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ESTUDO DO POLIMORFISMO -670 E DA EXPRESSÃO DO GENE FAS NA 
LEISHMANIOSE CUTÂNEA: POSSÍVEL ASSOCIAÇÃO COM DADOS CLÍNICOS. 
GILVANÉIA SILVA SANTOS. A expressão de Fas/FasL tem sido descrita como 
crucial para resistência à infecção por Leishmania, independente de uma resposta 
Th1, no modelo murino. Visto que esses dados na leishmaniose humana sâo 
ausentes, nós quantificamos a expressão de Fas (CD95) ex vivo em PBMC de 
pacientes com leishmaniose cutânea localizada e investigamos o polimorfismo -  
670 da região promotora do gene Apo>1/Fas por PCR-RFLP. Foram realizadas 
marcações com anti-CD95 e marcadores de linhagens (CD3, CD4, CD8, CD14, 
CD16, 16b, CD56 e CD49d) em PBMC separados pelo gradiente de densidade e 
análise por citometria de fluxo. Quarenta pacientes com leishmaniose cutânea 
localizada (oriundos da área endêmica de Jequié e Jequiriçá-Ba) foram incluídos 
após consentimento livre e esclarecido. Os resultados foram comparados com um 
grupo de 27 controles urbanos sadios e correlacionados com dados clínicos e 
demográficos (idade, IDRM, sorologia, tamanho de lesão, tempo da doença). As 
análises do polimorfismo na posição -670 do gene Fas demonstraram que o 
genótipo GG foi o mais freqüente entre os pacientes com LCL (45%), com 35% e 
20% de GA e AA, respectivamente. Em controles normais, a freqüência dos 
genótipos GA, AA e GG foram 51,9%, 18,5% e 29,6%, respectivamente. A 
expressão de Fas em PBMC, dos pacientes comparados com os controles, foi 
aumentada em linfócitos e monócitos, mas um maior aumento foi observado em 
monócitos. A expressão de Fas em monócitos correlacionou negativamente 
(p=0,03, r=-0,53) com duração da doença. Nenhuma correlação foi observada 
entre a expressão de Fas e resposta imune humoral (IgG anW-Leishmania) ou 
celular (IDRM), sugerindo que a expressão de Fas e/ou apoptose poderia ser um 
terceiro parâmetro imune independente modificando a evolução da doença.

Palavras chave: Leishmaniose Cutânea, Apoptose, Polimorfismo.
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EXPRESSION AND -670 POLYMORPHISM OF FAS GENE IN CUTANEOUS 
LEISHMANIASIS; POSSIBLE ASSOCIATION WITH CLINICAL DATA. 
GILVANÉIA SILVA SANTOS. Fas/FasL expression has been shown to be crucial 
to resistance to Leishmania infection, independent of a Th1 immune response, in 
the murine model. Since data in human leishmaniasis are lacking, we quantified ex 
vivo Fas (CD95) expression in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from 
patients with localized cutaneous leishmaniasis and we investigated the promoter-  
670 polymorphism in the Apo-1/Fas gene by PCR-RFLP. Staining with anti-CD95 
and lineage markers (CD3, CD4, CD14, CD16, CD16b, CD19, CD56 and CD49d) 
was performed on density gradient-separated PBMC and analysis by flow 
cytometry. Forty patients with localized cutaneous leishmaniasis (from endemic 
area of Jequié and Jequiriçá-BA) were included after informed consent was 
obtained. Results were compared to a group of 27 healthy urban controls and 
correlated to clinical and demographic data (age. DTH, serology, lesion size, 
disease duration). Analyses showed that the Fas-GG (-670 polymorphism) 
genotype was the most frequent in patients with CL (45%), whereas 35,0% and 
20,0% displayed GA and AA genotypes, respectively. In normal controls, the GA, 
AA and GG frequencies were 51,9%, 18,5% and 29,6%, respectively. Fas 
expression in patients, compared to controls, was increased in lymphocytes and 
monocytes, but the strongest increase was observed in monocytes. Monocyte Fas 
expression was negatively correlated (p=0.03, r=-0.53) to disease duration. No 
correlation was observed, however, with cellular (DTH) or humoral (anti- 
Leishmania IgG) immune response, indicating that Fas expression, and possibly 
apoptosis, might be a third, independent, disease-modifying immune parameter.

Key words: Cutaneous Leishmaniasis, Apoptpsis, Polymorphism.
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1 INTRODUÇÃO

11 CONSIDERAÇÕES GERAIS DA LEISHMANIOSE

A leishmaniose é uma zoonose predominante em países tropicais e 

subtropicais. A doença ameaça 350 milhões de indivíduos que vivem em áreas de 

risco em 88 países ao redor do mundo. A Organização Mundial de Saúde estima 

um total de 2 milhões de casos novos de leishmaniose a cada ano, dos quais, 

apenas 600 mil sáo oficialmente notificados (WHO, on line, 2002).

A leishmaniose é causada por protozoários unicelulares do gênero 

Leishmania, pertencentes à família Trypanosomatidae ordem Kinetoplastida. 

Estes apresentam duas formas principais: uma flagelada ou promastigota, 

encontrada no trato digestivo do inseto vetor, e outra amastigota, sem flagelo livre, 

parasita intracelular obrigatório do sistema fagocítico mononuclear dos 

hospedeiros vertebrados (NEVES, 1997).

O modo de transmissão habitual da doença é através da picada de insetos 

que podem pertencer a diversas espécies de flebotomíneos, dos géneros 

Psychodopygus ou Lutzomya (COSTA et al., 2000). Ao exercer o hematofagismo, 

a fêmea do flebotomíneo com suas mandíbulas lesa o tecido subcutâneo, logo 

abaixo da epiderme, formando um afluxo de sangue, onde são inoculadas as 

formas promastigotas metacídicas (NEVES, 1997).

A variedade de respostas existente no curso da leishmaniose depende da 

espécie de Leishmania envolvida e de características genéticas e imunológicas do 

hospedeiro. Diferentes formas clínicas da doença têm sido descritas,



compreendendo dois grupos principais: Leishmaniose Visceral e Leishmaniose 

Tegumentar (LAISON et al., 1978, BARRAL et a!., 1991).

1.2 LEISHMANIOSE VISCERAL (LV)

A LV é considerada como uma doença esporádica, com exceção das 

epidemias que têm ocorrido na índia e Leste da África (PERSON & SOUZA, 

1990). A doença pode ser causada pelos parasitas Leishmania chagasi, L  

amazoensis, L  donovani e L  infantum. Essa forma da leishmaniose é 

caracterizada por episódios irregulares de febre, perda significativa de peso, 

hepatoesplenomegalia, disenteria e anemia.

A incidência anual da LV varia em diferentes regiões entre 1 a 10 casos por 

1000 habitantes, com flutuações sazonais e anuais (BADARÓ et al., 1986). A 

transmissão da doença depende da presença de um reservatório adequado de 

infecção e da susceptibilidade da população. Os pacientes com LV apresentam 

uma marcante ativação policlonal de células 8, com abundante produção de 

anticorpos, os quais parecem não participar da recuperação ou da resistência 

contra a leishmaniose. Durante a fase aguda da LV, os pacientes não exibem uma 

reação de IDRM positiva, e a conversão para uma resposta positiva é indicativo de 

sucesso terapêutico. Uma resposta IDRM positiva está diretamente correlacionada 

com resistência à futura doença (BARRAL-NETTO & BITTENCOURT 1995).
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1.3 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA)

A LTA é considerada a sexta endemia mais importante do mundo (WHO, on 

line, 2003). No Brasil, esta zoonose encontra-se em franca expansão geográfica, 

sendo uma das infecções dermatológicas mais importantes, náo só pela 

freqüência, mas principalmente pelas dificuldades terapêuticas, deformidades e 

seqüelas que pode acarretar. Nos últimos anos, o Ministério da Saúde registrou 

média anual de 35 mil novos casos de LTA no país (CENEPI, 1999). A doença 

vem ocorrendo de forma endêmico-epidémica apresentando diferentes padrões de 

transmissão, relacionados não somente à penetração do homem em focos 

silvestres, freqüentemente em áreas de expansáo de fronteiras agrícolas. Tem-se 

evidenciado a ocorrência da doença em áreas de colonização antiga. Nestas, tem- 

se discutido a possível adaptação dos vetores e parasitas a ambientes 

modificados e reservatórios (FUNASA, on line, 2003).

