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RESUMO

Introdugado: a leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenga causada
por protozoarios de Leishmania apds a inoculacédo do parasito através da picada de
mosquitos do género Lutzomya. Estima-se um registro de 2000 casos novos por ano
no mundo, sendo a América Latina e paises em desenvolvimento, as regides com
maior numero de casos. O municipio de Xapuri — Acre possui altos indices de
prevaléncia e incidéncia, associados ao ecoturismo e o alto risco de transmissao.
Objetivo: dosar a produgao das interleucinas IFN- y, TNF- a, IL-12p70, IL-6, IL-8, IL-
10 e IL- 1B em portadores de LTA residentes em no municipio de Xapuri. Materiais
e métodos: coleta de sangue em residentes no municipio que apresentam ou
apresentaram ao menos uma lesao de leishmaniose. Uso do ELISA para quantificar
as citocinas. Resultados: a amostra se apresentou um maior numero de mulheres
acima de 15 anos e com lesbes antigas cicatrizadas. IFN-y e IL-12p70 foram as
Unicas citocinas que apresentaram resultados estatisticamente significantes. Ambos
encontrados em maiores quantidades no grupo controle e a IL-12p70 ainda
apresentou diferenca importante quando comparado apenas controle eindividuos
com cicatrizes antigas. Conclusao: Niveis séricos significantes de interleucinas
relacionadas a resposta Th1 no sangue de individuos que nunca foram acometidos
de LTA, se comparados aqueles que estdo com LTA e aqueles que ja se curaram.

Palavras-chave: Leishmania. Leishmaniose tegumentar americana. Imunologia.



.ABSTRACT

Introduction: American tegumentary leishmaniasis (ALT) is a disease caused by
Leishmania protozoa after the inoculation of the parasite through the mosquito bite of
the Lutzomya genus. It is estimated a record of 2000 new cases per year in the
world, with Latin America and developing countries being the regions with the highest
number of cases. The city of Xapuri — Acre has high prevalence and incidence rates,
associated with ecotourism and high risk of transmission. Objective: Quantify the
production of interleukins IFN-y, TNF-a, IL-12p70, IL-6, IL-8, IL-10 and IL-1B in
patients with ALT residing in the city of Xapuri. Materials and methods: Blood
collection in residents of the municipality who present or have had at least one lesion
of leishmaniasis. It was used ELISA to quantify cytokines. Results: the sample
presented a greater number of women over 15 years old and with old healed lesions.
IFN-y and IL-12p70 were the only cytokines that presented statistically significant
results. Both were found in greater amounts in the control group and IL-12p70 still
presented important difference when compared to control only and individuals with
old scars. Conclusion: Significant serum levels of interleukins related to the Th1
response in the blood of individuals who have never been affected by ACL,
compared to those with ACL and those who have already cured.

Key worlds: leishmania. American tegumentary leishmaniasis. Immunology.
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1 INTRODUGAO
1.1 ASPECTOS GERAIS

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma infec¢do protozoaria,
causada por diferentes espécies do género Leishmania ' Varias espécies dentro dos
subgéneros L. Leishmania e L. Viannia podem causar a LTA apds serem inoculadas
na pele do homem através da picada de insetos vetores pertencentes a espécies de
flebotomineos. 2°

No Brasil, sete espécies que se encontram inseridas nos subgéneros
Leishmania (L.) e Viannia (V.) foram identificadas. A L. (V.) braziliensis, L.(V.)
guyanensis, L. (L.) amazonensi, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L.
(V.) shawi, sendo as trés ultimas identificadas em estados das regides norte e
nordeste.* Nesse contexto a L. (V.) braziliensis recebe destaque por estar distribuida
em todos os estados brasileiros.®> Alexandre Cerqueira foi o primeiro a identificar a
moléstia em 1885 na Bahia e a suspeitar do papel dos flebotomineos como vetores.
Mas foi Gaspar Vianna que propds, no ano em 1911, a denominacao de Leishmania
braziliensis para o agente especifico da LTA no Brasil. 6

O espectro de formas clinicas da LTA abrange manifestagdes clinicas
caracterizadas por lesdes cutaneas ou mucocutidneas que vao desde uma forma
cutanea benigna até formas severas.” Formalmente conhecidas como leishmaniose
cutanea localizada (LCL), leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose cutanea
difusa anérgica (LCDA). 8*°

A picada do vetor infectado ndo é o unico fator determinante para o
desenvolvimento da LTA. Esse amplo espectro de formas clinicas é determinado por
varios fatores, tais como habitos do inseto vetor, caracteristicas epidemioldgicas,
fatores genéticos e status imune do hospedeiro, além da espécie, viruléncia e
tropismo do parasito'®'"'?'31* As condigdes necessarias para o desenvolvimento

das leishmanioses estao representadas na figura 1.
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Figura 1 — Fatores envolvidos no desenvolvimento das leishmanioses
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1.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LTA

Em relagdo a LTA, segundo estimativa da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), existem cerca de 350 milhdes de pessoas vivendo em areas endémicas.
Estas, distribuidas nas areas tropicais e subtropicais de 98 paises entre os
continentes Africano, Americano, Asiatico e Europeu. Porém, as populagbes
majoritariamente afetadas estdo na América Latina e em paises em
desenvolvimento."™

O Brasil por sua vez, esta entre os 10 paises que detém o maior numero de
casos. Juntos, Brasil, Afeganistao, Argélia, Norte do Sudao, Costa Rica, Colémbia,
Iran, Siria, Etidpia e Peru concentram de 70-75% dos casos em todo o mundo."® Em
relacdo as formas clinicas da LTA, em 2014 aproximadamente 96% dos casos
corresponderam a forma cutanea localizada e 4% a forma mucosa; esta ultima
sendo mais prevalente no Brasil (1.016 casos notificados), Peru (343 casos) e
Bolivia (228 casos)."”

