em
alguns individuos da comunidade, comparando caracteristicas encontradas em amostras de sangue de individuos
doentes e ndo doentes.

O (A) menor fara parte do grupo de pacientes, que serd submetido a coleta de sangue, que sera realizada com
material estéril, descartavel, e por profissionais de salde de reconhecida capacidade para executd-la. Serdo
coletados 22 mL de sangue em trés tubos, que correspondem a 2 colheres de sopa e meia. Este volume ndo causa
prejuizo a integridade fisica do menor. Quanto aos riscos, apesar de todas as medidas preventivas e cuidados
tomados no sentido de proteger os voluntarios, 0 menor podera sentir algum desconforto ou ardéncia.

Este estudo contribuirda para um melhor conhecimento da leishmaniose tegumentar humana e o uso destas
informagdes podera permitir o desenvolvimento de tratamentos e medidas de controle da doenca direcionadas as
populages numa perspectiva futura.

Garantimos que a privacidade do (da) menor serd preservada e os dados pessoais serdo confidenciais e mantidos
sob sigilo, ndo sendo divulgados em nenhuma hip6tese. Antes da participacdo do menor no referido projeto, o
senhor tem a total liberdade de pedir qualquer esclarecimento adicional que julgue necessario, que serd
esclarecido por um participante do estudo. O (A) Sr. (a) poderd recusar ou retirar 0 seu consentimento, em
qualquer momento da investigacao, sem qualquer puni¢ao ou prejuizo.

Solicitamos sua autorizacdo para que a Fundagdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ-PE) possa utilizar as
informagdes obtidas neste estudo em reunides, congressos e publicacBes cientificas preservando, neste caso, a
identidade do (a) menor. Permitindo a participacdo do menor na pesquisa, o Sr. (a) concorda com o estoque
(Linhagens de células e Banco de DNA) da amostra coletada para posterior estudo. Neste caso, 0 senhor (a) sera
informado da necessidade de utilizar a amostra em outra pesquisa.

Este documento serd feito em duas vias, ficando uma em posse do participante e a outra com o coordenador da
pesquisa.

Em caso de duvidas ou outras informacdes posteriores o (a)Sr.(a) poderd entrar em contato com a equipe
responsavel, através dos telefones abaixo e caso exista a necessidade de apresentar recursos ou reclamagdes em
relacdo & pesquisa podera entrar em contato com o Comité de Etica do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées,
através do telefone (81) 2101-2639, o qual tomara as medidas cabiveis.

Desejo ser informado se a amostra precisar ser analisada futuramente: ( ) SIM () NAO

data:
Nome do menor

data:
Assinatura do responsavel pelo menor

data:
Suénia da Cunha Gongalves de Albuquerque, Biomédica Fone: 8785-2246
Responséavel pela pesquisa

data:

Milena de Paiva Cavalcanti, PhD Fone: 2101-2679
Coordenadora do projeto
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Paciente

Convidamos o Sr. (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “Caracterizacdo da resposta imune celular
a infeccdo por L. (V.) braziliensis na presenca do SNP 197(G/A) em regido promotora do IL-17”, que sera
desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundagdo Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ). O
objetivo principal desta pesquisa é obter informagdes sobre as causas genéticas e imunolégicas do
desenvolvimento da leishmaniose tegumentar em alguns individuos da comunidade, comparando caracteristicas
encontradas em amostras de sangue de individuos doentes e ndo doentes.

O (A) Sr. (a) fara parte do grupo de pacientes, que sera submetido a coleta de sangue, realizada com material
estéril, descartavel, e por profissionais de salde de reconhecida capacidade para executd-la. Serdo coletados 22
mL de sangue em trés tubos, que correspondem a 2 colheres de sopa e meia. Este volume ndo causa prejuizo a
sua integridade fisica. Quanto aos riscos, apesar de todas as medidas preventivas e cuidados tomados no sentido
de proteger os voluntarios, o Sr. (a) podera sentir algum desconforto ou ardéncia.

Este estudo contribuird para um melhor conhecimento da leishmaniose tegumentar humana e o uso destas
informacdes podera permitir o desenvolvimento de tratamentos e medidas de controle da doenca direcionadas as
populages numa perspectiva futura.

Garantimos que a privacidade do (da) Sr (a) sera preservada e os dados pessoais serdo confidenciais e mantidos
sob sigilo, ndo sendo divulgados em nenhuma hipdtese. Antes da participagdo no referido projeto, o senhor tem a
total liberdade de pedir qualquer esclarecimento adicional que julgue necessario, que sera esclarecido por um
participante do estudo. O (A) Sr. (a) podera recusar ou retirar o seu consentimento, em qualquer momento da
investigacao, sem qualquer punicdo ou prejuizo.

Solicitamos sua autorizacdo para que a Fundagdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ-PE) possa utilizar as
informacdes obtidas neste estudo em reunides, congressos e publicacdes cientificas preservando, neste caso, a
sua identidade. Aceitando participar da pesquisa, 0 Sr. (2) concorda com o estoque (Linhagens de células e
Banco de DNA) da amostra coletada para posterior estudo. Neste caso, 0 (a) senhor (a) sera informado (a) da
necessidade de utilizar a amostra em outra pesquisa.

Este documento serd feito em duas vias, ficando uma em posse do participante e a outra com o coordenador da
pesquisa.

Em caso de davidas ou outras informagdes posteriores o0 (a)Sr.(a) poderd entrar em contato com a equipe
responsavel, através dos telefones abaixo e caso exista a necessidade de apresentar recursos ou reclamagdes em
relacdo a pesquisa podera entrar em contato com o Comité de Etica do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhes,
através do telefone (81) 2101-2639, o qual tomara as medidas cabiveis.

Desejo ser informado se a amostra precisar ser analisada futuramente: ( ) SIM () NAO

data:
Nome do participante do estudo

data:
Suénia da Cunha Gongalves de Albuquerque, Biomédica Fone:
Responséavel pela pesquisa

data:

Milena de Paiva Cavalcanti, PhD Fone: 2101-2679
Coordenadora do projeto
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TERMO DEASSENTIMENTO DO MENOR

Eu, , em acordo com a decisdo
de meus pais e/ou responsaveis aceito participar da pesquisa sobre o sistema de defesa do
corpo contra a Leishmaniose, e permito que meu sangue seja coletado para anélise.

data:
Assinatura do menor

data:
Suénia da Cunha Gongalves de Albuquerque, Biomédica Fone: 8785-2246
Responséavel pela pesquisa

data:

Milena de Paiva Cavalcanti, PhD Fone: 2101-2679
Coordenadora do projeto
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Abstract

leishmaniasis.

138 bp product.

Background: Molecular biological methods have become increasingly relevant to the diagnosis and control of
infectious diseases, such as leishmaniasis. Since various factors may affect the sensitivity of PCR assays, including
DNA vield and purity, an optimal extraction method is pivotal. Losses of a parasite’s DNA during extraction may
significantly impair its detection by PCR and lead to false-negative results. This study proposes a triplex PCR assay
targeting the parasite’s DNA, an external control (pUC18) and an internal control (G3PD) for accurate diagnesis of

Results: Two primer pairs were designed to detect the plasmid pUC18 and a triplex PCR assay targeting the
Leishmania braziliensis kinetoplast DNA, the external control and the internal control was standardized. The triplex
PCR assay was assessed for its ability to detect the three target DNA fragments simultaneously.

PCR products from pUC18 DNA resulted in bands of 368 (P1) and 316 (P2) base pairs (bp). The triplex PCR
optimized with the chosen external control system (P1) allowed the simultaneous detection of the internal control
(G3PD - 567 bp) as well as of small quantities (10 pg) of the target parasite’s DNA, detected by amplification of a

Conclusions: The new tool standardized herein enables a more reliable interpretation of PCR results, mainly by
contributing to quality assurance of leishmaniasis diagnosis. Furthermore, after simple standardization steps, this
protocol could be applied to the diagnosis of other infectious diseases in reference laboratories. This triplex PCR
enables the assessment of small losses during the DNA extraction process, problems concerning DNA degradation
(sample quality) and the detection of L. braziliensis KDNA.

Keywords: Extraction control, Multiplex PCR, pUC18, Leishmaniasis, Diagnosis, False-negative result

Background

Methods in molecular biology have become extremely
relevant to the diagnosis and control of infectious diseases,
such as leishmaniasis. Information on DNA sequences has
been extensively exploited for the development of poly-
merase chain reaction (PCR) based assays for various ap-
plications, including understanding of parasite genetics
and diagnosis of parasitic diseases [1]. DNA analysis offers

* Correspondence: mp@cpgam.fiocruzbr

Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes
(CPgAM), Av. Prof. Moraes Rego, &/n, Recife, Pernambuco CEP 50670-420,
Brasil

( BioMed Central

advantages over traditional serological and parasitological
methods, including decreased sample processing time and
elimination of the need for culturing [2,3]. As a result,
medical and veterinary diagnostic tools and public health
laboratories worldwide are increasingly being called upon
to introduce molecular diagnostic tests for both endemic
and exotic diseases [4].