No estado da Bahia existem registros de casos de LTA desde o inicio 

da colonização (COSTA, 1986). O Estado tem sido confirmado como um dos 

lideres no número de registros de casos juntamente com o Maranhão e Ceará na 

região Nordeste, mantendo-se com uma média de 3.000 casos anuais (BARRETO 

et al., 1981; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2000).

As três principais espécies de Leishmania responsáveis pela transmissão 

da LTA são L  braziJiensis, L  guyanensis e L  amazonensis (CIMERMAN, 2001), 

sendo o complexo L. brasiliensis responsável pela forma mais grave da LC (LM e 

LD).
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A LTA incluí as seguintes sub-formas: 

1.3.1. Leishmaniose Cutânea (LC)

O aspecto mais freqüentemente observado nos casos de LC são úlceras 

com bordas elevadas nas partes expostas do corpo como a face, braços e pernas 

(WHO, on line. 2002). Estas lesões se iniciam no local de entrada do parasita 

como pequenas pápulas, que se desenvolvem em nódulos que ulceram no centro 

(WALTON, 1987). trenos freqüentemente podem ser observadas lesões 

verrucosas e vegetantes. A cura espontânea da lesão é um achado freqüente em 

algumas áreas endêmicas (COSTA et al., 1987).

1.3.2. Leishmaniose Cutânea Mucosa (LCM)

A forma mucocutânea é na maioria das vezes secundária às lesões 

cutâneas, acometendo principalmente as cavidades nasais, podendo levar a 

destruição parcial ou total da mucosa do nariz, seguidas da faringe, laringe e 

cavidade oral, provavelmente, devido à distribuição hematogênica dos parasitas 

presentes na lesão primária. É vista mais freqüentemente em homens adultos, 

sendo incomum em crianças. De acordo com dados epidemiológicos, 

aproximadamente 3% dos pacientes com infecção por L braziliensis evoluem para 

a forma cutâneo-mucosa (BARRAL et al, 1997).

1.3.3. Leishmaniose Cutânea Disseminada (LCD)

Em cerca de 1 % dos casos de LC pode ser observado um padrão de lesão 

disseminada. Essa forma clínica da doença pode ser causada tanto pela espécie
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L  brasiliensis como L. amazonensis, certamente devido à disseminação 

hematogênica do parasita. As lesões aparecem como elementos acneiformes, 

pápulas e pequenas úlceras disseminadas presentes na face, tórax e membros 

(COSTA et al., 1986 & CARVALHO et al., 1994).

A doença caracteriza-se por um pólo não responsivo ou anérgico aos 

antígenos de Leishmania. A resposta humoral é exacerbada na ausência de 

resposta imune mediada por células (CONVIT et al., 1972).

1.4 IMUNOLOGIA DA LEISHMANIOSE

O estabelecimento dos modelos experimentais murinos na leishmaniose 

têm sido de fundamental importância para a compreensão dos mecanismos 

imunomodulatórios da doença. Os modelos de infecção em camundongos BALB/c 

e C3H/HeN definiram os dois padrões de resposta imune, nos quais sub- 

populações diferentes, Th1 e Th2, determinam a susceptibilidade ou resistência à 

doença. Nos camundongos BALB/c, observa-se um pólo de resposta com o 

controle da multiplicação do parasita e cura espontânea da doença, enquanto em 

camundongos C3H/HeN observa-se uma forma progressiva e severa da doença 

(HEINZEL et al., 1989).

Na leishmaniose humana a polarização Th1/Th2 observada no modelo 

murino não é regra (RIBEIRO DE JESUS et al, 1998). A resposta imune 

observada em humanos é muito complexa, podendo ocorrer perfis distintos de 

citocinas. Uma situação que exemplifica estas diferenças é o papel do TNF-a. Em 

modelos experimentais, o TN F-a  parece exercer um importante papel na defesa
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do hospedeiro (TITUS et al., 1989, LIEW et at., 1990), todavia em humanos, títulos 

elevados de TN F-a  no soro parecem não estar associado com proteção imune 

contra infecçáo por Leishmania (PISA et al., 1990). Alguns trabalhos têm 

observado ainda, que o TN F-a  tem sido implicado no agravamento de várias 

doenças infecciosas (GRAU et al., 1989, SARNO et al., 1991, BARNES et al., 

1992, MCGUIRE et al., 1994). Estudos mostraram que inibindo a produção do 

TNF-a, pacientes com LCM apresentavam melhor resposta à terapêutica (LESSA 

et al., 2001). Em pacientes com LC a produção ótima de TNF-ct em associação 

com outras citocinas pode induzir mecanismos envolvidos na resolução da lesão, 

ao passo que, uma liberação elevada de TN F-a  solúvel pode ter um efeito 

deletério, levando ao agravamento da doença. BÁFICA et al., (2003) sugerem que 

na LCL a resposta imune é localizada no sítio da úlcera e que o TN F-a  pode 

colaborar para uma pior evolução clínica da lesão, uma vez que no soro dos 

pacientes é observado níveis diminuídos de TNF-a, contrastando com a intensa 

expressão de TN F-a  na lesão desses pacientes.

A resposta imune em pacientes com LC é caracterizada por uma forte 

resposta celular com evidências de uma reação de hipersensibilidade tardia em 

resposta aos antígenos de Leishmania, proliferação de linfócitos e produção 

elevada de IFN-y (CASTES et al, 1983). IFN-y é a principal citocina associada com 

a morte da Leishmania, atuando na ativação de macrófagos e potencializando sua 

atividade leishmanicida. Essa citocina também é produzida na infecção por L  

braziliensis, mas a razão pela qual tais pacientes desenvolvem a doença 

permanece sem resposta. Estudos sugerem que o IFN-y pode desempenhar um
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duplo papel na LC, podendo estar associado com o controle da multiplicação do 

parasita e/ou estar envolvido na patogénese da doença. Uma vez que o IFN-y 

regula positivamente a produção do TNF-a, talvez essa citocina pró-inflamatória 

participe da destruição tecidual observada na leishmaniose tegumentar (RIBEIRO 

DE JESUS etal, 1998).

Algumas diferenças também têm sido observadas no perfil de citocinas em 

pacientes com lesões de curta duração quando comparados com pacientes com 

lesões duradouras. Pacientes com lesão crônica apresentam uma forte expressão 

de citocinas pró-inflamatórias tais como o TNF-<x, IL-1, IL-10 e TGF-p, quando 

comparado com a expressão de citocinas nas lesões iniciais. Os resultados desse 

trabalho indicam que a expressão temporal e diferencial de citocinas, in situ, pode 

ter um papel na patogênese da leishmaniose e que os padrões de citocinas 

podem ser espécie-específico (MELBY et al, 1994).

2 APORTOSE

A apoptose, ou morte celular programada, é um suicídio celular ativo, pois 

requer a síntese de uma série de proteínas que traduzem o sinal apoptótico para o 

interior da célula (HETTS, 1998). A apoptose é um processo fisiológico 

fundamental na regulação do sistema imune, crítico para a homeostase tecidual 

em organismos multicelulares, que tem sido implicado na patogênese de diversas 

doenças do sistema imune.

Estudos têm mostrado que a apoptose poderia ser um mecanismo usado 

na defesa do hospedeiro contra vírus e provavelmente outros agentes infecciosos
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como bactérias e parasitas intracelulares (VAUX et al., 1994). A desregulaçào da 

apoptose tem sido relacionada com doenças neurodegenerativas, AIDS, etc., 

enquanto defeitos na apoptose estão relacionados com câncer, doenças auto- 

imunes e infecções virais (KATOCH et al., 2002).

Existem duas vias principais para a indução da apoptose; a via dos 

receptores de morte e a via regulada pela mitocôndria. Os receptores de morte 

identificados até o momento pertencem à superfamília do receptor para o fator de 

necrose tumoral (TNF) e são o FAS, TNFR e Trai IR. Esses receptores ligam-se a 

ligantes específicos, incluindo Fas ligante (FasL), TNF, TRAIL e AP02L 

(ASHKENASIetal., 1998).

