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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca sistémica, podendo ser fatal se ndo tratada. No
Brasil ocupa importante papel epidemioldgico e, atualmente, encontra-se urbanizada e em
franca expanséo. Apesar dos recursos de tratamento intensivo e das rotinas estabelecidas para
o0 tratamento especifico da LV, constatou-se aumento na letalidade da doenga em diversas
regides do Pais. Como o seu desenvolvimento ou controle depende da eficacia das respostas
imunes do hospedeiro e da habilidade do parasito em escapar dessa resposta, a compreensdo
dos mecanismos imunopatoldgicos poderd contribuir para a identificacdo precoce dos
pacientes com maior risco de evolucdo desfavoravel, e, consequentemente, reduzir a
letalidade. Os fatores que determinam a evolucdo para a forma grave da doenca ainda néao
foram completamente ielucidados, mas uma resposta imune celular especifica da leishmaniose
parece desempenhar um papel fundamental. Na LV, o sistema imunol6gico é altamente
ativado com produgdo de citocinas e fatores de crescimento, como por exemplo, fator de
crescimento insulina simile | (IGF-1). Além disso, ha uma linha ténue entre as respostas
imunes que efetivamente controlam o crescimento do parasito e induzem a imunidade a longo
prazo daquelas que permitem a persisténcia do parasito e a doenca associada. O estudo
verificou a resposta imunoldgica através de citocinas, IGF-I e carga parasitaria na medula
Ossea de individuos com LV. Os resultados mostraram elevada producdo ndo dicotomizada
(Thl e Th2) de citocinas e ndo houve diferenca significativa na expressdo génica medular de
IFN-y TNF-a, IL-10, IL-6, IL-12p40 e IGF-I entre os perfis de gravidade da LV; embora o
grupo grave tenha apresentado piores médias nos parametros laboratoriais periféricos. Apesar
do IFN-y estar envolvida no controle de parasitos e ser encontrada em niveis aumentados nos
pacientes com a LV, sua capacidade de exercer essa funcdo parece ser suprimida pela IL-10, o
que pode ser observado pela correlagdo forte e negativa entre IFN-y e IL-10 observada no
estudo. Também foi encontrada uma relacdo ndo significativa entre carga parasitaria medular
e gravidade dos individuos com LV e uma fraca correlacdo entre carga parasitaria e expressao
de IGF-1. Nao houve diferenca entre a expressao génica medular de IGF-I entre os individuos
com LV ativa e controle e baixa correlacdo desse fator de crescimento com as citocinas IFN-y
TNF-0, IL-10, IL-6, IL-3 e CSF2. O entendimento da imunopatogénese da doenca no
ambiente da medula 6ssea através de mensuracdes de marcadores imunoldgicos (citocinas e
fator de crescimento) que participam da progressdao clinica da doenga pode auxiliar na
prevencédo para um quadro desfavoravel e subsidiar o desenvolvimento de novas terapias.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, medula 6ssea, citocinas, fator de crescimento insulina
simile 1, carga parasitaria.



ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (VL) is a systemic disease, and can be fatal if left untreated. In Brazil,
it occupies an important epidemiological role and, currently, it is urbanized and in rapid
expansion. In spite of the intensive treatment resources and established routines for the
specific treatment of VL, an increase in lethality of the disease has been observed in several
regions of the country. Since its development or control depends on the efficacy of host
immune responses and the ability of the parasite in order to escape this response, the
understanding of immunopathological mechanisms may contribute to the early identification
of patients with a higher risk of unfavorable outcome, and, consequently, reduce lethality.
Factors that determine the progression to the severe form of the disease have not yet been
fully identified, but a cellular immune response specific for leishmaniasis appears to play a
key role. In VL, the immune system is highly activated with production of cytokines and
growth factors, for example, insulin-like growth factor I (IGF-1). In addition, there is a fine
line between immune responses that effectively control parasite growth and induce long-term
immunity from those that allow parasite persistence and associated disease. The study verified
the immune response through cytokines, IGF-I and parasite load in the bone marrow of
individuals with VL. The results showed a high non-dichotomized production (Thl and Th2)
of cytokines and there was no significant difference in the expression of IFN-y TNF-a, IL-10,
IL-6, IL-12p40 and IGF-l1 among the severity of VL; although the severe group presented
worse mean in the peripheral laboratory parameters. Although IFN-y is involved in parasite
control and is found at increased levels in patients with VL, its ability to exert this function
appears to be suppressed by IL-10, which can be observed by the strong and negative
correlation between IFN-y and IL-10 levels observed in the study. We also found a non-
significant relationship between spinal cord load and the severity of individuals with VL and a
weak correlation between parasite load and IGF-1 expression. There was no difference
between the IGF-I marrow gene expression between the active and control VL individuals and
the low correlation of this growth factor with the IFN-y TNF-a, IL-10, IL-6, IL-03 and CSF2
cytokines. The understanding of the immunopathogenesis of the disease in the bone marrow
environment through measurements of immunological markers (cytokines and growth factor)
that participate in the clinical progression of the disease can help prevent an unfavorable
situation and subsidize the development of new therapies.