PCR and its variations (e.g., nested, multiplex, real-time)
have contributed to the detection of disease agents in
humans and animals, including Leishmania spp. with high
sensitivity and specificity [5-7]. Additionally, the possibility
of combining multiple targets in the same assay enables

© 2014 Gongalves-de-Albuguerque et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the
terms of the Creative Commans Attribution License (https//creativecommons.orgflicenses/by/2.0), which permits unrestricted
use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commaons

Public Domain Dedication waiver (http//creativecommons.org/publicdomain/zera/1.0/) applies to the data made available in

this article, unless atherwise stated.
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the identification of parasites to the species level, the
evaluation of sample integrity and also PCR performance
on pools of phlebotomine sandflies [8-12].

Recently, a duplex PCR assay was standardized to evalu-
ate the integrity of the DNA template by amplifying the
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene (G3PD
or GAPDH) of mammals in the same reaction for the
diagnosis of Leishmania spp. infection [7]. The quality
of the DNA samples extracted from blood and biop-
sies was evaluated by including a primer system to de-
tect the G3PD gene in two standardized PCR assays
for L. infantum (mVL) or L. braziliensis (mACL). The
expression of this gene in all mammalian cells ensures
its detection in samples whose conditions are suitable
for diagnostic tests [13-15]. In the aforementioned
study, the endogenous control was negative in 33% of
the samples tested, demonstrating losses of reliability
due to poor sample quality. In addition, some known
positive samples, with quality assured by the G3PD
detection, were PCR-negative for the main DNA target
(L. infantum). These results indicated the necessity of
not only ensuring the high quality of each individual
sample, but also assessing possible losses of minimal
amounts of the target parasite’s DNA.

The extraction of nucleic acids from biological samples
is a critical step and may result in losses of the target
DNA [16]. Since various factors may affect the sensitivity
of PCR assays, including DNA vyield and purity, an optimal
extraction method is essential. In recent years, commercial
extraction kits have become available for blood and other
biological specimens, such as skin. These kits perform dir-
ect cell lysis, speeding up sample processing and reducing
the potential of variability, which has led to common
use. However, extraction protocols often suffer from in-
adequacies including incomplete cell lysis, DNA binding
to surfaces, poor DNA recovery and the co-extraction
of salts and proteins that inhibit DNA-DNA hybridization
and enzymatic reactions [16,17].

Realizing the importance of DNA extraction for the
proper functioning of PCR-based methods, several groups
have evaluated the efficiency of commercial kits for differ-
ent types of samples [16,18-20]. Nevertheless, the most
common PCR protocols monitor the sample quality by
spectrophotometric determination of DNA or in separate
reactions, neither controlling for PCR inhibition nor con-
firming successful DNA extraction recovery, ultimately in-
creasing the costs and chances of false-negative results.
Conversely, the detection of a known-to-be-present DNA
sequence in the sample may reveal possible losses of gen-
etic material during the purification process, thus enabling
a more correct interpretation of the PCR results. There-
fore, to refine the molecular diagnosis of human and ca-
nine leishmaniasis, this study assessed a molecular triplex
PCR assay by targeting an external control (a commercial
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plasmid), an internal control (a housekeeping gene) and
the target parasite’s DNA (L. braziliensis kinetoplast
DNA).

Compared to the traditional PCR protocols, the protocol
presented herein allows a better interpretation of PCR re-
sults and promote quality assurance of the leishmaniasis
diagnosis. The cost-benefit ratio is improved by ensuring
the quality of results sample-by-sample, along with the
simultaneous detection of Leishmania spp. Performing
three PCRs in one mixing saves reagents, which makes it a
rational decision for repeating reactions. Additionally, this
method may be adapted for the molecular diagnosis of
any infectious disease, providing fast results with a small
margin of error.

Methods

Blood samples and controls

Human and canine blood samples were collected from
one healthy person and two healthy dogs and used as
controls. These samples were used to produce known
negative and positive controls for the optimization tests.
Informed consent was obtained from the dogs” owners
and the person included in the study, and all procedures
were approved by the Research Ethics Committee (CEP-
FIOCRUZ/PE, 42/2010) and by the Ethics Committee
for Animal Use (CEUA- FIOCRUZ/R], LW-41/10 and
LW-1/11) of our institution. As positive controls, a blood
sample from a healthy dog and one from the human were
spiked with genomic DNA of L. braziliensis (MHOM/BR/
1975/M2903): ~4.5 x 10° parasites/mL were used, consid-
ering the detection limit (mACL =10 pg) of the duplex
PCR as determined previously [7].

DNA extraction by commercial kit

Blood DNA extraction was performed using a commercial
kit (illustra® blood genomicPrep Mini Spin Kit, GE Health-
care, USA), following the manufacturer’s instructions and
comprising five basic steps: blood cell lysis, load and bind,
wash 1, wash 2, and elution. After protein degradation and
cell lysis, before the second step (load and bind), the plas-
mid pUCI8 was added according to the predetermined
limit of detection.

Plasmid pUC 18, primers design and multiplex PCR
standardization

The commercial plasmid pUC18 (Boehringer Mannheim,
Brazil) was used to assess DNA losses during the extrac-
tion process. Two primer pairs (P1-P1f 5'-GTAATAGCG
AAGAGGCC-3'; P1r: 5'-TAAGAAACCATTATTATC-3"
and P2-P2f 5'-TTGTACTGAGAGTGCAC-3"; P2 5'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3") were designed based on
two sequences available in GenBank [GenBank: L08752]
and [Genbank:1.09136]. PCR trials were conducted to
evaluate the performance of the two pUCILS8 detection
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systems. Non-template control (NTC) and three different
concentrations of pUC18 were included in each PCR run.
Based on these preliminary results, the primer pair with
the best performance was chosen to compose the triplex
system. The detection limit of the PCR was assessed by
testing ten-fold serial dilutions (from 50 ng/uL to 0.5 fg/uL)
of pUCI8. Concentrations between 1 and 20 pM of the for-
ward (Pf) and reverse (Pr) primers were tested to determine
the optimal amount of primers to be included in the duplex
PCR reactions for the diagnosis of cutaneous leishmaniasis
(mACL) [7].

For the first triplex PCR trials, according to the prelim-
inary results, the plasmid pUC18 was added to negative
and positive controls whereas each primer (Pf and Pr) was
added to the mACL master mix, containing the primers
previously designed [7] for internal control detection (GLf:
5-ATCTTCCAGGAGCGAGATCCC-3"; G2r: 5'-CTGC
TTCACCACCTTCTTGAT-3"). The primers kDNAf
(5"-ATGCCTCTGGGTAGGGGCGTTC-3") and kDNAr
(5'-GGGAGCGCGGCCCACTATATT-3"), designated as
kDNAT system, were designed by our research group to
detect the conserved region of the L. braziliensis KDNA.
The standardization process was performed by analyzing
the results of the interactions among the systems Pf/Pr,
G3PD (endogenous control), and kDNA1. When necessary,
changes were made in the cycling conditions by testing
different annealing and extension temperatures performed
in the Eppendorf Mastercycler gradient (Eppendorf AG,
Germany). To assess the best conditions for the triplex
PCR, different amounts of each reagent (dANTP, MgCl, and
recombinant Tag DNA Polymerase, Invitrogen, Brazil) were
also evaluated.
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Specificity of primer pairs on triplex assays

To evaluate the specificity of the primers in a triplex
PCR format, a sample containing the three targets (L.
braziliensis, G3PD gene, and pUCI8) was subjected to
PCR amplification by the three primer sets (kDNAI,
G3PD and P1) separately, under standardized conditions.
The PCR products obtained by this experiment were puri-
fied and sequenced using an automatic sequencer (ABI
Prism 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, USA).
The obtained sequences were analyzed using BioEdit soft-
ware (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit html) and
compared with similar nucleotide sequences available in
GenBank using the Basic Local Alignment Search Tool
(BLASTn) (http://blast.ncbinlm.nih.gov).

Gel electrophoresis and documentation

Amplicons were resolved in 1.5% agarose gel electrophor-
esis, stained with ethidium bromide (10 mg/mL). A 100 bp
Ladder DNA (GibcoBRL Life Technologies, USA) was
used as the molecular marker. Gel pictures were taken
using a Kodak MI GL100 Imaging System.

Results

The sequences of the two primer pairs targeting the plas-
mid pUC18 were: P1f (5'-CGTAATAGCGAAGAGGCC-
3") and Plr (5"-TAAGAAACCATTATTATC-3") for the
system P1; and P2f (5-TTGTACTGAGAGTGCAC-3")
and P2r (5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3") for the system
P2. Amplicons from pUC18 DNA resulted in bands of 368
(P1) and 316 (P2) base pairs (bp), being suitable for multi-
plex PCR with G3PD (567 bp) and kDNA1 (138 bp). Based
on its excellent performance (Figure 1 — A), the system P1

~

pUC 18 100 ng
pUC 18 10 ng

&

368 bp

pUC 18 I ng
MM
TC

Figure 1 Preliminary test of P1 primer set and detection limit determination. (A) Preliminary test of primers P1#/P1r using different
concentrations of pUC18. Note that spurious bands formed by whole plasmid electrophoresis runs can occur when using high concentrations of
pUC18 in the reaction. (B) Sensitivity of system P1 (uniplex PCR) determined by ten-fold serial dilution (in nanograms per microliter) of pure
pUC18 DNA. NTC - no template control. MM: molecular marker, 100 bp Ladder DNA (GibcoBRL Life Technologies, USA).