Dentre os receptores, APO-1/Fas é o receptor de morte melhor 

caracterizado. Este receptor é uma proteína transmembranar expressa na 

superfície de muitos tipos celulares, tais como linfócitos, epitélio, fibroblastos e 

algumas células endoteliais (LEITHAUSER et al., 1993). O gene que codifica para 

o receptor APO-1/ Fas (CD95) foi mapeado no cromossomo 10 em humanos na 

posição 10q23 / 10q24.1 (BEHRMANN et al., 1994; INAZAWA, et al., 1992) e 

consiste de 9 éxons e 8 íntrons com extensão de aproximadamente 26 kb 

(CHENG et al., 1995). O papel preciso de APO-1/Fas na regulação imune, ainda 

não está bem definido, mas estudos têm sugerido a participação de Fas na 

predisposição e evolução clínica de várias doenças (KRAMMER, 2000, 

BRUNNER, 1995). Expressão anormal do gene APO-1/Fas tem sido observada 

em diversas doenças imunes, tais como síndrome linfoprolíferativa autoimune e 

lúpus eritematoso sistémico (HUANG et al., 1997). A expressão do gene APO- 

1/Fas está aumentada nas células T  de crianças infectadas por HIV (BAUMLER et
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al., 1996), doença de Hodgkin (XERRI et al., 1995) e lúpus eritematoso sistêmico 

(MYSLERet al., 1994).

2.1 LEISHMANIOSE E APORTOSE

Recentemente tem-se sugerido a possibilidade do envolvimento da 

apoptose na patogênese e desenvolvimento das formas clínicas da leishmaniose. 

Um estudo com LC mostrou que há um aumento de células TCD8+ apoptóticas 

quando comparado com células TCD4+ nas lesões dos pacientes com 

leishmaniose cutánea ativa (BERTHO et al., 2000). Em modelos de camundongos 

deficientes para Fas e FasL infectados com L  major, foi demonstrada a 

importância funcional do sistema Fas-FasL para eliminação do parasito e na 

resolução da lesão provocada por L  major (CONCEIÇÂO-SILVA et al., 1998). 

Nesse mesmo trabalho foi demonstrado que a infecção in vitro de macrófagos 

murinos com L  major, aumentava a expressão de Fas na superfície dos 

macrófagos em resposta ao IFN-y. Corroborando com esses resultados, HUANG 

et al., (1998) demonstraram que camundongos MRU/pr (mulantes para Fas) não 

controlam o desenvolvimento da lesão, apesar de desenvolverem uma resposta 

Th1 com elevada produção de IL-12 e NO, ratificando a importância da expressão 

de Fas na resistência à infecção por Leishmania.

Na literatura existe apenas um trabalho avaliando o papel do sistema Fas- 

FasL na leishmaniose cutânea em humanos. Os resultados desse estudo 

mostraram que a via de citotoxicidade Fas-FasL é um potente Indutor de 

apoptose, sendo necessário para resolução da lesão (EL-KOWRANY et al., 2001).
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Na leishmaniose visceral, EIDSMO et al., (2002) demonstraram que os níveis de 

Fas e FasL solúvel no plasma de pacientes com LV se correlacionaram com as 

mudanças patológicas observadas durante a infecção. Os níveis médios de FasL 

solúvel no plasma de pacientes com LV ou LV-HIV foram 2.9 a 4.2 vezes mais 

elevados quando comparados com os níveis em doadores normais. Quando a 

doença e carga parasitária eram controladas, os níveis dos marcadores 

apoptóticos, Fas e FasL, retornavam aos valores normais.
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2.2 POLIMORFISMOS DO GENE FAS

Recentemente foram identificados dois polimorfismos na região promotora 

do gene APO-1/Fas (HUANG et al., 1997). O primeiro polimorfismo é uma 

substituição de uma G por uma A no nucleotídeo de posição -1377 dentro da 

região silenciadora. Essa substituição não cria nem deleta sítio de restrição, mas 

ocorre na sequência do sítio de ligação para o fator de transcrição SP-1. Esse 

polimorfismo é raro na população, sendo observado em apenas 20% dos 

indivíduos normais (HUANG et al., 1997). O segundo polimorfismo está localizado 

no nucleotídeo -670 dentro da região enhancer devido á substituição de uma A 

por G, que cria um sítio de restrição para a enzima Mval, resultando em três 

diferentes genotipos GA, GG e AA (HUANG et al., 1997). O polimorfismo -670 

ocorre na seqüência consenso do sítio de ligação do elemento de transcrição 

nuclear GAS (Gamma-activated sequence), podendo Influenciar a expressão do 

gene APO-1/Fas, dependendo da forma alélica expressa. Gas é uma sequência 

de 9 bases com resíduos T T  e AA terminais, requerido para ativação gênica em



resposta ao IFN-y (SHUAI, 1994). O gene APO-1/Fas apresenta dois sítios para a 

enzima Mva\, um deles localizado na posição -858 (sítio constante, não 

polimórfico) gerando um fragmento constante com 98 pb e outro localizado na 

posição -670 (sítio polimórfico) (HUANG et al., 1997).

Estas descobertas induziram todo um conjunto de estudos que investigaram 

a possibilidade desses polimorfismos serem marcadores genéticos de 

susceptibilidade e progressão de doenças, nas quais a apoptose é importante na 

patogênese. O polimorfismo do gene APO-1/Fas tem sido avaliado como possível 

marcador genético em diversas doenças tais como esclerose múltipla, lúpus 

eritematoso sistémico (LES) e artrite reumatóide. HUANG et al., (1999) em um 

estudo com duas coortes de pacientes com LES, demonstraram um aumento na 

freqüência do genotipo GG em alguns pacientes (esses com úlcera oral, 

fotossensibiiidade, artrite renal e neuropsicose) quando comparados com 

controles normais, sugerindo um possível papel do genotipo GG em conferir 

susceptibilidade á fotossensibilidade em pacientes com LES, por envolver a 

expressão do gene APO-1/Fas. VAN VEEN e colaboradores (2002), observaram 

que o polimorfismo -670 do gene Fas influencia na susceptibilidade à esclerose 

múltipla, visto que indivíduos com o genotipo GG têm risco diminuído para o 

desenvolvimento de esclerose múltipla. A associação com o polimorfismo -670 

também têm sido observada na doença de Alzheimer’s (FEUK et al., 2000) e em 

pacientes derrame cerebral coreanos, nos quais, o polimorfismo -670 parece não 

ser fator de risco para a doença (SEO, et al., 2002). Todos os trabalhos existentes 

até o presente avaliando o polimorfismo -670 do gene APO-1/Fas foram
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realizados em doenças autoimunes e cáncer (WANG, et al., 2003). Em doenças 

infecciosas, entretanto, não existem trabalhos que correlacione esse polimorfismo 

genético com dados clínicos da doença.

Diferenças raciais têm sido reportadas como um importante fator na 

infecção por Leishmania. Em populações co-existentes de índios ameríndios e 

negros que tiveram conservada a sua integridade genética, observaram-se 

diferenças na velocidade e evolução da lesão mucosa. Na população negra, as 

lesões mucocutâneas desenvolviam-se rapidamente, resultando em um dano 

facial grave e forte reação de hipersensibiíldade tardia. Por outro lado, embora 

muitos casos de leishmaniose foram registrados na população indígena, as lesões 

apresentavam desenvolvimento lento, não destrutivo e resposta diminuída aos 

antígenos de Leishmania, sugerindo que as mutilações observadas nos negros, 

foram resultantes de uma exagerada resposta imune inflamatória (W ALTON & 

VALVERDE, 1979).