De acordo com os dados notificados no Sistema de Informagéo e Agravos de
Notificacdo - SINAN/DATASUS, no periodo de 2005 a 2015 houve um crescente
aumento dos numeros de casos confirmados da LTA no Brasil. Os maiores indices
foram registrados no periodo de 2010 e 2015, tendo sido a Regidao Norte, em
especial o estado do Para, que mais contribui com o nimero de casos. Dentre os
mais de 20 mil casos confirmados de LTA 46% deles foram registrados na regiao
Norte, dos quais 40% foram confirmados no estado do Para e 12% no estado do
Acre.'®

Apesar de o Para responder pelo maior numero de casos, a maior incidéncia
da LTA entre os estados do Brasil estd no estado do Acre (12.8 casos/10,000
habitantes). No municipio de Rio Branco, entre os anos 2005 e 2015, foram
registrados 2.486 casos de LTA e a incidéncia média nesse periodo foi de 80, 73 por
100.000 habitantes. Mas é o municipio de Xapuri € quem se destaca tanto pelo alto
numero de casos (14% do total) como pela alta incidéncia da doenga: 81,9 casos/
10.000 habitante entre os anos de 2007 e 2013."9%°

Segundo estudo realizado, foram notificados 932 casos de LTA no municipio
de Xapuri, no periodo de 2008 a 2014, destes, 906 foram registrados como

autéctones e residentes no proprio municipio. As areas pertencentes a zona rural do
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municipio compreendem espacos cercados pela floresta e destinados as plantagdes
de seringueira e respondem por 98% do total de casos. O estudo também aponta
que o risco relativo de acometimento da LTA é 13,5 vezes maior do que em toda a

Regido Amazdnica.”’
1.3 MECANISMOS IMUNOLOGICOS NA LTA

A infeccao por Leishmania implica na expansao de varios células, na acao de
células dendriticas, na apresentacdo de antigenos para linfécitos e consequente
ativagdo do sistema imune do hospedeiro.?*?® Os macréfagos desempenham um
papel chave na determinacdo do controle ou multiplicacdo da Leishmania.
Dependendo da via de ativacdo, eles podem se diferenciar em subpopulacdes
distintas que irdo desempenhar fungbes papéis imunologicas opostas, mas
complementares. 24

A patogénese da Leishmania envolve a diferenciacdo das formas
promastigotas metaciclicas para amastigotas%, a sua adaptacdo a diversas
condicbes hostis do hospedeiro e a selecdo dos individuos mais aptos para
continuar o processo infeccioso.?’” O mecanismo de resposta a presenca da
Leishmania inicia quando células dendriticas e macréfagos sédo atraidos pela saliva
do inseto transmissor apds a picada, sendo entdo invadidas pelo parasito. 222930

Pesquisas tém demonstrado que a Leishmania é capaz de ativar
especificamente o tipo de resposta imunolégica do individuo infectado, definindo
qual o perfil de diferenciacdo dos Linfocitos no hospedeiro.®'*%3* O controle da
leishmaniose envolve uma resposta Th1 dominante, que levara a ativacdo dos
macrofagos pela via classica, promovendo a eliminagdo das amastigotas
intracelulares através da inducédo da sintase do 6xido nitrico do tipo Il (NOS Il) e
sintese do 6xido nitrico (NO) da L-arginina. 343°3%

Quando o parasito € fagocitado é desencadeado um processo no qual os
macrofagos sédo estimulados a produzir varias citocinas, entre elas a IL-1, auxiliando
a interagdo com células T-helper (Thp) via MHC (complexo principal de
histocompatibilidade) nos érgaos linfoides secundarios. As células Thp assumem um
fendtipo CD4+naive (ThOCD4+) e passam a secretar novas citocinas. A resposta

Th1 caracteriza-se por um aumento de IFN-y e IL-12 e diminui¢do de IL-4 e IL-10 e
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estas estao, geralmente, relacionadas com a ativagdo dos macrofagos e morte do
parasito. A resposta Th2, por sua vez, é caracterizada por aumento de IL-4 e
diminuicdo de IFN-y, que se relacionam a ativacdo das células B, produzindo
anticorpos que n&o séo capazes de combater o parasito. As citocinas expressas por

macréfagos, células dendriticas e linfocitos T e B determinam o resultado dos
parasitas de Leishmania: da sobrevivéncia e proliferacao até a morte

Figura 2 - Determinantes imunoldgicos que influenciam a infec¢ao por Leishmania
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Estudos realizados com camundongos tém demonstrado os fatores
envolvidos na resposta imunolégica do hospedeiro, tanto os relacionados a
resisténcia quanto aqueles envolvidos na suscetibilidade a infeccdo. Em uma
pesquisa feita com camundongos infectados com L. major foi observada uma
resposta imunoldgica Th1 (linfécitos T auxiliares do tipo 1) relacionada a resisténcia
a L. major. Nessa resposta houve elevada produgéo de interferon gama (IFN-y) e
consequente ativacdo de macréfagos, células dendriticas e células NK. 383

Ainda em estudos com L. major foram observadas respostas do tipo Th2
(linfécitos T auxiliares do tipo 2) com aumento da produgao das interleucinas IL-4, IL-
13 e IL-10, as quais estdo relacionadas a suscetibilidade a infecgdo por L. major.*>*'