-

100 ng
10ng
Ing
100 pg
10pg
Ipg
100 fg
10fg
1fg
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was chosen to compose the triplex PCR. The system P2
was not reproducible. The uniplex PCR carried out with
pure pUC18 DNA was able to detect a concentration as
low as 5 pg/uL (total of 10 pg per reaction mixture) as
shown in Figure 1 — B. The lowest amount of primers that
held this sensitivity (10 pM of each of them) was chosen
to compose the first triplex PCR trials.

The observation of competition among primer pairs
and target templates indicated a necessity to modify
some conditions of mACL and P1 standardized initially.
Simultaneous amplification of 10 pg per reaction pUCILS,
G3PD, and L. braziliensis was obtained under the follow-
ing conditions: Tag Polymerase Buller (0.7 pM Tris—HCI,
1.8 nM KCl, pH 84), 5.6 nM MgCly, 40 nM dNTDPs, 2 pM
of each primer kDNAf/kDNArl, 5 uM of each primer
G1F/G2R, 20 uM of each primer Pf/Pr, 10 U of Taq
polymerase and 2 pL of DNA template.

Sequences of amplicons generated with the system P1
showed high homology (100% identity) with pUCIL8
cloning vector [GenBank: L08752.1]. High homologies
(100% identity) were also found with other cloning vec-
tors [GenBank: JX069764.1, ]Q927446.1, HQ207194.1,
and FJ389180.1] and with Bacillus subtilis [GenBank:
CP002468.1]. As to G3PD, the highest homology (75%)
was found with a sequence of a human x-linked GAPD
pseudogene [GenBank: X01111.1]. The kDNAT product
presented 94% similarity to a sequence of L. braziliensis
strain MHOM/BR/75/M2904 [GenBank: FR799010.1].
Identities between 88% and 93% were also found with
other species of the subgenus Viannia (L. peruviana,
L. guyanensis, and L. panamensis) (data not shown).

Discussion

The purpose of this work was to suggest a method to
track possible causes of false-negative results in micro-
biological diagnosis by PCR, requiring minimal technical
training. The triplex PCR assay proposed herein provides
a rapid molecular tool to assess the occurrence of false-
negative results by detecting simultaneously two quality
controls and the target parasite’s DNA simultaneously.

In theory, the differences in the guanine and cytosine
(GC) contents of primers used (e.g., P1 and kDNAI) could
interfere in the annealing temperatures for each primer
pair and eventually affect the triplex PCR performance.
However, no interference was observed under the stan-
dardized conditions.

A lack of reproducibility of the P1 in detecting the ex-
traction control was observed only in positive samples.
Depending on the parasitic load in the positive specimens,
the early amplification of the parasite’s DNA consumes
the reagents, leading to no amplification of the DNA re-
porter. Indeed, the P1 system gave reproducible results
during the optimization process in L. braziliensis-negative
samples, being helpful in diagnosis interpretation and thus
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achieving the proposed aim. Even minimal losses of gen-
etic material may affect significantly the detection of the
parasite’s DNA, which is often found in small quantities,
leading to incorrect diagnostic conclusions. As a recog-
nized limitation, high molecular weight bands could be
observed in agarosis gels, representing excess and/or
folding of pUC 18 plasmid in the samples. However, the
appearance of these bands does not confuse the inter-
pretation of the results, as the amplicon size of each sys-
tem is well known and was demonstrated by sequence
analysis to be specific.

Against this background, this new tool provides a more
reliable interpretation of the PCR results, as shown in
Table 1, especially by virtue of contributing to quality
assurance of leishmaniasis diagnosis. Furthermore, after
simple standardization steps, this protocol could be
applied to the diagnosis of other infectious diseases in
reference laboratories.

While competition between targets was recorded ini-
tially, changes in the PCR conditions allowed us to elim-
inate competition problems, even while maintaining the
detection limit (18 parasites per reaction), previously
obtained with the mACL duplex system [7]. The simul-
taneous amplification of three different targets may
interfere in the detection limit of PCR as compared with
simplex PCR protocols, which may be able to detect
minimal amounts of the parasite’s DNA [21]. The main
advantage of the triplex assay presented herein is the
amplification of three different targets to ensure the
quality of the result. The analysis of DNA sequences
showed no cross-amplification among the three primer
pairs included in the triplex PCR assay. Primers designed
to detect the plasmid pUC18 and the housekeeping gene
G3PD did not amplify Leishmania spp. DNA, thereby re-
ducing the possibilities of false-positive results to zero.
Interestingly, BLASTn searches revealed that the pUCIS8
sequence was similar to sequences of other plasmids,
which are based on the pUCI18 sequence and could also
be tested and optimized, according to the availability in
each laboratory or research group.

The continuous refinement of PCR technologies (e.g.,
introduction of robotics) and the increasing demand for
rapid and efficient diagnostic tools are leading to an
overall reduction of costs, making PCR-based methods
more accessible [22,23]. As occurs with other diagnostic
methods (e.g., serology), PCR-based methods are also liable
to false-positive (e.g., due to background DNA contamin-
ation) and false-negative results. False-negative results
may be attributable to many factors, including low amount
of template DNA in the test sample, inadequate removal
of PCR inhibitors, ineffective release of microbial DNA
content from the host cells, and poor DNA recovery after
extraction and purification steps. As a possible solution to
clarify the presence of inhibitors or degraded target DNA
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Table 1 Interpretation and actions suggested after observation of different positivity combinations of the quality
controls and Leishmania spp. main target in the triplex PCR reaction

Result/PCR target
positivity

Interpretation/meaning

Action

G3PD 567 bp (+)
pUC 316 bp (+)

Valid results for parasite diagnosis

L. braziliensis 138 bp (+)
G3PD 567 bp (+)

pUC 316 bp (=)

L. braziliensis 138 bp (+)
G3PD 567 bp (-)

pUC 316 bp (+)

L. braziliensis 138 bp (+)
G3PD 567 bp (-)

pUC 316 bp (1) DNA loss during extraction
L. braziliensis 138 bp (=)
G3PD 567 bp (—)

pUC 316 bp (+)

L. braziliensis 138 bp (=)
G3PD 567 bp (+)

pUC 316 bp (1) extraction process
L. braziliensis 138 bp (=)
G3PD 567 bp (+)

pUC 316 bp (+) quality controls

L. braziliensis 138 bp (=)

Valid results for parasite diagnosis despite small loss of DNA in extraction

Valid results for parasite diagnosis despite small degradation of sample

Degradation of DNA sample/presence of PCR inhibitors and/or whole

Degradation of DNA sample before extraction

Significant DNA loss (affecting mainly parasite genome) during

True negative result for Leishmania detection assured by the positivity of

Conclude diagnostic test observation

Conclude diagnostic test observation

Conclude diagnostic test observation

Repeat diagnostic procedure since the blood

sample collection

Repeat diagnostic procedure since the blood
sample collection

Repeat the DNA extraction procedure

Conclude diagnostic test observation

in samples, constitutive genes have been used in parallel
assays to assess the integrity of the DNA template [7,15].
To improve the cost-benefit ratio and to shorten the time
consumed by this evaluation, we recently proposed a du-
plex PCR assay capable of detecting a housekeeping gene
as an endogenous control [7]. Nevertheless, samples from
patients with low parasite burden may contain minimal
amounts ol a parasite’s DNA, which may be even more
profoundly affected by degradation or losses during the
pre-PCR stages. This fact suggests the need to include
additional internal controls to monitor possible failures
during critical steps, such as DNA purification. The
addition of a reporter DNA template may indicate the
presence of Tag DNA polymerase inhibitors and degraded
microbial DNA, as well as losses of small DNA amounts
during the extraction and purification processes.

The advantages of using internal or external controls
have been demonstrated with various types of clinical
samples [24-28]. For instance, an external DNA recovery
standard has been developed for the determination of
DNA recovery efficiency in soil samples tested by quan-
titative PCR [16].

In addition, the fact that the L. braziliensis KDNA ampli-
con presented homology in relation to kDNA regions of

other Viannia species suggests that the primers and proto-
cols reported in the study may be used directly or adapted
for the detection of several species of these parasites.

Conclusions

The triplex PCR proposed herein enables the assessment
of small losses during the DNA extraction process,
problems concerning DNA degradation (sample quality)
and the detection of L. braziliensis kKDNA. To the best
of our knowledge, no similar method has been applied
to the molecular diagnosis of parasitic diseases using
blood samples. An interesting insight of our group is
the comparative analysis of the single PCR to the new
triplex PCR protocol to maintain high diagnosis accur-
acy. This method may be applied to the molecular diag-
nosis of any infectious disease, providing quicker results
with minimal margin of error.
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Virginia M. B. de Lorena and Milena de Paiva-Cavalcanti*
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Advances in the understanding of leishmaniasis progression indicate that cellular
interactions more complex than the Th1/Th2 paradigm define the course of infection.
Th17 cells are a crucial modulator of adaptive immunity against Leishmania parasites
acting mainly on neutrophil recruitment and playing a dual role at the site of infection. This
review describes the roles of both these cell types in linking innate defense responses to
the establishment of specific immunity. We focus on the Th1 /-neutrophil interaction as a
crucial component of anti-Leishmania immunity, and the clinical evolution of cutaneous
or visceral leishmaniasis. To date, information obtained through experimental models
and patient evaluations suggests that the influence of the presence of interleukin (IL)-17
(the main cytokine produced by Th17 cells) and neutrophils during Leishmania infections
is strictly dependent on the tissue (skin or liver/spleen) and parasite species. Also, the
time at which neutrophils are recruited, and the persistence of IL-17 in the infection
microenvironment, may also be significant. A clearer understanding of these interactions
will enable better measurement of the influence of IL-17 and its regulators, and contrib-
ute to the identification of disease/resistance biomarkers.