2.3 POLIMORFISMOS DO TN F-a  ASSOCIADOS À LEISHMANIOSE HUMANA

Um estudo tipo caso-controle com 46 pacientes com LCM sugeriu uma 

associação entre susceptibilidade de desenvolver essa forma da doença com um 

polimorfismo genético no alelo TNF2 afetando a produção de TN F-a  (CABRERA 

et al, 1995). KARPLUS et al., (2002) estudando indivíduos com infecção com L  

chagasi assintomáticos e sintomáticos, demonstraram que existe uma forte 

associação entre os indivíduos assintomáticos (IDRM+) e um polimorfismo na 

região promotora do TNF-a. Nesse mesmo estudo foi sugerido que alguns
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genotipos do locus do TN F podem estar associados ao desenvolvimento de 

formas contrastantes da doença como visceral e mucocutânea. Também se 

observou que a produçáo de níveis elevados de TNF-a, geneticamente 

determinada, em resposta à infecção por L  chagasi, pode predispor indivíduos, 

pelo menos em parte, para o desenvolvimento da forma visceral grave da doença.
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3 JUSTIFICATIVA

No Brasil, tem-se observado um elevado crescimento do número de casos 

de LTA, tanto em magnitude como em expansão geográfica, com surtos 

epidêmicos nas regiões Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e Norte (CO STA et

ai, 2000).

Na Bahia, mais precisamente na região cacaueira de Três Braços e Corte 

de Pedra, diversos estudos foram desenvolvidos entre as décadas de 70 e 80, os 

quais serviram de modelo para o entendimento de alguns aspectos relacionados à 

epidemiología, clínica e terapêutica da doença, Uma das regiões endêmicas em 

destaque é a do sudoeste, que juntamente com a região sul, concentram o maior 

número de casos de LTA no Estado (COSTA, 1986).

Os avanços no âmbito científico, em particular nos estudos da imunologia, 

têm ampliado nosso entendimento da resposta imune do hospedeiro contra 

infecções por Leishmania e muitos outros patógenos. Diferenças na 

susceptibilidade à infecção primária e/ou na evolução da lesão cutânea tem sido 

propostas como alternativas para explicar os mecanismos envolvidos na rapidez e 

extensão das lesões em algumas populações.



Na leishmaniose experimental muhna, a resposta imune do hospedeiro e a 

resistência adquihda tern mostrado importante papel em reposta à infecção. Na 

leishmaniose humana, estudos têm fornecido evidências para componentes 

genéticos do hospedeiro na susceptibilidade à infecção por Leishmania, 

influenciando a severidade e resistência da doença (SHAW et al., 1995).

Um aumento significativo na expressão do CD95 tem sido observado em 

PBMC de pacientes com leishmaniose cutânea localizada (SANTOS et al., 2003). 

Considerando a importância do processo apoptótico na patologia da leishmaniose, 

acreditamos que a investigação do polimorfismo do gene APO-1/Fas nos 

pacientes com LC poderá fornecer dados para melhor compreensão da 

patogênese da doença, uma vez que a literatura é muito escassa com relação a 

estudos que avaliem o processo apoptótico na leishmaniose humana.

Contrastando com os padrões de resposta imunes Th1/Th2 definidos até o 

momento, propõe-se que a apoptose mediada por Fas pode ser um terceiro 

parâmetro imune a ser abordado na leishmaniose humana. Portanto, sugerimos 

que a combinação de estudos genéticos e imunológicos pode responder várias 

questões à cerca da relação entre imunidade, resistência/susceptibilidade genética 

e evolução clínica da leishmaniose.

A utilização de marcadores imunogenéticos em associação com testes 

sorológicos, poderá apresentar-se como possíveis medidas profiláticas na 

identificação de pacientes com melhor ou pior prognóstico, possibilitando 

intervenções terapêuticas que acelerem o processo de resolução das iesões.
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H IPÓ T E SE

O genotipo GG correspondente ao polimorfismo --670 do gene Fas 

influência na resposta Imune do hospedeiro e no quadro clínico da leishmaniose 

cutánea localizada.
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4  O B JE T IV O S

4.1 GERAL

Investigar o papel de Fas na leishmaniose cutânea localizada.

4.2 ESPECÍFICOS

Determinar a freqüência dos diferentes genotipos correspondentes ao 

polimorfismo -670 do gene Fas em pacientes com LC comparando com 

controles sadios;

Avaliar a expressão do receptor Fas (CD95) na superfície das células 

mononucleares do sangue periférico dos pacientes com LC comparando 

com controles sadios;

Correlacionar os genotipos do gene Fas com a expressão do receptor Fas 

(CD95) na superficie das células mononucleares do sangue periférico de 

pacientes com LC e controles sadios;

Correlacionar os genotipos do gene Fas com dados clínicos e resposta 

imune “in vivo" (IDRM+, sorologia) na leishmaniose cutânea localizada.
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5 C A S U ÍS TIC A

5.1 PACIENTES ESTUDADOS

Este estudo contou com a participação de 40 pacientes portadores de 

Leishmaniose Cutânea, provenientes das áreas endémicas de Jequié e Jiquiriçá- 

BA, atendidos no Posto de Saúde local pela equipe de médicos e pesquisadores 

do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz, que visitam a área periodicamente.

Os critérios de ¡nclusáo adotados no estudo foram lesão compatível com 

diagnóstico de leishmaniose cutánea, intradermorreaçào de Montenegro positiva e 

visualização de formas amastigotas na análise histopatológica da lesão. O 

recrutamento dos pacientes foi aleatorio, náo houve restrição por idade, género ou 

etinicidade. O período da coleta das amostras foi de outubro de 2002 a dezembro 

de 2003.

O diagnóstico para leishmaniose foi realizado através do exame clínico e 

confirmado através da Reação Intradérmica de Montenegro, sorologia e biópsia da 

lesão. Os pacientes apresentavam ulcerações cutâneas únicas, na maioria dos 

casos, localizadas mais freqüentemente nos membros inferiores. A idade dos 

pacientes variou entre 3 e 86 anos, dos quais 18 eram do género feminino e 22 do 

género masculino. As características clínicas e demográficas dos pacientes estão 

sumarizados na Tabela 1.



5.2 CONTROLES

Voluntários dos laboratórios (LIMI e LIP) e doadores normais do HEMOBA -  

BA foram recrutados como grupo controle para o estudo. O estudo contou com um 

total de 27 doadores, com idade entre 20 e 50, sendo 17 do gênero feminino e 10 

do gênero masculino.

5.3 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS

Esse trabalho foi submetido à avaliação pelo comitê de Ética da Fundaçáo 

Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz (Termo de consentimento em 

anexo, Anexo 1).

6 MÉTODOS

6.1 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS

Cada paciente e controle sadio doaram 20 mL de sangue periférico para o 

estudo, coletados por punçáo venosa, através do sistema de coleta a vácuo 

(Vacutainer Franklin Lakes-NJ-EUA) em tubos heparinizados, após consentimento 

livre e esclarecido.

6 2 DEFINIÇÃO DOS PARÂMETROS CLÍNICOS ADOTADOS

Linfadenopatia - Foi verificada questionando-se ao paciente a presença ou 

não de “íngua”. Em alguns casos foi possível detectar a presença de 

linfadenopatia através do exame físico nas regiões submandibular, axilar ou 

inguinal do paciente pela equipe.
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Tamanho da lesão -  O tamanho da lesão foi determinado com o auxilio de 

uma régua, mensurando-se o diâmetro da mesma. Nós calculamos a superfície da 

lesão ulcerada através da medida do diâmetro.

Tempo de doença -  O tempo de doença foi definido segundo o tempo 

relatado pelo paciente do surgimento da lesão, até o diagnóstico realizado no 

posto de saúde.

IDRM -  0  teste de intradermorreação de Montenegro foi avaliado com base 

na área de enduração formada após a administração do antígeno de Leishmania. 

O IDRM foi mensurado de forma semiquantitativa (-, +,++ e +++).

6.3 SEPARAÇÃO DAS CÉLULAS MONONUCLEARES DO SANGUE 

PERIFÉRICO (PBMC)

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas a 

partir do volume de 20 mL de sangue heparinizado (10UÍ/mL), diluído 1:1 com 

solução salina a 0,9%, adicionando-se em seguida o Ficoll-Hipaque na proporção 

de 2:1. Os tubos foram então centrifugados (400xg por 40 minutos) e o anel de 

células coletado. As células foram lavadas 2 vezes com solução salina a 0,9% a 

1000 rpm por 10 minutos e contadas, na última lavagem, em câmara de 

Newbauer.