Quando o parasito € inoculado na pele do hospedeiro € desencadeada uma
reacao inflamatéria local para tentar estabelecer a homeostasia. Tem sido
demonstrado que os neutrdfilos sdo importantes no controle e disseminacdo do
parasito, nessa fase da inflamagéo.42 Pesquisas anteriores ainda referem-se a
componentes presentes na saliva do inseto vetor e estes estdo associados a
vasodilatagdo, inibicdo da agregagao plaquetaria, coagulagao sanguinea.43 Além
destas, foi descrita a presengca de componentes imunossupressores que inibem a
resposta imune contra o parasito, facilitando o estabelecimento da infecgdo.**

Ha uma estreita relacao entre a interacado do parasito com o tipo de resposta
imune do hospedeiro e com o desenvolvimento das diversas formas clinicas da
leishmaniose. Tanto células da imunidade inata quanto adaptativa participam desse
processo, gerando mecanismos imunolégicos que definem a resisténcia ou a
suscetibilidade a estes patdgenos intracelulares.”® Diversas citocinas interagem com
os parasitas causadores da leishmaniose para o desenvolvimento de uma resposta

imune protetora.*®
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2 JUSTIFICATIVA

A LTA é uma zoonose presente, sobretudo, nas regidées mais pobres de paises
em desenvolvimento. No municipio de Xapuri encontra-se alta incidéncia e alta
prevaléncia de casos de LTA. Esses indices elevados relacionam-se com a
localizacdo geografica e os habitos socioeconémicos da populagdo do municipio. O
ecoturismo, presente no municipio devido a seu passado histérico, € uma das
atividades socioecondmicas responsaveis pela grande circulagdo de pessoas vindas
de todas as regides do pais.

Além de um ambiente favoravel, o desenvolvimento da LTA exige a
participacdo de mediadores imunoldgicos. Estes sdo responsaveis por criar
caminhos na resposta imunoldgica que determinardo a suscetibilidade ou resisténcia
aos patégenos.

Dentro deste cenario, um estudo que relacione perfil imunoldgico, perfil
epidemioldgico e LTA, soma-se com o grupo de pesquisas ja realizadas e de futuros
estudos que, juntos ampliam o conhecimento acerca da patologia e contribuem no

seu processo de vigilancia e controle.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a producgao das interleucinas IFN-y, TNF- a, IL-12p70, IL-6, IL-8, IL-
10 e IL- 1B em portadores de LTA residentes em no municipio de Xapuri, estado do

Acre.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar e discutir os aspectos epidemioldgicos dos portadores de LTA no
municipio de Xapuri;

2. Dosar as interleucinas IFN- y, TNF- a, IL-12p70, IL-6, IL-8, IL-10 e IL- 18 em
individuos acometidos e ndo acometidos por LTA residentes no municipio de
Xapuri;

3. Descrever e correlacionar a produgcao das interleucinas IFN- y, TNF- a, IL-
12p70, IL-6, IL-8, IL-10 e IL- 1B em individuos acometidos e ndo acometidos

por LTA residentes no municipio de Xapuri;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 AREA DE ESTUDO

O municipio de Xapuri (10839 007 00S, 6883001400W) localiza-se no
Estado do Acre, a aproximadamente 180 km da capital Rio Branco. E banhado pelos
Rios Acre e Xapuri e faz fronteira com os municipios de Epitaciolandia, Capixaba,
Rio Branco, Brasiléia e Sena Madureira.*” A sua populacdo em 2016 era estimada
em 17.894 habitantes divididos entre a zona rural e urbana que juntas possuem
5.347,468 km? de rea territorial. *°

Figura 2 — Mapa politico do Brasil destacando a localizagcado do estado do Acre e

municipio de Xapuri.

0 10 20 30 40 km

Fonte: Brilhante, 20017
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O nome Xapuri origina-se da tribo indigena Xapurys que habitava a regido
que viria a ser 0 municipio de Xapuri. A colonizagdo da regido, localizada na
confluéncia dos Rios Acre e Xapury se deu em 1861. Tornou-se uma vila no ano de
1904, apos ser tomada pelas tropas do Coronel Placido de Castro na Revolugao

Acreana e municipio, oficialmente, no ano de 1912. 48

Figura 3 — Margem do Rio, no municipio de Xapuri

Fonte: Registro feito pela autora

4.2 TIPO DE ESTUDO, POPULAGAO E AMOSTRA

E um estudo de carater qualitativo e retrospectivo com amostra aleatdria
convencional. A populagao do estudo é composta por todos os individuos residentes
no municipio de Xapuri. Dentre a populacado obteve-se uma amostra que foi dividida

em dois grupos: casos positivos e controle.

O grupo de casos positivos compreende individuos de ambos os sexos,
maiores de 18 anos que apresentam ou apresentaram uma ou mais lesdes de LTA

ou cicatrizes de LTA até o ano 2017. O grupo controle compreende aqueles
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individuos de ambos os sexos, maiores de 18 anos, que nao apresentaram lesdes
de LTA ou cicatrizes de LTA até o ano 2017.

4.3 COLETA DE DADOS

A coleta de dados foi realizada tanto na zona urbana de Xapuri quanto em
areas rurais. As comunidades onde se deram as coletas foram o Seringal Sibéria,
Seringal Boa Vista, Assentamento Equador, Assentamento Recanto do Equador e
Assentamento Cachoeira Chico Mendes. Para os dados socioepidemioldgicos foi
utilizado um questionario preestruturado com questbes de abordagem pessoal,
clinica e epidemiolégica. A abordagem dos habitantes foi realizada no Hospital de
Xapuri, no Centro de saude Dr. Félix Bestene Neto e em suas proprias residéncias.