Keywords: cutaneous leishmaniasis, visceral leishmaniasis, immunity, T helper 17, interleukin-17, neutrophil,
immunopathogenesis

INTRODUCTION

Leishmania parasites are transmitted to mammals by female phlebotomine sandflies and cause
a group of diseases with symptoms defined mainly by the parasite species and the hosts abil-
ity to develop and control immune responses (1). Sickness results from uncontrolled infection,
and the wide spectrum of clinical manifestations (from healing cutaneous lesions to fatal visceral
infections) is associated with the parasite species involved, among other factors (2). The main
clinical forms are cutaneous (e.g., Leishmania major, Leishmania tropica, Leishmania mexicana,
and Leishmania braziliensis), mucocutaneous (e.g., L. braziliensis), and visceral (Leishmania
donovani and Leishmania infantum) leishmaniasis (3). Visceral leishmaniasis (VL) is the most
severe form and may compromise important organs and tissues, such as the liver, spleen, bone
marrow, and lymph nodes, leading to hepatosplenomegaly, lymphadenopathy, anemia, constant
fever, and immunosuppression (4). Cutaneous leishmaniasis (CL) is characterized in most cases by
well-delimited ulcerated skin lesions with raised borders (5). Mucocutaneous leishmaniasis (ML)
usually compromises mucosal regions of the nose, mouth, and pharynx, and is associated with
disfiguring and psychosocial sequelae (6, 7). There are estimated to be 12 million people currently
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living with leishmaniasis, and the World Health Organization
estimates that there are approximately 0.7-1.2 million new cases
of CL and 0.2-0.4 million cases of VL per year (6). While CL and
ML are associated with social stigma, VL may result in fatality
rates of 10-20% if not treated (6).

The parasites have a digenetic lifecycle and two distinct mor-
phologies: the promastigote in the sandfly vector midgut, and the
amastigote in mammalian host phagocytes. The motile, flagel-
lated promastigotes exist, multiply, and develop extracellularly in
the alimentary tract of blood-sucking female sandflies and are
transmitted into the mammalian host during blood meals. Inside
the host, they infect macrophages in the reticuloendothelial
tissue and differentiate into non-motile amastigotes, and multiply
as such in phagolysosomal vacuoles (8).

The interaction of inflammatory and regulatory responses
delimited by cell-mediated immune responses drives disease
expression and may result in asymptomatic infection, self-
healing, or chronic leishmaniasis (1). Pathogenesis follows a
complex set of interactions between factors triggered by the
host’s innate and acquired immune responses, which are strongly
influenced by some aspects such as the host’s genetic background
(9, 10), infecting species, dose and route of inoculation (1),
and sandfly saliva components (8). Only 2-3% of individuals
infected with parasites of the Viannia subgenus (L. braziliensis,
Leishmania guyanensis, Leishmania panamensis, and Leishmania
peruviana) develop skin lesions (11) and less than 10% of those
infected with L. donovani or L. infantum develop active VL (12).
The relationship established between Leishmania parasites and
the vertebrate host can lead to a self-healing infection or to the
clinical manifestations of leishmaniasis with different severity
grades (4). The inflammatory responses mediate disease pres-
entation and, in both forms of the disease, the different clinical
manifestations are a function of parasite replication and the
efficacy of the immune response generated (5). Clinical cure is
associated with the activation of macrophages into a leishmani-
cidal state mediated by some specific proinflammatory cytokines
(1). However, there is as yet no consensus on the mechanisms
that lead to susceptibility in humans.

Cellular immunity generated by the T helper type 1 profile is
considered to be the key mediator of resistance to Leishmania.
A protective immune response against CL caused by L. major,
L. mexicana, or Leishmania amazonensis, as well as VL caused by
L. donovani or L. infantum, depends on the development of the
proinflammatory T cell profile (13). However, exacerbated Th1
responses may cause severe tissue damage and are also responsi-
ble for the clinical presentation of the disease. High levels of Th1
cytokines in people with localized CL lesions are associated with
disease outcome, because individuals infected with L. braziliensis,
who do not develop the disease, produce less interferon (IFN) y
and tumor necrosis factor (TNF) (14). L. braziliensis infections
are characterized by excessive production of proinflammatory
cytokines such as IFNy, TNF and interleukin (IL)-6 (12) and
have lower levels of Foxp3* cells (regulatory lineages) and IL-10
than those infected by other Leishmania species (15). In fact, the
absence of IL-10-mediated regulation of Thl is more significant
in disease development due to L. braziliensis infection than the
Th2 polarization itself (16). Indeed, high levels of IL-4 are not

observed in patients with severe diffuse CL, suggesting Th2
responses may have less influence on disease progression in
humans than in animal models (17).

Interleukin-10 is an important regulatory cytokine that
inhibits phagocytosis and affects the ability of macrophages to
kill intracellular parasites, contributing to the growth and spread
of Leishmania (18). IL-10 sources have been identified as CD4+/
CD25% T cells (Th2) (19, 20), CD4*/CD25 /FoxP3" regulatory
T cells (Tregs) (21), and CD4+/CD25 /FoxP3~ T cells (Th1) (16),
stimulated by the recognition of amastigote antibodies (22).
Together with other cytokines from these regulatory populations,
IL-10 plays a central role in promoting an alternative kind of
macrophage activation, which increases arginase expression and
facilitates parasite expansion (13).

A successful cellular immune response, which allows parasite
elimination without tissue damage, requires a balance between
the set of cytokines secreted in the cellular response, beginning
with the recognition of the parasite by antigen-presenting cells
(APCs) and antigen presentation, the production of Thl dif-
ferentiation cytokines, the activation of IENy/TNF-producing
Th1 cells, and classical macrophage activation (23), ending with
the activation of Th2 cells, which mainly secrete IL-10 and block
nitric oxide (NO) production by macrophages (13). However,
even in the presence of effector molecules such as IFNy, TNE,
and NO during active disease in humans, parasite multiplication
persists in many cases. Ansari et al. (24) suggested that despite
high TFNYy levels during L. donovani infection, the host fails
to control the disease due to an incomplete response to IFNY.
Similarly, high titers of TNF have been observed in sera from
patients with active VL and diffuse CL, characterized by high
parasite loads (25). The biological network acting for equilibrium
between parasite clearance and tissue preservation in humans
involves substantial participation from effector T cells other than
Th1 and Th2 (26).

Helper T cell responses are now known to include four T cell
subsets: Thl, Th2, Th17, and Tregs. Th17 cells have recently
emerged as an independent T cell subset that may play an
essential role in protecting against certain extracellular patho-
gens (27). However, this relatively newly discovered (28) T cell
population has been demonstrated to influence the balance
between inflammatory and anti-inflammatory cytokines, which
must be orchestrated in the course of infection to guide a suc-
cessful effector response to the intracellular Leishmania protozoa
(13). Particular interest in the Th17 type remains focused on its
main cytokine, IL-17. Although it is also produced by other cells
including CD8* T cells and neutrophils, IL-17 is mostly produced
by Th17 cells. IL-17 is part of a complex mechanistic web that
involves up- and downregulation of anti- and proinflammatory
cytokines as well as interferences in the genetic background of
the host. Furthermore, IL-17 performs an important function
in neutrophil recruitment (29). Since neutrophils are regarded
as an important element during Leishmania infection (30-33),
it would be reasonable to consider that Th17 cells might have a
significant role in the complex diseases caused by these parasites.
The crosstalk between the neutrophils and APCs present at the
site of infection contributes to the type and magnitude of the spe-
cific immune response that will develop (30, 34). Nevertheless,
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at the site of infection, the protecting or damaging role of the
neutrophil depends on the parasite species, host, and phase of
infection (35). Thus, the effects of Th17/IL-17 are still unclear,
as disease-promoting and protective responses have both been
attributed to their influence. In this scenario, the Th17 cell activi-
ties in the context of the different clinical forms of leishmaniasis,
interaction with regulatory cytokines, as well as host particulari-
ties, remain to be explored (13, 36).

Although many excellent reviews have discussed the cel-
lular immune responses elicited against the different forms of
leishmaniasis (35, 37, 38) or the roles of Th17/IL-17 in infectious
and non-infectious diseases (39-42), reviews of the participation
of IL-17 and Th17 participation in immunopathogenesis and
control of the main clinical forms of leishmaniasis remain scarce
(36). In the present review, we identify the Th17-neutrophil
interaction as a crucial component of anti- Leishmania immunity.
A better understanding of immune complexity will contribute
to the identification of disease/resistance biomarkers and influ-
ence the development of vaccines and immunotherapies for
leishmaniasis.