Após a contagem, a quantidade de células era dividida, parte para extração 

de DNA, RNA, proteínas e parte para citometria de fluxo.
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6.4 EXTRAÇÃO DO DNA

O DNA genômico das células mononucleares obtidas a partir do gradiente 

de FICOLL-Hypaque foi extraído usando protocolo de tratamento com proteinase 

K e extração com Fenol-Clorofórmio-Âlcool Isoamílico.

O “pellet” de células foi ressuspenso em uma solução de Tris - EDTA -  

NaCI (10 mM- 10 mM- 0,15 mM), SDS 20% e proteinase K (10 mg /mL). Essa 

solução era incubada a 65°C por 2 horas. Em seguida adicionava-se uma outra 

solução de Tris - EDTA -  NaCI (10 mM- 10 mM- 0,65 mM) e fenol-clorofórmio- 

álcool isoamílico. Agitava-se vigorosamente e centrifugava-se a 10000 rpm por 5 

minutos. Após a centrifugação, transferia-se a fase aquosa para um novo tubo e 

adicionava-se Etanol Absoluto para precipitação do DNA. O tubo era então 

homogeneizado e centrifugado a 10000 rpm por 20 minutos. O álcool era 

descartado e o "pellet” lavado com Etanol 75%. que após centrifugação era 

secado ao ar e ressuspenso em 75 de H2O MiliQ autoclavada. As amostras de 

DNA foram quantificadas em gel de agarose e acondicionadas à -20°C para 

posterior utilização.

6.5 GENOTIPAGEM POR PCR DO GENE AP0-1/FAS

Reações de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) foram realizadas para 

amplificação da região promotora do gene APO-1/Fas (CD95) como previamente 

descrito por HUANG et al., (1997). As seqüências dos primers utilizados foram 5’- 

C TAC CTAA G A G C TATCTA CC G TTC -3 ’ (APO-1/Fas Forward) e 5’- 

GGCTGTCCATG TTGTG GCTG C-3* (APO-1/Fas Reverse), sintetizadas de acordo
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com dados publicados por HUANG et al., (1997), gerando um fragmento com 331 

pb.

Cada reação era composta de aproximadamente 60 ng de DNA, 0,5 U de 

Taq polimerase, 0,25 jiM de cada primer, 200 m.M de dNTPs, 1.0 mM de MgCb 

em tampão Tris-HCI 10 mM / KCI2 50 mM (pH 8.5) num volume final de 20 |iL. As 

reações foram amplificadas em termociclador Perkin Elmer com as seguintes 

condições de temperatura: 94°C por 5 minutos para desnaturação do DNA, 55°C 

por 1 minuto, para pareamento dos primers e 72°C por 1 minuto e 30 segundos 

para extensão do primer pela Taq DNA Polimerase por 35 ciclos.

6.6 ANÁLISE DA DIGESTÃO PARA 0  POLIMORFISMO -^7 0  DO GENE 

AP0-1/FAS

Após a amplificação da região promotora do gene Fas, 10 jiL da reação foi 

digerido com a enzima de restrição Mval. Ao produto do PCR adicionava-se uma 

mistura de 5 ^L contendo 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 10 mM MgCb, 1 mM 

dTT e 1U de Mva\. As amostras eram incubadas 2 h a 37°C. Os produtos da 

digestão eram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 6% 

(achlamida:bis-achlamida 29:1) em tampão de TBE IX. Os géis eram corados com 

Brometo de Etídio e fotografados em luz UV.

Após a digestão com a enzima Mva\ o fragmento de 331 pb originou dois 

fragmentos, um de 233 e outro de 98 pb na presença da A na posição -670, 

correspondendo ao genótipo AA. Na presença da G nesta posição, o fragmento de
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233 pb era clivado em um fragmento de 189 e outro de 44 pb, correspondendo ao 

genotipo GG (Figura 1A e 1B).

Figura 1A. Gel ilustrando o polimorfismo -670 da região promotora do gene Apo- 
1/Fas. O produto do PCR foi digerido com a enzima Mva\ e separado por eletroforese 
em gel de poliacrilamida 6% e corado com brometo de etidio. Linha M representa o 
marcador de pares de bases de 100-pb; Linha 1 produto do PCR sem digerir; Linha 2 
genotipo heterozigoto GA; Linha 3 homozigoto AA; Linha 4 genotipo homozigoto GG.

Figura 1B. Representação esquemática do mapa de restrição do gene APO-1/Fas 
ilustrando os dois sítios para a enzima Mva\ (-858 e -670) e os possíveis fragmentos 
gerados em função dos genotipos.



6.7 PROTOCOLO PARA MARCAÇÃO DE MOLÉCULAS DE SUPERFÍCIE 

CELULAR

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) eram ressuspensas 

em um tampão de bloqueio contendo PBS 1% BSA 0,1 %  azida sódica + soro 

humano na proporção de 4:1, com a finalidade de reduzir as ligações inespecíficas 

dos anticorpos. As amostras eram incubadas a 4®C por 15 minutos para ação do 

bloqueio. Em seguida adicionavam-se os anticorpos fluorescentes (Tabela 2) e 

mais uma vez as amostras eram incubadas por 30 minutos a 4°C protegidas da 

luz. Passados os 30 minutos as amostras eram lavadas com 150 fiL por tubo de 

PBS + 1% BSA+ 0.1 %  Azida sódica e centrifugadas a 1000 rpm a 4®C por 5 

minutos. Após a lavagem, as células eram fixadas com formalina 1% (200 \iL por 

tubo), vortexadas e acondicionadas a 4®C protegidas da luz para posterior 

aquisição.

6.8 CITOMETRIA DE FLUXO

A aquisição e análise das amostras foram realizadas em citômetro de fluxo 

FACSort (Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA) através do 

programa CellQuest versão 3.1 F. Inicialmente definiram-se os parâmetros de 

tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) e seleção das populações celulares. 

Em seguida, era realizada aquisição de amostras controles (células não marcadas 

e isotipos), a fim de diferenciar a emissão de luz em comprimento de onda não 

definido, da emissão de luz pela presença da marcação.
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A análise estatística dos dados e a elaboração dos gráficos deste estudo 

foram realizadas utilizando o programa GraphPad-Prism 3.0 (GraphPad Software, 

San Diego, CA-USA).

As associações realizadas entre os diferentes genotipos do gene Fas e 

dados clínicos dos pacientes com LC foram analisadas através da análise de 

Pearson.

A análise estatística das associações do polimorfismo -670 do gene Fas, 

sorologia e linfadenopatia foram realizadas através do teste Exato de Fisher, com 

intervalo de confiança de 95%.
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Tabela 1: Características clínicas e demográficas de 40 pacientes com leishmaniose cutânea oriundos da área 

endêmica de Jequié<Jiquirlçá, Bahia.

Amostras tdade Gênero Peso Tamanho 
da Lesão

Tempo
de

Doença

Número
de

Lesões

Local da 
Lesão

Tratamento N®

Ciclos

IDRM LInfade
nopatia

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10 
11 
12
13
14
15
16
17
18
19
20 
21 
22 
23

18
9

34 
55
35
24 
32 
30 
04 
08 
65 
13 
22 
49
25 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND
9

46
60

M
M
H
M
M
H
H
M
M
M
M
M
H
H
M
M
M
H
H
H
M
H
H

55
ND
58 
51
47 
57 
70 
65 
16 
23 
57
48 
68 
60
59 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND
63
64

1.5
1.5 
1,0
1.5
1.5 
6,0 
0.5 
1,0 
1,0 
2,0
3.0
1.5
1.0 
0,5 
0.5 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
2,0
2.5
1.5

90d
30d
30d
30d
30d
30d
30d
15d
15d
20d
90d
30d
60d
60d
60d
ND
ND
ND
ND
ND
60d
60d
25d