A equipe foi composta pela pesquisadora e orientadora do mestrado de
Ciéncias da Saude, da Universidade Federal do Acre (UFAC), mestrandos de
Ciéncias da Saude (biomédica, bidlogo e gestora em saude coletiva), alunos do
curso de medicina da UFAC e um agente de saude do municipio de Xapuri que foi o
guia local para as coletas. Estes foram treinados para o preenchimento do
questionario, coleta sanguinea e coleta de células da mucosa oral.

As coletas foram realizadas em locais distintos tanto dento da cidade como na
zona Rural. Para tanto foram necessarias 10 visitas a campo com tempo de
permanéncia de 3 dias na cidade e uma visita com tempo de permanéncia de 8 dias.
A coleta de sangue total foi realizada por puncédo venosa, na prépria residéncia do
individuo ou na unidade de saude, utilizando um tubo sem coagulante (para
dosagem de interleucinas), com volume de 10 ml, para analise do soro. Outro tubo
de 4 ml com EDTA foi utilizado para coleta do plasma (extracdo de DNA).

Os tubos com o sangue foram armazenados em isopor com gelox entre 2°C e
8°C. Apos as coletas do dia, as amostras eram centrifugadas por 15 minutos a 3400
rpm para separagao do soro e plasma e aliquotados em microtubos de 1,5 ml e
armazenadas em freezer a -20°C.

As amostras foram armazenadas numa temperatura entre 2 e 8°C e
transportadas para o laboratério de genética da UFAC, onde eram armazenadas em
freezer a -20°C. As amostras de soro congeladas foram encaminhadas, em isopor

com gelo seco, para laboratério. Os dados laboratoriais foram obtidos a partir da
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dosagem das interleucinas IFNy, TNF- q, IL-12p70, IL-6, IL-8, IL-10 e IL- 1B através
do método imunoenzimatico chamado de Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica
(ELISA). O processamento das amostras foi realizado no Laboratério de Imunologia
do Departamento de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro em Uberaba — Minas Gerais.

As interleucinas e quimiocinas presentes no soro, foram dosadas com kits da
BD-PHARMINGEM - USA, utilizando-se placas com 96 pocos de fundo chato
(NUNC-Maxisorp, USA). As placas foram sensibilizadas com 50ul de anticorpo
primario (1ug/ml) em tampéo carbonato para sensibilizagao (pH = 7,4).

As placas recobertas pelos anticorpos permaneceram incubadas “overnight” a
4-8°C e posteriormente foram lavadas com PBS/Tween a 0,05% em lavadora
automatica, bloqueadas com 20ul para IFN-y e 40ul para TNF- a, IL-12p70, IL-6, IL-
8, IL-10 e IL- 1B) e PBS/BSA 0,1% (4 horas/temperatura ambiente) e lavadas
novamente com PBS/Tween 0,05%.

As amostras de sobrenadante ou plasma diluidas 1:1 em PBS/BSA 1% foram
adicionadas as placas, e paralelamente realizada a curva padrdao com diluicao
seriada da respectiva citocina ou quimiocina recombinante. As amostras juntamente
com a curva padrdo foram incubadas “overnight” a 4° C. As cavidades foram entdo
lavadas com PBS/Tween 20 a 0,05 % e distribuia-se posteriormente 50ul/pogo de
anticorpo secundario (1ug/ml) permanecendo por trés a quatros horas a temperatura
ambiente e lavando-se com solugédo de PBS/Tween 20 a 0,05%.

Apds essa etapa, pipeta-se 50 pl/pogo de estreptoavidina conjugada a
fosfatase alcalina (0,5ul/ml em solugédo de PBS/BSA 1%), permanecendo por uma
hora a temperatura ambiente e posteriormente lava-se com solucao de PBS/Tween
a 0,05% adicionando-se 100ul por poco do substrato p-nitrofenilfosfato (pNpp

tabletes, SIGMA- USA) dissolvido em agua destilada e realiza-se leitura a 405 nm.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados clinico-epidemiolégicos foram agrupados em planilha eletrbnica no
programa EXCEL, de acordo com os critérios de relevancia do estudo, para analise
de frequéncia absoluta e frequéncia simples de idade e localidade, além da

prevaléncia de portadores de acordo com sexo dos individuos estudados, para sua
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caracterizacdo. Para avaliacdo da produgdo das interleucinas os dados foram
processados pelo aplicativo Statview. Os testes utilizados para avaliar os niveis de
significancia foram: Teste de Kruskal-Wallis e U de Mann-Whitney. As correlacdes
foram feitas através do teste de Spearman. O nivel de significAncia para todos os

testes foi de 5%.

4.5 CRITERIOS DE INCLUSAO

1. Individuos diagnosticados com LTA até o ano de 2017, de ambos os sexos,
maiores de 18 anos, que assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido e o termo de uso de imagem, autorizando a sua participacédo na
pesquisa.

2. Individuos de ambos os sexos, maiores de 18 anos, que nunca foram
diagnosticados com LTA, que vivem no mesmo ambiente dos individuos que
alguma vez ja foram diagnosticados com LTA e que assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido e o termo de uso de imagem, autorizando a

sua participacado na pesquisa.

4.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Menores de 18 anos;
Individuos nao residentes em Xapuri;
Individuos que no momento da coleta estiveram com alguma comorbidade;

Indigenas;

o > v Dbdh -

Individuos que nao concordaram em participar da pesquisa.