Th17 CELLS AND IL-17

The recent recognition of Th17 cells has provided new insights
into the mechanisms that are important in autoimmune diseases
and antimicrobial host defenses (28, 43). Th17 cells represent a
subset of CD4 effector T cells distinct from Thl and Th2 line-
ages, and mediate powerful effects on stromal cells; this results
in the production of inflammatory cytokines and recruitment of
leukocytes, especially neutrophils, creating a link between innate
and adaptive immunity (29). In vivo studies indicate that IL-17 is
an especially potent activator of neutrophils, both through expan-
sion of the lineage and through their recruitment via chemokine
expression regulation (44). IL-17 cooperates with other cytokines
secreted by Th17 (such as IL-17E' IL-21, and IL-22) to induce
tissue inflammation, leading to different effector functions
depending on the pathogen (47).

Th17 cell differentiation in both humans and mice is mediated
by the activation of naive T cells in the presence of a combination
of TGE-, IL-6, IL-1p, and IL-23 (48, 49). IL-6 acts in concert
with TGF-P to induce the development of Th17 effector cells.
Together, TGF-p and IL-21 upregulate the IL-23 and IL-23 recep-
tors, a decisive step in the full differentiation and maintenance
of Th17 cells (50). Although the requirement of TGF-f for the
classical generation of Th17 cells in vitro and in vivo has been
demonstrated, as well as the endogenous production of TGE-
p for autocrine stimulation (51), it has also been shown that
Th17 cells can be generated independently of TGF-J (52), in an
alternative manner. Thus, the availability of IL-23 and/or TGF-§
has emerged as a determinant of Th17 effector phenotypes; in

'IL-17 is the founding member of the IL-17 family of cytokines, which comprises
IL-17A (commonly known as IL-17), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (also called
1L.-25), and IL-17F (45). The most widely investigated and understood cytokines
of this family are IL-17A and IL-17F, which play an essential role in host defenses
against microbial infections and are implicated in various inflammatory conditions
such as autoimmune diseases, metabolic disorders, and cancer (46).

other words, an abundance of TGF-f with a relative lack of
IL-23 favors the generation of “classical” Th17 cells, while the
presence of IL-23 alone promotes the generation of “alternative”
Th17 cells. Transcription factors that are differentially expressed
in “classical” vs. “alternative” Th17 cells will cause differential
cytokine expression and effector functions. When “classical”
Th17 cells were compared with alternatively induced Th17 cells,
the “alternative” Th17 cells were more pathogenic (51, 52)
(Figure 1).

Th17 differentiation is dependent on the steroid receptor-
type nuclear receptor (RORyt) (47), as the transduction of naive
T cells with a retroviral vector containing RORYt induces the
development of IL-17-producing T cells (53). The IL-23 recep-
tor activates signal transducer and activator of transcription
(STAT) 3, which induces RORyt (54). Conversely, in murine
models, the generation of Th17 cells is inhibited by IL-4, IL-10,
and IFNY, possibly via downregulation of the IL-23 receptor
(54, 55). The reciprocity of this antagonism from Th1/Th2 cells
remains poorly understood, but as well as Th1 being counter-
balanced by Th2 cells (56), Th17 cells are reciprocally related to
Foxp3™ Tregs. The presence of TGF-p activates the transcrip-
tion factor Foxp3 in naive T cells, whereas the presence of IL-6
suppresses Foxp3, and combined with TGF-f§ induces RORyt,
leading to Th17 differentiation. Thus, the balance between
Th17 cells and Foxp3* Tregs is mediated by the antagonistic
interaction of the transcription factors Foxp3 and RORyt
[reviewed by Korn et al. (47)].

Th17 is primarily known for its enhancement of host protec-
tion against extracellular bacteria and fungi, which requires
robust inflammatory infiltrates that are not efficiently cleared by
Thl and Th2 responses (47, 57). IL-17 acts by activating iNOS
and inducing the expression of granulocyte macrophage colony-
stimulating factor, IL-1p, IL-6, IL-8, TNF, and several chemokines,
which collaborate to potentiate the inflammatory reaction (58).
The induction of these inflammatory mediators suggests that
IL-17 plays a role in intracellular parasite infections. Indeed, the
differentiation of Th17 subsets has been noticed during infections
of Mycobacterium tuberculosis (59), Francisella tularensis, and
Listeria monocytogenes (60). The role of IL-17 is also essential
for protection against Trypanosoma cruzi in the acute phase of
Chagas disease (61, 62), suggesting that Th17 cells are important
in the successful clearance of kinestoplastid protozoans such as
Leishmania. However, although Th17 cells and IL-17 have been
shown to protect against some intracellular pathogens including
Leishmania (63, 64), many recent findings point to them as being
responsible for excessive inflammation and pathology (65, 66).
Currently available data from VL and CL studies are discussed
below.

IL-17 in VL

Active VL is associated with the upregulation of Th2 cytokines
and disease progression. Neutrophil depletion during experi-
mental VL results in enhanced parasite loads (67). The effector
role of IL-17A is mediated by the accumulation of neutrophils,
the enhancement of IFNYy secretion, and the increased produc-
tion of antimicrobial peptides, acute phase proteins, mucins,
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FIGURE 1 | T helper cell polarization and participation of neutrophils on effector responses to Leishmania. Th17 cell differentiation is mediated by activation of naive
T cells in a combination of TGF-p, interleukin (IL)-6, IL-1p, and IL-23. TGF-p and IL-21 upregulate the IL-23 and IL-23 receptor, decisive for the maintenance of
Th17 cells. Th17 cells can also be generated independently of TGF-, in an alternative manner. When “classical” Th17 cells were compared with alternatively
induced Th17 cells, the “alternative” Th17 cells were more pathogenic. Naive CD4* T cells differentiate to the Th1-cell lineage in the presence of IL-12. Interferon
(IFN) y secreted by Th1 activates inducible NO synthase (iNOS) and enhances production of nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS), required for
parasite clearance. The production of ROS in the infection microenvironment is enhanced by the presence of neutrophils recruited by IL-17 and, in the absence of
IL-10 regulation, may worsen tissue injury. The secretion of IL-4 leads to transcription of Th2 genes (IL-10 and IL-13) broadly associated with susceptibility to
Leishmania infection through alternative macrophage activation, favoring parasite persistence. IL-10 is an important regulatory cytokine that controls Th17
differentiation and regulates NO production. The influx of neutrophils plays a positive role by participating in parasite killing and is limited by the presence of IL-10.
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and matrix metalloproteases (45). As IL-17 is associated with
neutrophilic inflammation and enhancement of the proinflam-
matory response, the positive role of this cytokine in VL has
been investigated. It is already known that L. donovani and
L. infantum stimulate the differentiation of Th17 cells in periph-
eral blood mononuclear cells from healthy subjects, as well as
the production of IL-6 and IL-23 required for Th17 maintenance
(68). A cohort study of individuals with VL showed that IL-17
is strongly associated with protection. This protective role is
associated with the increase of CXCL chemokines, which serve

as potent chemoattractants for neutrophils and Th1 cells. Thus,
naturally resistant subjects, showing greater IL-17 responses,
would react more rapidly to L. donovani, not only by attracting
innate immunity responses, but also by recruiting Th1 cells to
tissues (68). In BALB/c mouse models of L. donovani infection,
parasite clearance was associated with the secretion of Thl
cytokines along with IL-17 and IL-23. The blocking of stimuli
by anti-IL-17 and anti-IL-23 led to increased parasite loads in
the liver and spleen. Subsequent administration of recombinant
IL-17 generated higher levels of IFNy and NO than recombinant
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IL-23 did, leading to a stronger association of IL-17 with parasite
clearance (69). These data corroborated previous findings (68)
that Th17 potentiates the Th1 response. Depending on the infect-
ant parasite load, the speed of Th1 recruitment and the quantity
of NO generation may determine disease progression or natural
control.

mRNA analysis revealed greater IL-17A production in VL
patients than in healthy controls, in a study performed by
Nascimento et al. (55). In the same study, the highest production
of IL-17A coincided with the parasitic peak in infected C57BL/6
mice. These data demonstrate the stimulation of IL-17 produc-
tion by L. infantum, promoting the control of parasite replication
by strengthening T helper type 1 responses and NO production.
The authors also demonstrate that the absence of IL-17 signaling
leads to the generation of a Treg/IL-10-dominated response and
an impaired Th1 profile, resulting in parasite growth. However,
although IL-17 receptor knockout mice were more susceptible to
infection and also exhibited reduced inflammatory infiltration,
the high levels of this cytokine observed in humans was not suf-
ficient to generate IFNY/NO levels that lead to natural recovery
from VL (55). Thus, although the presence of this cytokine has
been demonstrated, the significance of its participation in the
effector response seems to be relative to the host.

Neutrophil influx mediated by IL-17A was revealed by
Quirino et al. to be an important mediator of parasite clearance
during VL (4). In this work, the authors indicate that IL-27 is
an important regulator of Thl and Th17 profiles in a VL. mouse
model. Composed of two subunits (IL-27p28 and Ebi3) that bind
to IL-27 receptor, leading to STAT-1 (Th1) and -3 (Th17) activa-
tion, IL-27 plays a role in the regulation of the immune response
(4). The authors observed that Ebi3~~ mice present a peak
in neutrophil migration at 4 weeks post-infection, both in the
spleen and in the liver. These data reinforce the previous findings
of Lopez Kostka et al. (70) that suggest that the IL-17-neutrophil
axis has more of an influence in the recovery from VL infection
after its establishment (when the antigens are already recognized
and presented by DCs and macrophages) than in the prevention
of infection. Neutrophils recruited by DCs in a toll-like recep-
tor 2 (TLR2)-dependent manner are efficient producers of NO
and provide a prototypal Thl and Thl7 environment, leading
to a decrease in parasite number in C57BL/6 mice infected with
L. infantum. Furthermore, TLR2”~ mice are unable to recruit
neutrophils in this way and had higher levels of IL-10, indicating
that a non-responsive neutrophil state is associated with parasite
persistence (71). The presence of neutrophil infiltrate, however,
may cause damage to the tissue, and seems to be most significant
in skin, since the Th17 markers IL-23, IL-17, and RORyt were
highly expressed during post kala-azar dermal leishmaniasis
(PKDL) compared with controls (72).