13

2
1

ND
ND
ND
ND
ND
ND
1
1

MIE SBV 2 + Nâo
Antebraço SBV 3 + Não

MIE SBV 2 ++ Sim
Parietal D SBV 1 ND Sim

MID SBV 2 ND Não
MIE SBV 3 ND Sim

Escápula SBV 1 ND Sim
Antebraço SBV 2 ND Sim
Antebraço SBV 1 ND Nâo

MIE SBV 2 ND Sim
MMII SBV 2 ND ND

Parietal SBV 2 ++ Sim
MIE SBV 3 ++ Sim
MIE SMT ND + Nâo
MID SBV 2 + Sim
ND SBV ND ND ND
ND SBV ND ND ND
ND SBV ND ND ND
ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND
ND SBV ND + Sim
MIE SBV 2 + Sim
MID SBV 1 + Nâo
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

8
10
23 
19 
31 
41 
86
24 
19 
3 
12 
41 
59 
57 
28 
17 
16

M
H
H
H
M
H
H
M
H
M
H
H
H
H
H
M
H

16
ND
64
66
38
60
ND
55 
52 
11 
40 
80 
52 
62 
52 
45
56

2.0
2,0
4.0
1.5
1.0 
2,0
5.0
2.0
2.5 
2.0
3.5
3.5 
2,0
1.5
1.5 
2,0 
1,0

30d
45d
30d
50d
45d
20d
lOOd
15d

365d
30d
30d
30d
180d
90d
60d
180d
15d

3
ND
5

ND
1
1

ND
1
1
1
1
1

44
1
1
3
2

MMIi
ND

MMII/SS
Face

Antebraço
Face
Coxa

Antebraço
MID
Face
MIE

Escápula
MMII
MSE
Face
MID
MID

SBV
SBV
SBV
SBV
SBV
SBV
SBV
SBV
SBV
SBV
SBV
SBV
SBV
SBV
SBV
SBV
SBV

ND
ND
1
3
1
2
1
1
2
1
2
1
2
1
3
1
1

+
ND
ND
+

++
ND
ND
++
++
+

ND
+
+

ND
+
+
+

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Não

D = Dias
MID = Membros Inferiores Direito
MSE = Membros Superiores Esquerdo
MMII = Membros inferiores
MMII/SS = Membros Inferiores e Superiores
ND = Não disponível
SBV = Antimonio Pentavalente
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Tabela 2: Anticorpos utilizados para marcação de moléculas de superfície 

celular em PBMC de pacientes com LC oriundos das áreas endêmicas de 

Jequié-Jiquiríçá, Bahia e Doadores normais.
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Anticorpo Conjugado Clone Função Expressão

Celular

lgGi^ FITC A85-1

lgG2a^ PE G155-178

a-CD3^ FITC UCHT-1 Transduçâo de sinal 

pelo TC R

Célula T  e timócitos

a-CD4^ FITC RPA-T4 Co-receptor para 

MHC de classe II

Célula T  helper, 

Mon, M<|>

a-CD8^ PE HIT8a Co-receptor para 

MHC de classe 1

Cél T  citotóxica, 

timócitos

a-CD14'" PE M5E2 Receptor para LPS e 

LBP

Mon

a-CD16' FITC 3G8 Receptor FcyRIll 

medeia fagocitose e 

ADCC

Neutrófilos, células 

NKeM<})

a-CD16b' FITC 1D3 Receptor FcyRlllb Neutrófilos

a-CD49d^ PE 9F10 Integrina a4 Cél 8, timócitos, 

Mon. DC, 

eosinófilos

a-CD56' PE N901 Molécula de Adesão Células NK

a-CD95^ PE DX2 Regulação da 

apoptose e ativação

Variedade de 

linhagens celulares

‘ = Immunotech; PharMingen

FITC = Isothiodnato de fluoresceína; PE = Ficoeritrina

ADCC = Citotoxicidade celular dependente de anticorpo

DC =: Célula Dendrítica; M<j> = Macrófagos; Mon = Monócito

LBP = Proteína ligadora de lípopolíssacarídeo; LPS = lipopolissacarídeo

TCR  = Receptor de célula T
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7 R E S U L T A D O S

7.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS E DEMOGRÁFICAS DOS PACIENTES COM 

LC ORIUNDOS DAS ÁREAS ENDÉMICAS DE JEQUIÉ-JIQU1RIÇÁ. BAHIA.

Esse estudo teve a participação de 40 pacientes com leishmaniose cutânea 

dos quais 56% eram do género masculino. A média de idade entre os pacientes foi 

de 27 anos. A presença de llnfadenopatia foi um achado em cerca de 70% (N=28) 

dos pacientes, corroborando com os dados publicados em outras áreas 

endêmicas para leishmaniose. Vinte e três pacientes (77,4 % ) apresentaram lesão 

única e 22,6% tinham entre 2 e 5 lesões, localizadas mais freqüentemente nos 

membros inferiores (57% dos casos). A média do tamanho das lesões foi de 10,4 

cm ± 8,5. O tempo médio da doença foi de 48,7 dias. Quarenta porcento dos 

pacientes foram tratados com apenas 1 ciclo de e 18,75% dos pacientes 

necessitaram de 3 ciclos de SB" .̂

Os dados acima estão sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3; Características clínicas e demográficas dos pacientes com LC 

oriundos da área endêmica de Jequié-Jiquiríçá, Bahia.

Freqüência Média SD Máximo Mínimo

Gênero Masculino 56%

Idade 29,4 19,4 86 3

Linfadenopatia 70%

Lesão Única 77,4%

2 ou + Lesões 22,6%

Lesão MMII 57%

Tamanho de Lesão 
(cm) 1,97 6,0 0,5

Tempo de Doença 
(Dias) 48,7 40,22 180 7

1 Ciclo de SB*® 40,6%

2 Ciclos de SB*® 40,6%

3 Ciclos de SB*® 18,75%



7.2 GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO >-670 DO GENE FAS EM PACIENTES 

COM LC ORIUNDOS DAS ÁREAS ENDÉMICAS DE JEQUIÉ-JIQUIRIÇÁ, 

BAHIA E DOADORES NORMAIS.

A genotipagem do polimorfismo -670 do gene Fas foi realizada em 40 

amostras de pacientes com LC e em 27 amostras de doadores normais.

A distribuição genotípica do polimorfismo -670 da região promotora do 

gene Fas nas 40 amostras analisadas, demonstrou que 14 (35%) pacientes 

apresentaram o genotipo heterozigoto GA, enquanto o genotipo AA foi observado 

em oito (20%) amostras. O genotipo homozigoto GG foi o mais freqüente entre os 

pacientes com LC, tendo sido encontrado em 18 (45%) dos indivíduos.

Entre as amostras dos doadores normais observou-se que 14 indivíduos 

(51,8%) apresentaram o genotipo GA, enquanto que os genotipos AA e GG foram 

observados em cinco (18,5%) e oito (29,6%), indivíduos controles, 

respectivamente.

Apesar da aparente diferença na freqüência do genotipo GG entre as duas 

populações estudadas, não houve diferença estatisticamente significante na 

distribuição dos genotipos entre os pacientes com LC e doadores normais.

Os resultados observados na genotipagem demonstraram que o gene Apo- 

1/Fas está em equilíbrio na população normal segundo a Lei de Hardy-Weinberg.

A distribuição genotípica e freqüência alélica estão descritas na Tabela 4.
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Tabela 4: Freqüência dos genótípos e alelos do polimorfismo -670 da regido 

promotora do gene APO-1/Fas em pacientes com LC oriundos das áreas 

endêmicas de Jequíé-Jiquíríçá, Bahia e Doadores normais.
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Freqüência do Genótipo (% )

A/A

G/A

G/G

Freqüência do Alelo

A

G

Pacientes com LC 

N=40

8 (20%) 

14 (35%) 

18 (45%)

39

61

Doadores Normais 

N=27

5(18,5%) 

14(51,9%) 

8 (29,6%)

44,4

55,6



7,2.1 CORRELAÇÃO ENTRE OS DIFERENTES GENÓTIPOS PARA O 

POLIMORFISMO -670 DO GENE FAS E LINFADENOPATIA EM PACIENTES 

COM LC ORIUNDOS DAS ÁREAS ENDÊMICAS DE JEQUIÉ-JIQUIRIÇÁ, BAHIA.