4.7 ASPECTOS ETICOS

A realizacdo da pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Unido Educacional do Norte (UNINORTE) de Rio Branco - Acre, conforme parecer
favoravel (CAEE 63499416.1.0000.5009) dado ao projeto apresentado.
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5 RESULTADOS

5.1 RESULTADOS EPIDEMIOLOGICOS

A amostra total foi composta de 114 individuos, dentre os quais 10 (9%)
fizeram parte do grupo controle e 104 (91%%) compuseram o grupo de casos
positivos. O segundo grupo foi subdividido em individuos com lesdes ativas,

representando 9% (09 casos) dos casos positivos e 0 grupo de lesdes cicatrizadas,

com 95 pessoas, compondo 91% dos casos positivos.

Grafico 1 — Distribuicdo da amostra entre os grupos controle, cicatrizes e lesao ativa
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Analisando os dados através da variavel género, temos uma amostra formada
por 71 (62,3%) mulheres e 43 (37,7%) homens. Apesar do numero de mulheres na
amostra total superar o de homens, no grupo de lesdes ativas os homens
representaram 89% (08 casos) enquanto as mulheres, apenas 11% (01 caso). O
grupo de lesdes cicatrizadas foi representado por 66 (69,5%) mulheres e 29 (30,5%)
homens. O restante dos casos formou o grupo controle.

Em relacdo a idade, a amostra total variou entre 7 e 83 anos. No grupo de
lesOes ativas a idade esteve entre 7 e 30 anos, sendo 2 casos com 7 anos, 1 caso

com 13 anos, 2 com 14 anos e 1 caso para cada uma das idades 15, 19, 22 e 30
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anos. No grupo de cicatrizes a idade variou entre 10 e 83 anos, dentre eles 71 casos
(74%) com idade maior ou igual a 30 anos.

Outras duas varidveis analisadas foram a quantidade e o tempo de
lesdo/cicatriz.. Em relagcdo a quantidade de lesdes cicatrizadas, 67 (70,5%)
apresentavam apenas 01 lesdo e 28 (29,5%) apresentava entre 02 e 07 lesdes. No
grupo de lesbes ativas apenas 01 individuo apresentava 02 lesdes, o restante
possuia apenas 01 lesdo.

Quanto ao tempo de lesdes, o grupo de lesdes cicatrizadas foi dividido entre
cicatrizes recentes, dos ultimos cinco anos, com 26 (27,5%) individuos e antigas,
com 59 (62%) individuos, com tempo de lesdo variando entre 6 e 65 anos. 10
individuos (10,5%) nao lembraram o tempo de les&o.

Por fim, foi feita a analise da variavel local de moradia. No grupo de positivos
70 (61,5%) individuos, residiam na zona rural e 44 (38,5%) na zona urbana de
Xapuri. No grupo controle, a frequéncia foi igual para a zona rural e urbana com 05

(50%) pessoas para cada grupo.

Grafico 2 — Distribuicdo da amostra de acordo com o local de moradia
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5.2 RESULTADOS IMUNOLOGICOS

Para a dosagem das interleucinas foram processadas um total de 114

amostras de soro. A amostra total foi dividida em dois grupos com 57 amostras cada.
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57 amostras foram usadas para dosagem de IFN- y, das quais 6 amostras do grupo
controle, 7 amostras no grupo de lesdes ativas e 44 no grupo de cicatrizes. No
segundo grupo foram dosadas as demais citocinas (TNF- a, IL-12p70, IL-6, IL-8, IL-
10, IL- 1B) foram processadas 57 amostras. Destas, 2 amostras estdo no grupo de
ledes ativas, 04 amostras no grupo controle e 51 no grupo de cicatrizes.

A produgdo de IFN-y se mostrou pequena, mas obteve diferenga significativa
na comparagao entre todos os grupos da amostra (p-valor = 0,048), tendo sido maior
no grupo controle. Nas lesbes ativas a produgao foi maior se comparada com o0s
grupos de cicatrizes, no entanto, essa diferenca ndo se mostrou significativa
estatisticamente (p-valor = 0,290).

A diferenca na producdo de TNF-a nao teve significancia estatistica quando
comparado os quatro grupos (p-valor = 0,205). Também nao houve diferenca
estatistica significante quando comparados os grupos lesdes ativas com cicatrizes
recentes (p-valor= 0,164) ou lesdes ativas com cicatrizes antigas (p-valor=0,060) ou
lesdes ativas com controle (p-valor = 0,121) ou cicatrizes recentes com o controle (p-
valor=0,769) ou cicatrizes antigas e controle (p-valor=0,069) ou cicatrizes antigas

com cicatrizes recentes (p-valor=0,265).

Grafico 3 — Producdo de TNF da amostra total
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Grafico 4 — Produgéo de TNF nos grupos cicatriz antiga e cicatriz recente
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Grafico 5 — Producédo de TNF nos grupos cicatriz antiga e controle
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Grafico 6 — Producéo de TNF nos grupos cicatriz antiga e leséo ativa
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Grafico 7 — Produgédo de TNF nos grupos cicatriz recente e controle
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Grafico 8 — Produgéo de TNF nos grupos cicatriz recente e lesdo ativa
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Grafico 9 — Producéo de TNF nos grupos controle e lesao ativa
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A producdo de IL-12p70 apresentou diferenga significante quando
comparados os quatro grupos (p-valor = 0,049) quando comparados o grupo de
cicatrizes antigas com o controle (p-valor=0,015). Nao houve diferenca estatistica
quando comparados os grupos lesdes ativas com cicatrizes recentes (p-valor=

0,638), lesdes ativas com cicatrizes antigas (p-valor= 0,162) lesbes ativas com o
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controle (p-valor = 0,354), cicatrizes recentes com controle (p-valor=0,092), e

cicatrizes antigas com cicatrizes recentes (p-valor=0,958).