The cell source of IL-17A expression is another variant to be
studied. IL-17A-knockout C57BL/6 mice are highly resistant to
VL infection, showing fewer parasites in the liver and spleen.
This phenotype was associated with enhanced IFNY produc-
tion by T cells and decreased accumulation of neutrophils and
monocytes, resulting in fewer granulomas. The source of IL-17
was mainly yA T cells, which commonly express markers for
CD3, but not CD4 or CD8 (67), and are differentiated by IL-1§

and IL-23, suggesting a different mode of activation to the con-
ventional TGE-f and IL-6 that promote CD4*IL-17+ cells. IL-17
produced by yi T cells suppresses NO-mediated parasite control
in macrophages in the liver within 7 days of infection, contribut-
ing to susceptibility in C57BL/6 mice (73). The mechanisms that
lead to counter-regulation between IFNy and IL-17 secreted by
YA T cells remain to be elucidated.

IL-17 in CL

Leishmania infection strongly stimulates IL-17 production.
Elevated levels of IL-17 have been measured in patients with CL
and ML, showing that Th17 activation is generated by L. major
(74, 75), L. braziliensis (64), L. tropica (26), L. panamensis (64),
L. guyanensis, L. amazonensis, and Leishmania naiffi (66) infec-
tions, acting on macrophage activation and neutrophil recruit-
ment. However, clinical studies indicate differences in immune
responses during CL between the subgenera Viannia and
Leishmania (76). For example, higher levels of Th17 were found
in the sera of patients infected with L. (Viannia) guyanensis than
inthose infected L. (Leishmania) amazonensis (66). Nevertheless,
the mechanisms of immune evasion used by L. amazonensis are
known to block cellular immune responses (37) and may also
occur by decreasing Th17 activation. Thus, the influence of Th17/
IL-17 on disease depends on the species. As studies on IL-17 are
relatively recent, most performed to date have evaluated L. major
models or L. braziliensis infections in patients. Comparing IL-17
participation in other Leishmania species seems, therefore, to be
an interesting avenue of investigation.

Proinflammatory responses, especially Thl, are a required
component in controlling leishmaniasis. However, in the case
of CL and ML, the immune response itself contributes to lesion
progress. In both these forms, patients develop intense inflam-
matory responses that damage tissues, despite the low number
of parasites in lesions (25), so the disease is mostly associated
with a failure of anti-inflammatory cytokine secretion, especially
IL-10 (77). IFNy and IL-17 levels are substantially elevated in
mice lacking the capacity to respond to IL-10. According to
Gonzalez-Lombana et al. (2), in these mice, IFNY does not seem
to contribute to pathology as much as IL-17, since the former
promotes mostly monocyte infiltration, while the latter recruits
neutrophils, constituting a nonspecific response. Interestingly,
blocking IFNY increases IL-17 level and pathology, supporting
the hypothesis that, in C57BL/6 mice, IFNy may be critical
for downregulating the responses of IL-17 as well as IL-10 (2).
In another study, self-healing of the infection in mice correlated
with the expansion of IFNy and IL-17-producing CD4 cells,
suggesting the existence of other active mechanisms to regulate
local inflammation (7).

In experimental models, lesion progression is related to
IL-17-mediated neutrophil recruitment. During the course of
infection with L. major, BALB/c (a susceptible strain) CD4*
cells and neutrophils produced more IL-17 than did cells from
(resistant) C57BL/6 mice. IL-17-deficient mice had decreased
neutrophil infiltration and smaller lesions than controls (70).
Anderson et al. (74) found an association between severe pathol-
ogy and the presence of IL-17*CD4+ cells, which was also linked
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to an increase in cellular infiltrate expressing macrophage and
neutrophil markers. However, despite contributing to lesion
exacerbation, no beneficial effect of controlling parasite replica-
tion was observed. Conversely, neutrophils have been thought to
contribute to parasite clearance in the early stages of experimen-
tal Leishmania infection (30), and their expression is closely, but
not uniquely, related to IL-17 secretion (78). Thus, neutrophil
participation must be better studied and linked to IL-17 associa-
tions with leishmaniasis. In resistant strains of mice, the number
of polymorphonuclear leukocytes decreases to 2% within 72 h
of infection, when the specific immune response is defined.
In contrast, insusceptible BALB/c mice, neutrophils continue
being recruited and have been detected in large numbers at the
site of infection more than 10 days after parasite inoculation
(30). Pedraza-Zamora et al. (79) showed that in BALB/c mice,
Th17 cells and neutrophils both increased up to 90 days post-
infection with L. mexicana. This suggests that chronic inflam-
mation throughout L. mexicana infection is a consequence of
neutrophil recruitment together with Th17 cell differentiation
throughout the late phase of the infection. C57BL/6 mice show
a more controlled response of these cells and a more resistant
infection profile. Together, these data suggest that not only the
level of IL-17 but also its persistence during infection resolution,
is a decisive factor in disease progression. The excessive activa-
tion and maintenance of Th17 by the presence of neutrophils
and Th1 may cause a damaging block of regulatory populations
and IL-10 secretion, which is necessary to stop inflammation.
For example, the study performed by Lopes Kostka et al. (70)
suggested that DC-derived IL-23 maintains IL-17 production,
thus being responsible for disease progression.

mRNA expression of RORyt and IL-17 is observed in patients
with ML, and the synergy of IL-17 and IFNy is suggested by a posi-
tive correlation between IL-17 and IFNy mRNA expression in ML
lesions caused by L. major (75), contrasting with the antagonism
observed in C57BL/6 mice (2) mentioned earlier. Enzyme-linked
immunosorbent assays showed that IL-17 secretion by peripheral
blood mononuclear cells was elevated in patients with CL and
ML compared with uninfected individuals, and downmodulated
by IL-10 and TGF-p (65, 80) similarly to that seen with Thi/
IFNYy, providing further evidence for the existence of IL-17/TFNy
synergy in humans. de Assis Souza et al. (63) showed that levels
of IL-17 were significantly higher in patients infected by L. brazil-
iensis during active disease than in those who recovered without
intervention. Interestingly, the authors associated this decreased
expression during healing to a suppressive role exerted by high
NO levels. During treatment, NO levels decrease and allow more
IL-17 secretion (63). In addition, the number of IL-17*CD4* cells
at lesion sites in patients with CL and ML directly correlates with
the number of inflammatory cells, supporting their participation
in neutrophil infiltration at lesion sites (65).

Although these important studies have linked the pres-
ence of IL-17 to more severe clinical presentations of disease,
neutrophils are the first line of defense and are also capable of
producing NO and killing parasites (32). Therefore, the pres-
ence of neutrophils in this inflammatory context can indicate
either protection or injury. The reversal of immunodeficiency
in L. panamensis-infected mice leads to an increase in IFNy

and IL-17, allowing parasite control and elimination (64). This
suggests that in the absence of anti-inflammatory cytokines
(such as IL-10, IL-13, and IL-4), Th1/Th17 cells proliferate
simultaneously and are responsible for parasite elimination,
although neutrophil migration, and its role in this situation
(3.5 weeks post-infection), was not assessed. This observation
reinforces the differences in immunomodulation between
parasite species. Interestingly, Novoa et al. (81) also found a
trend toward increased levels of IL-17 in human subclinical
L. braziliensis infections compared with symptomatic CL, sug-
gesting no pathological role of IL-17 in CL or ML. Although those
authors associated spontaneous cure to a weak type 1 immune
response (due to quick parasite control by innate immune
responses), IL-17 levels were measured in the study only 96 h
after soluble antigen stimuli, when the cellular immune response
was probably being established. The expression of IL-27 (which
can act as regulator of IL-17) was also higher in patients with
CL caused by L. braziliensis than in subclinical individuals (81),
reinforcing the idea that the Th17 profile contributed to cure in
this study, and supporting a role of IL-17 in parasite depletion.
Further investigations encompassing the absence of other IL-17
regulatory mechanisms (such as IL-13) in this situation are
necessary.

NEUTROPHILS IN INNATE AND ADAPTIVE
IMMUNITY TO Leishmania

Neutrophils are cells that operate in innate immunity as the first
line of defense, and play an important role in the elimination of
pathogens (82). Toxic granule release from the site of infection,
secretion of cytokines, phagocytosis, and formation of fibrous
structures, known as NETs (neutrophil extracellular traps) are
some of the mechanisms used by these cells to eliminate micro-
organisms (82, 83). In addition to their role in the elimination of
pathogens, neutrophils can also participate in immune regula-
tion as a source of cytokines, including IL-2, IL-10, IFNy, and
TNE thereby establishing a link between innate and adaptive
immunity during infection, and even participating in the pres-
entation of antigens to regulate T cell proliferation and antibody
production by B cells (84). In fact, murine L. (L.) amazonensis-
infected macrophages cocultured with neutrophils were better
able to destroy the intracellular amastigotes (34). Since no
significant difference in L. (L.) amazonensis parasite destruction
was observed between co-cultures from susceptible BALB/c and
resistant C3H/HePas mice, this leishmanicidal activity seemed
not to depend on adaptive immunity, which determines an
individual’s resistance profile (34). However, due to the effector
functions in the inflammatory process, neutrophils also need to
be regulated because their excessive activity can lead to tissue
destruction and even chronic inflammation (82).