Avaliou-se o risco de desenvolver linfadenopatia em associação com os 

genotipos entre os pacientes com LC. Dentre os 40 pacientes estudados, 34 

apresentaram registro de linfadenopatia nos prontuários. Não houve diferença 

estatisticamente significante entre a presença de linfadenopatia e os diferentes 

genotipos GG, GA e AA. Entretanto, ao agrupar os genotipos GG + GA X AA, 

observou-se pelo teste de Fisher, que os genotipos agrupados tem 1,5 vezes mais 

risco para o desenvolvimento de linfadenopatia que os indivíduos com o genotipo 

AA (p=0,012, IC= 0,72-2,90).

Tabela 5: Correlação entre linfadenopatia e diferentes genótipos do 

polimorfismo -670 do gene Fas em pacientes com LC oriundos de Jequié- 

Jiquiríçá, Bahia.
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Linfadenopatia

Genótipos Presença Porcentagem %

A/A 4/7 57,1

G/A 11/12 80,0

G/G 12/15 91,7

Total 27/34 79,4



7.2.2 ASSOCIAÇÃO ENTRE OS DIFERENTES GENÓTIPOS DO 

POLIMORFISMO -^7 0  DO GENE FAS E IDRM EM PACIENTES COM LC 

ORIUNDOS DE JEQUIÉ-JIQUIRIÇÁ, BAHIA.

Dos 40 pacientes analisados para o polimorfismo -670 do gene Fas, 

apenas 20 apresentaram registro de IDRM nos prontuários. Nâo foi observada 

diferença estatística entre os diferentes genotipos para o gene Fas e a intensidade 

do IDRM entre os pacientes com LC.

7.2.3 ASSOCIAÇÃO ENTRE OS DIFERENTES GENÓTIPOS DO 

POLIMORFISMO -670 DO GENE FAS E TAMANHO DE LESÃO EM PACIENTES 

COM LC ORIUNDOS DAS ÁREAS ENDÊMICAS DE JEQUIÉ-JIQUIRIÇÁ, BAHIA.

Dos 40 pacientes estudados. 35 pacientes apresentaram registro do 

tamanho da lesão nos prontuários. Nenhuma associação foi observada entre o 

tamanho das lesões e os diferentes genotipos. A média do tamanho da lesão entre 

os pacientes com o genotipo GG foi de 1,8 cm (± 0.3) e entre os pacientes com os 

genotipos GA e AA as médias do tamanho da lesão foram 1,7 (± 0,2) e 1.9 cm (±

0,4), respectivamente.
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7.2.4 ASSOCIAÇÃO ENTRE OS DIFERENTES GENÓTIPOS DO 

POLIMORFISMO -^7 0  DO GENE FAS E TEM PO DE DOENÇA EM PACIENTES 

COM LC ORIUNDOS DAS ÁREAS ENDÊMICAS DE JEQUIÉ-JIQUIRIÇÁ, BAHIA.

Foi observada uma discreta variação no tempo de doença quando 

associado com a genotipagem do gene Fas em pacientes com LC. A  média do 

tempo de doença entre os pacientes com os genotipos GG, GA e AA foram (dias ± 

SE): 54 ± 10.4, 41 ± 6.5 e 42 ± 10.1, respectivamente. Apesar da aparente 

diferença no tempo de doença entre os pacientes com o genótipo GG (54 dias), 

em relaçáo aos demais, as diferenças observadas não foram estatisticamente 

significantes.
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Tabela 6: Associação entre os dados clínicos (Médias e desvios) e os 

diferentes genótípos do polimorfismo -670 do gene APO-1/Fas em pacientes 

com LC oriundos das áreas endêmicas de Jequié-Jiquiriçá, Bahia.
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Dados Clínicos AA

Diferentes Genótípos 

GA GG

Tempo de doença 41,7 ±10,1 40,8 ±6,5 54,4+10,4

(n=6) (n=12) (n =16)

Tamanho de Lesão 1,9 ±0,4 1.7 ±0,2 1,8±0,3

(n=7) (n=13) (n=15)

Ciclos de Sb*^ 1.5 ±0,3 1,8 ±0,3 1,7 ±0,2

(n=5) (n=11) (n=16)

IDRM+ 1,4 ±0,24 1,0 1,38±0,18

(n=7) (n=10) (n=8)

IgG ant\-Leishmania 0,300 ±0,277 0,579 ±0,166 0,465 ±0,249

(n=5) (n -9) (n=13)



7.2.5 ASSOCIAÇÃO ENTRE 0 8  DIFERENTES GENÓTIPOS DO 

POLIMORFISMO -670 DO GENE FAS E SOROLOGIA ANTI- LEISHMANIA  EM 

PACIENTES COM LC ORIUNDOS DAS ÁREAS ENDÊMICAS DE JEQUIÉ- 

JIQUIRIÇÁ, BAHIA.

A quantificação de IgG anii-Leishmania foi realizada no plasma dos 

pacientes com LC e correlacionada com os diferentes genotipos do gene Fas. 

Foram realizados um teste simples e um teste para tendência entre a 

sorologla e os diferentes genotipos, mas as diferenças não foram estatisticamente 

significantes (p=0,06) e (p= 0,13), respectivamente. Entretanto, agrupando-se os 

genotipos GG + GA e associando-os com o genotipo AA, observou-se pelo teste 

de Fisher, que os genotipos GG e GA apresentaram um risco relativo de 1,59 

vezes mais de ter sorologla positiva IgG ar\t\-Leishmania que os Indivíduos com o 

genotipo AA (p= 0,079, IC= 0,77-3,27).
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7.3 EXPRESSÃO DE FAS (CD95) NA SUPERFÍCIE DE LINFÓCITOS E 

MONÓCITOS DE PACIENTES COM LC ORIUNDOS DAS ÁREAS ENDÉMICAS 

DE JEQUIÉ-JIQUIRIÇÁ, BAHIA E DOADORES NORMAIS.

A expressáo, em porcentagem, de CD95 demonstrou que há um aumento 

na superficie de monócitos e linfócitos do sangue periférico dos pacientes com LG 

quando comparado com a expressão em monócitos e linfócitos de controles 

normais.
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7 31 CORRELAÇÃO ENTRE TEM PO DE DOENÇA E EXPRESSÃO DE FAS 

(CD95) NA s u p e r f íc ie  DE MONÓCITOS DE PACIENTES COM LC ORIUNDOS 

DAS ÁREAS ENDÊMICAS DE JEQUIÉ-JIQUIRIÇÁ, BAHIA.

Foi observada uma correlação negativa entre o tempo de doença e a 

porcentagem da expressão de Fas (CD95) na superfície de monócitos de 

pacientes com LC (p=0,02, r=-0,53).
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8 D IS C U S S Ã O  E  P E R S P E C TIV A S

Apoptose é um mecanismo de morte celular, geneticamente regulado. Esse 

fenômeno tem importante papel no desenvolvimento e organogênese tecidual, 

bem como na patogênese de várias doenças parasitárias (BARCINSKI et al., 

1999).

Muitos trabalhos têm relatado a importância de fatores genéticos 

influenciando o curso de infecções causadas por patógenos intracelulares, tais 

como Salmonela spp, Plasmodium falciparum e Mycobacterium spp (ALTARE et 

al., 1998; BELLAMY, et al., 1999; MCGUIRE et al., 1994).

No presente estudo foi investigado se um polimorfismo geneticamente 

determinado no gene Fas estaria associado com o quadro clínico da leishmaniose 

cutânea. Dados preliminares do grupo já haviam demonstrado um aumento na 

expressão de Fas em PBMC de pacientes com LC quando comparados com 

controles normais (SANTOS et al., 2003). Polimorfismos do gene Fas têm sido 

associado com diversas doenças autoimunes e câncer. Vários estudos têm 

demonstrado a importância da apoptose na patogênese da leishmaniose, no 

entanto, nenhum estudo foi realizado, até o presente, avaliando o papel dos 

polimorfismos em qualquer molécula implicada na apoptose. Porém, têm-se 

demonstrado, aumento do risco relativo para LCM associado com o polimorfismo 

do T N F ^  (CABRERA et al., 1995).

Esse é o primeiro trabalho analisando um polimorfismo em genes 

implicados na apoptose na leishmaniose cutânea humana. Embora o estudo tenha



contado com um número pequeno de amostras, os resultados servirão como base 

para estudos futuros.