Grafico 10 — Producédo de IL-12p70 da amostra total
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Grafico 11 — Produgéo de IL-12p70 nos grupos cicatriz antiga e cicatriz recente
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Grafico 12 — Producéo de IL-12p70 nos grupos cicatriz antiga e controle
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Grafico 13 — Produgéao de IL-12p70 nos grupos cicatriz antiga e leséo ativa
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Grafico 14 — Produgéo de IL-12p70 nos grupos cicatriz recente e controle
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Grafico 15 — Produgédo de IL-12p70 nos grupos cicatriz recente e lesao ativa

Box Plot
Split By: Grupo
Row exclusion: Cicatriz recente e lesao ativa.svd
4 -
3 -
2 27 B cicatriz recente
[
> Bl Lesao Ativa
0 -
-1 -
-2

Human IL-12p70



37

Grafico 16 — Produgéao de IL-12p70 nos grupos controle e lesao ativa
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A diferenca na produgdao de IL-10 ndo teve significancia estatistica em
nenhuma das analises. Quando comparados os quatro grupos (p-valor=0,326),
cicatrizes antigas e recentes (p-valor = 0,086), cicatrizes antigas e controle (p-
valor=0,533); cicatrizes antigas e leséo ativa (p-valor=0,782), lesdo ativa e controle
(p-valor>0,999), lesdo ativa e cicatriz recente (p-valor=0,157), cicatriz recente e

controle (p-valor=0,113).

Grafico 17 — Producéao de IL-10 da amostra total
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Grafico 18 — Produgéao de IL-10 nos grupos cicatriz antiga e cicatriz recente
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Grafico 19 — Produgéao de IL-10 nos grupos cicatriz antiga e controle
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Grafico 20 — Produgédo de IL-10 nos grupos cicatriz antiga e leséo ativa
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Grafico 21 — Produgéo de IL-10 nos grupos cicatriz recente e controle
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Grafico 22 — Produgédo de IL-10 nos grupos cicatriz recente e lesao ativa
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Grafico 23 — Producéo de IL-10 nos grupos controle e leséo ativa
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A producéao de IL-6 ndo apresentou diferencga significante entre os grupos (p-

valor = 0,265). Nao houve diferenga estatistica quando analisados apenas dois

grupos separados: lesbées ativas com cicatrizes antigas (p-valor= 0,236), lesdes

ativas com cicatrizes recentes (p-valor=0,643) lesdes ativas com controle (p-valor =
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0,121) e cicatrizes antigas com o controle (p-valor=0,225) e cicatrizes recentes com

o controle (p-valor=0,143).

Grafico 24 — Producéao de IL-6 da amostra total
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Grafico 25 — Produgéo de IL-6 nos grupos cicatriz antiga e cicatriz recente
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Grafico 26 — Produgédo de IL-6 nos grupos cicatriz antiga e controle
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Grafico 27 — Produgédo de IL-6 nos grupos cicatriz antiga e leséo ativa
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Grafico 28 — Produgéo de IL-6 nos grupos cicatriz recente e controle
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Grafico 29 — Produgéo de IL-6 nos grupos cicatriz recente e lesdo ativa
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Grafico 30 — Produgéo de IL-6 nos grupos controle e leséo ativa
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A producao de IL-8 foi maior no grupo cicatrizes antigas, no entanto, a
diferenga entre os grupos nao foi significativa (p-valor = 0,619). Comparando-se o
grupo de lesbes ativas com cicatrizes antigas (p-valor= 0,258), lesbes ativas com
cicatrizes recentes (p-valor=0,317), lesdes ativas com o controle (p-valor = 0,317),
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Grafico 31 — Producéao de IL-8 na amostra total
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Grafico 32 — Produgéo de IL-8 nos grupos cicatriz antiga e cicatriz recente
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Split By: Grupo
Row exclusion: Cicatriz antiga e cicatriz recente.svd

12 1
10
8 -
y B cicatriz antiga

B cicatriz recente

Units

6
4

2_

Human IL-8
Grafico 33 — Produgédo de IL-8 nos grupos cicatriz antiga e controle
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Grafico 34 — Produgéao de IL-8 nos grupos cicatriz antiga e leséo ativa

Box Plot
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Grafico 35 — Produgédo de IL-8 nos grupos cicatriz recente e controle

Box Plot
Split By: Grupo
Row exclusion: Cicatriz recente e Controle.svd

2,2 7
2,1'_
2]
ﬂ1,9'_
'53)1,8'_
1,7 7
1,6'_
1,5 7]
1,4 7
1,3

B cicatriz recente

Human IL-8

46



47

Grafico 36 — Produgéao de IL-8 nos grupos cicatriz recente e lesao ativa

Box Plot
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Grafico 37 — Produgéo de IL-8 nos grupos controle e leséo ativa

Box Plot
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Em relacdo a produgdo de IL- 1B ndo houve diferenga significante nas

analises. Comparados os quatro grupos (p-valor = 0,380), o grupo lesao ativa com
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cicatrizes recentes (p-valor= 0,317), lesdo ativa com cicatrizes antigas (p-
valor=0,095) e ledo ativa com o controle (p-valor = 0,220). O grupo de cicatrizes
antigas com o controle (p-valor=0,821), cicatriz recente com controle (p-valor =

0,617) e cicatrizes antigas com cicatrizes recentes (p-valor = 0,767).