Recent studies have addressed the role of neutrophils in
Leishmania spp. infection. These cells may behave protectively
or as enhancers of infection, depending on the parasite species,
host, and stage of infection (32, 34). In vitro studies demonstrated
that several Leishmania species are able to induce the forma-
tion of NETs, which are basically DNA structures coated with
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antimicrobial molecules, released by neutrophils (85). These
NETs are involved in the sequestration, immobilization, and
killing of parasites [reviewed by Bardoel et al. (86)]. However,
the efficacy of this immune strategy varies according to the
Leishmania species involved. For instance, promastigotes of L.
amazonensis showed susceptibility to NETs, while L. donovani,
L. infantum, and L. mexicana were able to escape from this
“trap” using different mechanisms (82). Furthermore, the same
promastigote surface lipophosphoglycan that is involved in the
activation of NETs (as for L. amazonensis) may also be associated
with parasite resistance to killing through NETs, as occurs with
L. donovani (87).

There is no consensus on the activity of neutrophils during
infection by Leishmania species, as besides the complexity of
species involved, there is heterogeneity between studies, which
explore different host species, host strains, and tissue types, all
factors that may interfere directly with the type of response to
the infection (32). In an example of how the host strain (genetic
background) may change its response, Tacchini-Cottieretal. (33)
demonstrated that neutrophil-depleted C57BL/6 mice exhibited
a normal course of infection caused by L. major, whereas neu-
trophil depletion in BALB/c resulted in blockage of the early
characteristic IL-4 response, thus leading to an inhibition of Th2-
type response. Currently, a specific neutropenic mouse strain
(Genista) is being used; Hurrell et al. (82) demonstrated that
Genista mice, as well as mice with transient neutrophil deple-
tion, are able to control the parasite load and lesion size when
infected with L. mexicana, indicating that parasite sequestration
by neutrophils is associated with disease progression in mice.

Neutrophils that are recruited and that participate in the early
stages of infection behave very differently to those associated
with the late immune response against Leishmania parasites.
In the initial phase of infection, neutrophils are recruited as a
response to chemotactic substances released from the tissue
lesion or from the sandfly’s saliva, and also by stimuli from the
parasites (32). DCs and neutrophils have been shown by micros-
copy studies to infiltrate the site of parasite inoculation within
a few hours after sandfly bite, where they engulf the parasites.
By 48 h after infection, most parasites at the inoculation site are
found within macrophages (88). DCs that were recovered from
the skin 1 day after infection appeared to have been infected
by these parasitized neutrophils (32). In vitro and in vivo kinet-
ics studies showed that interactions with early infected or not
infected neutrophils (from the acute infiltrate), or even with
their apoptotic corpses, may impair the innate response of DCs,
thus delaying the activation of a specific immune response via
CD4* T cells (32). This response may be crucial for parasite
depletion before symptom presentation, resulting in subclinical
progression. The parasites may enter directly into the mac-
rophages through receptor recognition, or may be transferred
silently via neutrophils (89). Parasites may be transferred from
neutrophils to macrophages in the following two ways: the first
involves the release of the parasite from an infected apoptotic
neutrophil, in which the free parasite is phagocytosed by the
macrophage; the second suggests that the macrophage engulfs
live infected neutrophils, referred to as “Trojan horses” (90,
91). Mollinedo et al. (92) have demonstrated viable L. major

and L. donovani promastigotes inside human neutrophils, and
they suggest that this is linked to inhibition of the oxidative
burst, as well as prevention of early fusion of lysosomes with
parasite-containing phagosomes. The interaction and previous
uptake of these early neutrophils by macrophages can drive the
development of IL-10-high and IL-12-low macrophages, which
are especially permissive to the survival and proliferation of
Leishmania parasites (32).

Antigen presentation by neutrophils is also inefficient in elic-
iting adequate T cell differentiation. Recent work revealed that
human leukocyte antigen—antigen D related (HLA-DR) positive
neutrophils from subjects with VL did not stimulate T-cell prolif-
eration, but they did show higher expression of programmed cell
death ligand-1 than other neutrophils, and lymphocytes of the
same subjects showed high expression of programmed cell death
protein-1, reinforcing the mechanisms of apoptosis that favor
Leishmania (93). This population of neutrophils also showed
elevated expression of IL-10 mRNA and protein, and transcripts
encoding arginase-1, which is involved in the suppression of
T cell responses (94). Conversely, after in vitro infection with
L. braziliensis, neutrophils from patients with CL produce more
reactive oxygen species (ROS) and higher levels of chemokines
associated with recruitment of neutrophils and Thl-type cells
than neutrophils from healthy control subjects (95), highlighting
that the mechanisms used by parasites to explore neutrophils in
their favor vary by species.

After the first acute neutrophilic influx, a second wave of neu-
trophil recruitment to the site of infection occurs approximately
1 week after the first contact with parasites; this is especially medi-
ated by IL-17. Studies using BALB/c IL-17-deficient mice suggest
that this cytokine is not the main recruitment factor involved in
early stages of infection, but acts beside IL-8 and granulocyte-
colony-stimulating factor. However, after 4 weeks of infection,
low levels of IL-17 lead to a low number of neutrophils (70).
Thus, the role of IL-17 in both leishmaniasis forms (cutaneous
and visceral) may be strictly associated with neutrophil function,
infection stage, and antioxidant capacity, as well as IL-10 regula-
tion. When the neutrophil is engulfed by an infected macrophage,
parasite death is increased via an elevation in ROS production.
However, this second response is also associated with lesion pro-
gression, especially in the mucosal form of leishmaniasis (2, 30).
According to Gonzalez-Lombana et al. (2), the key point in the
healing of a lesion in ML is the downregulation of IL-17 by IL-10
and IFNy. The huge concentration of granules or products from
neutrophils recruited by IL-17 in the site of infection promotes
tissue lesioning. In this context, the authors suggest that the IL-17
pathway is an important therapeutic target for the treatment of
severe leishmaniasis in patients in whom IL-10 regulatory func-
tion is compromised.

In experiments performed in BALB/c mice, Rousseau et al.
(96) demonstrated that neutrophils are involved in the early
phase of VL by controlling the parasite growth in spleen but not
in liver. The authors also found that these cells appear to have
no significant effect in late infection in either of these organs.
Finally, Almeida et al. (97) found an association between the
severity of canine VL, superoxide production and neutrophil
apoptosis, observing that neutrophil function alters according
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to disease stage. Initially, there is a high level of ROS production,
ensuring resistance to infection. However, in the late phase of
the disease, ROS production overcomes the antioxidant capac-
ity of the cell, leading to oxidative stress followed by neutro-
phil apoptosis. The increase in apoptosis and the consequent
decrease in oxidative activity results in a predisposition to
coinfections, commonly seen in severe cases of canine VL (98).
In support of this hypothesis, treatments based on antioxidants
have generated good results in patients with leishmaniasis (98).
In short, like in CL, neutrophils are part of the complex web that
governs the establishment and development of VL in different
hosts.

Further studies are needed to clarify the role of neutrophils
in the control or proliferation of different species of Leishmania.
Because the infection phase is crucial, time-dependent investiga-
tions of ROS production should be carried out, and the regula-
tory/inflammatory profiles of Th17 cell participation should be
explored in different hosts, considering tissue peculiarities.

Th17 AND NEUTROPHILS CAN
CONTRIBUTE TO PARASITE
CLEARANCE OR DISEASE

Recent studies have advanced our knowledge about the influences
of each parasite/host factor in the pathogenesis of human leish-
maniasis. The characterization of the CD4* T helper cell popula-
tion Th17 has further added to the complexity of host-pathogen
interactions, previously thought to be determined by Th1 or Th2
polarization. Currently, participation of innate immune responses
and complicated interactions between cytokines secreted by dif-
ferent T cell profiles, as well as the diversity of Leishmania species
and hosts, are known to be relevant to disease outcome.
Neutrophils can potently protect against or enhance infec-
tions and can likewise behave as Trojan horses, supporting the
invasion of macrophages by Leishmania. In addition to DCs and
other components of the innate defense system, neutrophils also
regulate T cell polarization, through cytokine secretion, thus
establishing a link between innate and adaptive immunity during
parasitic infection. Although neutrophil presence has been mostly
associated with parasite depletion and cure in L. donovani and
L. infantum infections, the infiltration of these cells is suggested to
cause more severe disease presentations in tegumentary forms of
leishmaniasis. The reviewed data show that regulatory cytokines
such as IL-10 and IL-4 are needed to promote the equilibrium in
ROS production, which is enhanced by the presence of neutro-
phils in chronic infections. In the liver and spleen, L. infantum/
donovani elicits anti-inflammatory cytokines and stimulates
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arginase production, leading to control of inflammation while
neutrophils and activate macrophages kill parasites. The data also
suggest that neutrophil participation depends on the timing of
their recruitment, the tissue infected, and their duration at the
infection site.