Nesse estudo ava!iou-se um marcador genético, o polimorfismo -670 da 

região promotora do gene Fas, em pacientes com LC. Não foi observada diferença 

estatisticamente significante na distribuição genotípica ou alélica entre os 

pacientes e controles. Porém, ao comparar os resultados com os dados da 

literatura (HUANG et al., 1997), observou-se um aumento da susceptibilidade à 

infecção por Leishmania entre os pacientes com o genotipo GG (RR= 1,7).

Um estudo de poder (Epi lnfo6) foi realizado para calcular o número de 

amostras necessário para um estudo de caso-controle, a fim de avaliar o risco 

relativo entre os indivíduos expostos e não expostos e a susceptibilidade á 

infecção. Os cálculos para o risco relativo foram realizados com base nas 

freqüências observadas em nosso estudo e semelhantes às freqüências dos 

genotipos observadas entre controles caucasianos (HUANG et al., 1997). Entre os 

indivíduos não expostos a freqüência do genotipo GG foi de 29,6%, enquanto nos 

pacientes com LC a freqüência foi de 45% (Tabela 3). Seria então necessário para 

um estudo do tipo caso-controle uma amostra com 166 pacientes com LC e 166 

controles. Genotipando essas amostras será possível concluir ou não que os 

indivíduos com o genotipo GG são mais susceptíveis à infecção que os indivíduos 

com o genotipo AA (RR estimado = 1,52, OR estimado= 1,95). Porém, se o cálculo 

do número de amostras for realizado com base nas freqüências dos genotipos em 

controles caucasianos, será necessário uma amostra com apenas 95 pacientes e 

95 controles (RR estimado = 1,82 e OR estimado = 2,49).
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Os pacientes com o genotipo GG tenderam a apresentar maior tempo de 

doença quando comparados com os pacientes com os genotipos GA e AA, mas a 

diferença não foi estatisticamente significante. Também associou-se os diferentes 

genotipos com a presença de linfadenopatia entre os pacientes com LC e foi 

observado que os Indivíduos com os genotipos GG + GA têm um risco aumentado 

de desenvolver linfadenopatia, quando comparados com os pacientes com a 

forma homozigota AA. A linfadenopatia é uma manifestação clínica inicial na LC, 

podendo ser o único sinal clínico da infecçào (BARRAL et al., 1995). Estudos têm 

mostrado, que o linfonodo é um local de intensa resposta imune com produção de 

citocinas que podem influenciar no curso e predominância de uma resposta imune 

protetora ou deletéria (SCO TT, 1991). Sendo assim, sugerimos que os indivíduos 

com o genotipo AA, os quais tem o sítio de ligação do elemento GAS funcional, 

podem aumentar a transcrição do gene Fas resultando em maiores níveis de 

apoptose e menor acúmulo de células no linfonodo drenante.

Paralelamente, avaliou-se a expressão do CD95 (Apo1/Fas) em PBMC dos 

pacientes com LC e controles normais. Observou-se um aumento na expressão 

de CD95 nos monócitos dos pacientes quando comparados com a expressão em 

monócitos de doadores normais. Não foi observada correlação entre a %  da 

expressão de Fas com resposta imune celular (IDRM) ou humoral (IgG anti- 

Leishmania). Devido ao pequeno número de amostras pareadas, não se observou 

correlação entre os genotipos do gene Fas e a expressão do receptor Fas na 

superfície de PBMC dos pacientes com LC e controles normais (Dados não 

mostrados). Todavia, detectou-se uma correlação negativa entre a expressão de 

Fas em monócitos e o tempo de doença em pacientes com LC. Os resultados
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observados na expressão de Fas entre os pacientes com LC, indicam que 

expressão de Fas e/ou apoptose mediada por Fas pode ser um terceiro parámetro 

Imune, independente, modificando a evolução da leishmaniose.

O genotipo GG pode resultar em urna completa deleção da seqüência do 

elemento de transcrição GAS e significante alteração da expressão do gene Fa$ 

(HUANG et al., 1997). O polimorfismo -670 do gene Fas resulta da substituição de 

um nucleotídeo na seqüência consenso do elemento de transcrição nuclear GAS, 

para a forma homodimérica do STAT1, identificado inicialmente em células 

reguladas por IFN^ (IHLE. 1995). Existe a possibilidade do envolvimento de certas 

citocinas observadas na LC, principalmente IFN-y, estarem regulando a expressão 

gênica de Fas, além de interferir com a expressão de outras moléculas pro- e anti- 

apoptóticas. Deste modo, pode-se especular que a tendência observada dos 

pacientes com o genotipo GG a apresentarem maior tempo de doença, assim 

como a correlação negativa entre a expressão de Fas (CD95) na superficie dos 

monócitos dos pacientes com o tempo de doença, deve-se à redução na 

“capacidade apoptótica” desses indivíduos no Início da doença, resultando num 

retardo na ulceração da lesão e consequentemente no diagnóstico da doença.

A fase atual do estudo impediu que fosse realizada a associação dos 

genotipos com o tempo de cura, mas espera-se, baseados nos achados com 

camundongos deficientes em Fas/FasL, que os pacientes com o genotipo GG 

apresentem um aumento no tempo de cura quando comparados com os pacientes 

com os genotipos GA e AA.
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Os resultados desse trabalho necessitam ser confirmado com um número 

maior de amostras de pacientes e controles. Pretende-se ainda, a obtenção de 

amostras controles da área endêmica, a fim de verificar como se comporta esse 

polimorfismo entre a população que é exposta, mas que não desenvolve doença. 

Contudo, apesar do pequeno número de pacientes estudados, esse estudo 

permitirá calcular o número de amostras necessário para um estudo 

imunogenético, capaz de determinar marcadores genéticos associados com 

fatores de risco na evolução clínica da leishmaniose cutânea, incluindo um grupo 

de pacientes com LCM. Alguns fatores de risco para o desenvolvimento da doença 

mucosa incluem tamanho da lesão primária, múltiplas lesões e terapia inadequada 

no tratamento da lesão inicial (ALCAIS, et ai., 1997). JONES e colaboradores 

(1987), estudando uma área endêmica para LC na Bahia, observaram que a 

doença mucosa foi mais comum no sexo masculino (2,3:1) e em pacientes que 

tiveram lesões múltiplas ou com elevado tamanho da lesão primária. Uma amostra 

maior de pacientes, também possibilitará a realização de análise muItivariada, 

visto que certos fatores de risco, genéticos, clínicos e imunológicos, podem ou não 

ser interindependentes.
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9 C O N C L U S Ã O

• Nesse estudo observou-se uma maior freqüência do genotipo GG entre os 

pacientes com LC, quando comparados com controles sadios.

• Observou-se um aumento na expressão de CD95 em PBMC de pacientes 

com LC quando comparados com a expressão em controles nonnais.

• Verificou-se uma correlação negativa entre a expressão de Fas em 

monócitos dos pacientes com LC com o tempo de doença.

• Uma associação entre os genotipos GG e GA foi observada com a 

presença de linfadenopatia nos pacientes com LC.
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explicações, ou ouvi a leitura, e recebi uma cópia deste documento de consentimento.

O Dr. _________________________  discutiu comigo esta informação e eu tive a
possibilidade de fazer perguntas. Se eu tiver novas peiguntas eu poderei contactá-lo pelo
telefone ________ , ou contactar com o responsável pelo estudo Dr.
_______ __________________ , pelo telefone_______________

Eu _____________________________________________________ , fui infomiado
que para participar neste estudo o meu sangue tem que ser testado para a presênça de anticorpos 
anti'HI V (virus da imunodeficiência adquirida humana), e aceito de fózer o teste.

Eu consinto voluntariamente em participar deste estudo, pennitindo que o procedimento

Riscos:

descrito acima seja realizado em minha pessoa.

Assinatura Número R^istfo Geni

Testemoiili» Kámcto R c g i^  Oerat

Màlico Assistente D «ti

Se o senhor(a) tiver qualquer dúvida sobre sua participa^ neste estudo pode contactar 
Dra. Aldina Barral ou Dr. Jackson Costa pelo telefone: (071) 356-8782 r. 259.
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