Grafico 38 — Producéao de IL-1 da amostra total

Box Plot
Split By: Grupo
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Grafico 39 — Produgédo de IL-1 nos grupos cicatriz antiga e cicatriz recente

Box Plot
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Row exclusion: Cicatriz antiga e cicatriz recente.svd
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Grafico 40 — Produgédo de IL-1 nos grupos cicatriz antiga e controle
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Grafico 41 — Producéo de IL-1 nos grupos cicatriz antiga e lesao ativa

Box Plot
Split By: Grupo

B cicatriz antiga
B Lesao Ativa

Human IL-1?



Grafico 42 — Produgéao de IL-1 nos grupos cicatriz recente e controle
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Grafico 43 — Producéao de IL-1 nos grupos cicatriz recente e lesao ativa

Box Plot
Split By: Grupo
Row exclusion: Cicatriz recente e lesao ativa.svd
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Grafico 44 — Produgéao de IL-1 nos grupos controle e lesdo ativa

Box Plot
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6 DISCUSSAO

A maior parte da amostra deste estudo é de mulheres. Este é dado esta em
concordancia com o estudo realizado no Estado do Acre por Silva e Muniz onde o
municipio de Xapuri foi apontado como o que mais contribuiu com o numero de
casos entre as mulheres. Porém, maior parte dos estudos traz que os individuos do
sexo masculino sdo os mais acometidos.**-*°

Alguns ainda apontam a maior exposi¢cdo dos homens ao vetor como causa
para 0 maior numero de casos estarem entre os homens.>’*? Esta maior exposigdo
se deve ao fato de que na maioria das vezes, o trabalho dentro da floresta é feito
pelos homens e este trabalho geralmente esta relacionado ao desenvolvimento da
LTA.%®

Em 2017 98% dos casos de LTA se encontravam nas propriedades rurais,
sobretudo nas mais isoladas. Nestas areas os trabalhadores rurais dependem da
extracdo de recursos da floresta para sobreviver.?! O mesmo foi constatado por
Oliart Guzman ao realizar estudo no municipio de Assis Brasil. Ele mostrou que os
casos de LTA ocorridos entre os anos de 2003 e 2010, acometeram mais homens,
moradores da zona rural e com ocupagao relacionada ao meio ambiente.**

Em relagdo a idade houve uma predominéncia de individuos acima de 15
anos, no entanto, nessa faixa etaria as lesdes cicatrizadas predominaram acima das
lesdes ativas. Enquanto isso, na faixa etaria abaixo de 15 anos predominaram as
lesdes ativas, indicando acometimento recente. Em concordancia, pesquisas veem
demonstrando que, em areas endémicas, a incidéncia de LTA é maior na faixa etaria
até 15 anos®® e que esta incidéncia na zona rural diminui conforme a idade aumenta,
tanto para homens quanto para mulheres.?’

A localizacdo das casas muito préximas aos reservatérios e a livre circulacéo
de pessoas sugere a existéncia de transmissao peridomiciliar e intradomiciliar. Este
padrao de transmissao contribui com a alta incidéncia principalmente entre criangcas
e mulheres.®

A anadlise dos resultados epidemioldégicos mostrou-se em consonancia com
varios achados anteriores e ajudam a compreender a alta prevaléncia e alta
incidéncia de LTA no municipio de Xapuri. Quanto aos dados que relacionam a LTA

com a resposta imune do hospedeiro, estes dizem respeito a producao de citocinas
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e fungdes de algumas células envolvidas nos mecanismos imunologicos em
resposta a presenca da Leishmania.

A producdo de IFN-y mostrou-se maior nos individuos que nunca
apresentaram lesdo tecidual decorrente da infecgdo por Leishmania. Em
concordancia com trabalhos que demostraram a importancia da producéo de IFN- y
para o controle da infecgao por Leishmania por estimular a producdo de oxidantes

derivados dos macrofagos.®’*® O

IFN-y é uma citocina regulatoria produzida
principalmente pelas células Th1 e NK, principal ativador de macréfagos e inibe a
produgao de células Th2.%°

As interleucinas IL-1b, IL-6 e IL-8 também foram analisadas devido ao
importante papel que estas possuem no processo de inflamagdo. No entanto,
nenhuma destas citocinas apresentou diferenca estatistica na produgcéo entre os
grupos. Ressalta-se o tamanho da amostra como um possivel viés do estudo e
sugere-se a realizacdo de novas pesquisas com estas citocinas com uma amostra
maior.

A IL-8 é uma quimiocina necessaria para a transformacao de uma resposta
imune inata em uma resposta adquirida. Células dendriticas ativadas com o
antigenos estranhos viajam até os linfonodos regionais e ativam o sistema
imunoldgico adquirido. Este trafico de células dendriticas e linfécitos € regulado pelo
sistema de quimiocinas que se torna necessario para modificar a resposta imune
inata e permitir a existéncia de uma resposta adaptativa.®® Pesquisadores sugeriram
0 uso de quimiocinas como imunoprofilaxia ou terapia para a leishmaniose.®"

A infecgdo por L. major pode desencadear a produgdo de citocinas
inflamatérias, incluindo TNF-a e IL-1B.5%%2 Essas citocinas, por sua vez, induzem a
producdo de mediadores inflamatérios adicionais, incluindo quimiocinas.®® ® Assim,
a producdo de citocinas e quimiocinas precoces € fundamental para o
desenvolvimento do controle imunoldgico efetivo da infecgéo por L. major.'54