Current understanding of the role of Thi7 cells in the
progression of pathogenesis or contribution to host-protective
immunity is evolving rapidly. We now know that Leishmania
infections trigger CD4*/IL-17+ T cell differentiation in mice and
humans. The IL-17 function in neutrophil recruitment has been
widely demonstrated in experimental models of leishmaniasis,
in which strong inflammatory infiltrates are observed. Although
mice are more dependent than humans on IL-17 to combat
L. infantum/L. donovani infections, IL-17 has also been associated
with improved recovery from VL in humans. Conversely, higher
levels of IL-17 during commitment in skin in patients with PKDL,
CL, and ML than in healthy controls suggest that in this tissue,
IL-17 contributes less to healing than in other tissues. Most of the
current data link the IL-17-neutrophil axis to disease develop-
ment or lesion exacerbation in CL. Nevertheless, differences in
immunomodulation between parasite species, and contradictory
results in humans, point to IL-17 stimulatory (IL-23) or regulatory
(e.g., IL-27,1L-10, and IL-13) cytokines, which may be important
in determining how long IL-17 remains present. Similarly to the
role of IL-12 in the context of Th1 generation, identitying the role
of these cytokines in the development or maintenance of Th17
is essential for understanding the influence of its persistence at
lesion sites.
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APENDICE E - Teste de concentracdes do Antigeno Soltvel total de Leishmania (V.)
braziliensis para estimulo de cultura de células mononucleares do sangue periférico

a) Descrigéo do teste

Para padronizacdo das condi¢des de cultivo que foram aplicadas as amostras de
pacientes, foi realizada uma cinética de tempo e concentracdo de estimulo antigénico, de
modo a otimizar a secrecdo de IL-17 e citocinas pro inflamatorias (IFNy e TNF) e anti-
inflamatorias (IL-10, IL-6, IL-4, 1L-20). Para tanto, as PBMCs de 6 pacientes foram
estimuladas em meio de cultura com o extrato proteico soltvel de L. (V.) braziliensis(AgST)
em concentracOes de 5 e 10 pg/ml, e mantidas em estufa de CO2 5% a 37°C por 24, 48, 72, 96
e 120 horas. Células sem estimulo (SE), mantidas apenas com meio de cultura, foram os
controles negativos do ensaio. Para avaliar a capacidade estimulatéria do antigeno as citocinas
secretadas no sobrenadante das culturas foram dosadaspela técnica de Cytometric Bead Array
(CBA), utilizando o kit BD™ CBA Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (Becton Dickinson) e
leitura no equipamento FACS Calibur (Becton Dickinson), conforme instrugdes do fabricante.
Os resultados foram analisados utilizando o software FCAP Array 1.0 (Becton Dickinson). As
comparagdes entre as concentracdes e tempos foi dada pelo teste de Wilcoxon para amostras
pareadas, ao nivel de significancia p<0,05, executado no softwareGraphpadPrism 5.0

b) Resultados do teste

A analise das concentracdes de citocina em sobrenadantes focada em IL-17 mostrou
pico de secrecdo da citocinaao estimulo de 5ug/mL de AgST, ap6s 72 horas de incubacao.
Nos demais tempos avaliados, as quantidades de IL-17 detectadas nos sobrenadantes de
culturas com 5 e 10 pg/mL foram discretamente diferentes, levando a ndo significancia
estatistica do teste (p= 0,733) (Figura b.1). A secrecdo de IL-17 em cultura estimulada com
5ug/mL de AgST foi sensivelmente maior que no controle negativo (SE), enquanto uma

maior quantidade de antigeno reduziu sua secrecao (p=0,112) (Figura b.2).
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Figura b.1 - Concentrag@es de IL-17 em pictogramas por mL detectadas em sobrenadantes de cultura de células
mononucleares de sangue periférico estimuladas por 5 e 10 pg/mL de antigeno solivel total (AgST) de L. (V.)
braziliensis em diferentes tempos de incubacéo.
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Figura b.2 - Concentra¢des de IL-17 em pictogramas por mL detectadas em sobrenadantes de cultura de células
mononucleares de sangue periférico estimuladas por 5 e 10 pg/mL de antigeno solavel total (AgST) de L. (V.)
braziliensis, e sem estimulo (SE)ap6s 72 horas de incubag&o.
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Com base nestas observacdes, foi padronizada a aplicacdo de 5pug/mL de AgST de L.
(V.) braziliensis para estimulo das culturas deste projeto.

c) Cinética de tempo de cultivo para imunofenotipagem

Para a definicdo do tempo de cultivo necessario para diferenciacdo de células Th17
sob estimulo com o AgST de L. (V.) braziliensis purificado, foi realizado um experimento
piloto onde foram utilizadas as PBMCs de 5 individuos-controle, ndo residentes de areas

endémicas e ndo inclusos na amostragem deste estudo. Este grupo foi composto de
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3individuos do sexo feminino e 2 do sexo masculino, com média de idade de 36,2 + 11,23
anos, tendo sido seus gendtipos determinados por sequenciamento:2 AG e 3 GG.

As ceélulas estimuladas foram adquiridas no citbmetro conforme descrito no item
6.9.Houve diferenciacdo celular a partir de 24 horas de incubacdo, sendo os maiores
percentuais de células CD4+ IL-17+ detectados em 96 horas em SE e PHA, em 72 horas em
AQST (Figura c.1).

Figura c.1-Percentuais de linfocitos CD4+ IL-17+ detectadas por citometria de fluxo em células mononucleares
de sangue periférico (PBMC) ap0s trés tempos de incubacéo sob estimulos especifico e inespecifico.
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Legenda: Células cultivadas sem estimulo (SE); células cultivadas sob estimulo inespecifico do mitdgeno
fitohemaglutinina (PHA); células cultivadas com a fragdo solivel do extrato proteico total (antigeno sollvel
total) de L. (V.) braziliensis (AgST). Percentual de CD4+ IL-17+ calculado dentro da populacdo total de
linfocitos das amostras.

Sob estimulo especifico (AgST de L. (V.) braziliensis) houve maior diferenciacédo para
0 tipo Thl7 ap6s 72 horas de exposi¢do, com influéncia do tempo estatisticamente
significativa (p=0,012) entre 24 e 72 horas e nao significativa entre 72 e 96 horas. Na
auséncia de estimulo (SE) e sob estimulo inespecifico (PHA) as células ndo tiveram influencia
significativa do tempo em sua adaptacdo para o tipo Thl7 (p=0,055 e p=0,840,
respectivamente). Por meiodestas observacdes,foi padronizada a incubagdo por 72 horas para
a analise da diferenciacdo de Thl7 e secrecdo de IL-17 em pacientes do estudo conforme seus

gendtipos.
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ANEXO B - Nota técnica sobre interrupc¢ao da distribuicéo de insumos para IDRM

MINISTERIO DA SAUDE
o SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE )
.-+ DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA DAS DOENCAS TRANSMISSIVEIS
COORDENAGAO GERAL DE DOENCAS TRANSMISSIVEIS
SCS - Quadra 4 Bloco A —2° Andar — Ed Principal
CEP 70.304-000 - Brasilia/DF
Tel. (061) 3213-8096/8095

NOTA INFORMATIVA N"%, DE 2016 - CGDT/DEVIT/SVS/MS

Esclarecimentos sobre o desabastecimento de
antigeno  para  Intradermorreagdo de
Montenegro.

b O Ministério da Saude (MS) informa que atualmente esta desabastecido do insumo
antigeno para intradermorreagdo de Montenegro (IDRM), diagnéstico de triagem para a
leishmaniose tegumentar (LT). O ‘desabastecimento nacional ocorreu depois que o Centro de
Produgdo e Pesquisa de Imunobioldgicos (CPPI), Gnico fornecedor do insumo a nivel mundial,
paralisou a produgdo do antigeno de Montenegro, por necessitar de adequagdes na érea industrial e
no processo de produgao do Centro, conforme exigéncias da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa).

2. Para reduzir os danos causados pela falta deste insumo, em julho, 0 MS, em conjunto
com a Fiocruz/RJ, realizou um curso de aperfeigoamento no teste parasitologico direto para
diagnostico da LT para todos os LACENS com o objetivo de fortalecer o diagnostico oportuno da
doenga no pais. Além disso, este Ministério tem articulado com instituigdes parceiras para viabilizar
o reestabelecimento do fornecimento do insumo, mas até o momento ndo se tem perspectiva de
abastecimento.

-

3. Considerando o exposto acima, o MS informa que ndo ha previsio de abastecimento
de antigeno para IDRM a curto ou médio prazo e que ¢ necessario o fortalecimento do exame direto
para o diagnostico da LT para os casos em que 0 parasitologico € vidvel.

4. Para informagdes adicionais, favor contatar o Grupo Técnico das Leishmanioses
pelos telefones (61) 3213-8153/8156.

Brasilia, -Q)Odc outubro de 2016.

SE G\}I) DE ANDRADE NISHIOKA
T

Coordenaddr Geral de Doengas Transmissiveis

De acordo,

Departamento de Vigilangfa das Doengas Transmissiveis

Unidade Técnica de Vigildncia das Doengas de Transmissao Vetorial