Apesar da analise de producdo do TNF-a ndo se mostrar estatisticamente
relevante, notou-se que ela esta presente em maior quantidade no grupo de
cicatrizes recentes, se comparados com qualquer um dos grupos. Em modelos
murinos o TNF-a atua em sinergia com o IFN-y para a eliminagdo da leishmania,
através da inducdo de dxido nitrico (NO). °®°° A presenca de altos niveis de TNF-a

tem sido correlacionada com a ulceracado da pele durante infeccdo.®®
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A IL-10 parece ser a citocina mais envolvidas na modulacdo da resposta
imune em individuos com leishmaniose.?**®®” E uma citocina inibitéria do grupo de
células Th2 e principal moduladora da resposta do tipo Th1, producdo de TNF-a e
IL-17. A IL-17 nao foi quantificada no presente estudo, mas sabe-se que é uma das
principais citocinas responsavel pela persisténcia do parasito.68

A IL-10 é capaz de inibir a sintese de citocinas produzidas por macrofagos
como IL-1B, IL-6, IL-8 %70 e esta ligada a funcdes dos linfécitos T reguladores
(Treg).”" Acredita-se que as Treg exercam papel importante na regulagdo negativa
do sistema imune. Podendo estar envolvidas no controle da imunidade anti

infecgd0.”? e terem sua funcdo associada a resolugdo de lesdes cronicas.”>"*7>76

77,78

Assim, a liberagao de IL-10 pode induzir linfécitos TCD4+ a se transformarem
em linfécitos T regulatérios (Treg) e com isso, suprimir a atividade de macréfagos,
controlar os perfis Thy e Thy,, e evitar o possivel aumento da infeccdo em
consequéncia de uma resposta imune exacerbada.”®®® Em doencgas infecciosas as
células Treg tém mostrado ser importantes na manuntengdo do patégeno no
hospedeiro e para minimizar a patologia.?’#? Sabe-se ainda que altos niveis de IL-10
intralesional, estdo associados & persisténcia do parasito.®

Analisando as condi¢cdes necessarias a persisténcia do parasito, a presenca
da II-10 foi essencial. A necessidade de IL-10 no estabelecimento da laténcia
associada a infecgao natural foi confirmada por estudo com camundongos
infectados e deficientes em IL-10. Camundongos ndo modificados foram tratados
durante a fase cronica com anticorpos anti-receptores da IL-10 atingiram a cura
estéril. Este resultado sugere a possibilidade de uma nova abordagem para eliminar
o parasita latente risco e o risco de reativag:élo.81

Em relacdo a producao de IL-12p70 a analise mostrou uma diferenca
importante na comparacgéo entre individuos que apresentaram ao menos uma lesio
em algum momento da vida com individuos que nunca apresentaram alguma lesao.
Sendo significativamente maior nos ultimos. Esse achado esta em acordo com
estudos que demonstraram uma reducdao de IL-12 em pacientes com lesdes

ativas.?+8°

IL-12 tem um papel importante na resposta imune classica (Th1).8%87

Experimentos mostraram que camundongos infectados com L. major curam-se com
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o desenvolvimento da imunidade mediada por células Th1 através da produgao de
IFN-y dependente da IL-12. Usando células fagocitarias deficientes de IL-12
mostrou-se que estas perdem totalmente sua capacidade de mediar a protecao
contra a leishmaniose.®

Destaca-se que na infecgao crbnica por L. amazonensis, a IL-12 é suprimida
diante da produgéo de IL-2, independente da presenga de células Treg. Assim, a IL-
2 desempenha um papel negativo ao limitar a capacidade da IL-12 de promover a
proliferacdo de células TCD4+. A neutralizacdo da IL-2 durante a infeccido crénica
por L. amazonensis promoveu maior proliferagdo linfécitos em resposta a IL-12.
Ambos resultados sugerem que a lI-2 seja um importante fator limitante na resposta
Th1.89’90

Diante dos resultados deste estudo e da vasta literatura acerca da relagao
entre leishmaniose e imunologia conclui-se que todas as citocinas compartilham
muitas fungdes e que o compartiihamento e a combinagao de citocinas € o que vai
definir a evolugdo da doenga. Inumeros estudos tém sido realizados com o objetivo
de entender melhor os mecanismos imunes envolvidos nas infecgoes por diversas

espécies de Leishmania, porém ainda ha muitas funcbes a serem elucidadas.
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6 CONCLUSAO

A LTA esta entre as doencas negligenciadas, apesar de estar presente em
quase todos os continentes e manter indices elevados de novos casos todos os
anos. Atinge, sobretudo, as regides mais pobres do Brasil e representa um desafio
para a populacao e para gestores em relagdo ao controle, prevencao e tratamento.

A amostra apresentou um perfil diferente daquele considerado o mais comum
em relagcdo ao sexo. Houve um numero maior de mulheres do que o esperado. A
presenca de mulheres e criangas entre os mais acometidos sugere uma transmissao
peri e intradomiciliar importante. Além disso, a maior parte da amostra apresentou
lesdes cicatrizadas, principalmente cicatrizes antigas.

A dosagem dos niveis sérios das citocinas se mostraram em acordo com a
literatura ao mostrarem niveis significantes de algumas citocinas muito importantes
para o desenvolvimento da LTA. O IFN-y e a IL-12p70 apresentaram os resultados
mais consistentes. Ambos foram mais presente no sangue de individuos que nunca
foram acometidos de LTA. E de forma geral, sdo enzimas co-dependetes na
formacao de uma resposta imune do tipo Th1, relacionada com a eliminagao do
parasita e resisténcia a LTA.

Muitos estudos ainda sdo necessarios para esclarecer todas as funcbes das
citocinas no processo inflamatério, no tipo de resposta imune formado e
principalmente na criagdo de meios que possam ajudar na prevengao, tratamento e
controle da LTA.
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