Key-words: Visceral leishmaniasis, bone marrow, cytokines, insulin-like growth factor I,
parasitic load.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose

A leishmaniose ¢é causada por um parasito do género Leishmania e é transmitida ao homem
por pela picada dos flebdtomos. Existem 3 formas principais de leishmaniose: visceral,

cutanea e mucosa (1).

Um total de 98 paises e 3 territdrios em 5 continentes relataram transmissdo endémica das
leishmanioses (2). Estima-se que 12 milhdes de pessoas em todo o mundo tenham alguma
forma de leishmaniose e que 350 milhGes de pessoas estejam em risco. Com base em
estimativas, ocorrem aproximadamente 200.000 a 400.000 casos de leishmaniose visceral
(LV) e 700.000 a 1,2 milhdes de casos de leishmaniose cutdnea a cada ano; e uma estimativa
de 20.000 a 40.000 mortes por leishmaniose visceral por ano e mais de 2 milhdes de DALYS
(anos de vida ajustados por incapacidade) perdidos (3). Mais de 90% dos novos casos de LV
notificados a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) ocorreram em sete paises: Brasil,
Etiopia, india, Quénia, Somalia, Sud&o do Sul e Sudao (1, 2, 4).

Na América Latina, os casos de LV ocorrem do México a Argentina, mas cerca de 90% dos
casos relatados vém do Brasil. Entre 2010 e 2017, 29.813 casos foram confirmados, sendo o
Estado de Minas Gerais responsavel por 3.235 casos nesse periodo (5, 6).

A ocorréncia da LV limitava-se a areas rurais e a pequenas localidades urbanas, mas,
atualmente, encontra-se urbanizada e em franca expansdo. Vérios fatores podem ter
contribuido para essa mudanca de distribuicdo geografica, como o0 desmatamento, as
condicBes precarias de saneamento decorrentes do crescimento desordenado das cidades que
favoreceram a adaptacdo do vetor Lutzomyia longipalpis e propiciaram o contato direto entre
os ciclos silvestre e urbano da LV. Além disso, a doenca tem sido verificada como infecgéo
oportunista em pacientes com Aids, semelhantemente ao que se observa no sul da Europa.
Apesar dos esforcos no controle de vetores e reservatorios, a LV encontra-se em répida
expansdo, acometendo individuos de diferentes grupos de idades, com maior frequéncia em

criangas até dez anos de idade (7-9).



13

A propor¢do de leishmaniose visceral assintomética para sintomética pode variar de 0,4:1 a
50:1 dependendo da zona endémica, demonstrando que muitas pessoas infectadas
desenvolvem uma resposta imune efetiva e ndo manifestam doenca clinica. As caracteristicas
genéticas e imunoldgicas do hospedeiro, além da cepa do parasito e carga parasitaria,

influenciam o desenvolvimento da doenca (10).

A infeccdo por Leishmania resulta em distintas situacdes clinicas e imunopatologicas. A LV
se caracteriza por apresentar uma série de alteracdes clinico-laboratoriais, além de poder
evoluir a forma grave, com apresentacdo de: sangramento, infeccdo bacteriana, intensa
pancitopenia, ictericia e edema generalizado. Esses fatores tém sido identificados como o0s

mais importantes preditores do mau prognostico (9, 11).

Apesar dos recursos de tratamento intensivo e das rotinas estabelecidas para o tratamento
especifico da LV, constatou-se aumento na letalidade da doenga em diversas regides do pais
(8). Como na LV, o desenvolvimento da doenca ou o controle da infeccdo dependem da
eficAcia das respostas imunes inatas e adaptativas, a compreensdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos da LV poderd contribuir para a identificacdo precoce dos pacientes com

maior risco de evolugdo desfavoravel, e, consequentemente, reduzir a letalidade.

1.1 Apresentacdo Clinica da LV

As manifestacdes clinicas da LV podem variar desde a infeccdo assintomatica até a doenca
progressiva e potencialmente fatal. O periodo de estado da doenca apresenta amplo quadro
clinico e tem como sinais mais comuns a febre, emagrecimento, hepatoesplenomegalia e
caquexia, mas com grande variabilidade entre os individuos. A triade classica da LV
(hepatoesplenomegalia, febre e pancitopenia) é observada em 75% dos caso (12-15). Alguns
individuos apresentam sinais de hemorragia, sendo a epistaxe 0 mais comum, seguido de
gengivorragia e petéquias. O periodo de incubacdo varia de trés a oito meses, mas pode ser

tdo breve quanto 10 dias e tdo longo quanto 24 meses (16-18).

Os sinais e sintomas irdo depender da relagdo que se estabelece entre parasito-hospedeiro. Do

ponto de vista clinico e laboratorial, a LV pode ser dividida didaticamente em trés formas,
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conforme as caracteristicas apresentadas pelos pacientes: assintomatica e a classica. Somente
uma pequena parcela de individuos infectados desenvolve a forma classica da LV (19).

Por razdes desconhecidas, alguns pacientes evoluem com apresentacdo de sinais clinicos de
gravidade como ictericia, sangramento, co-infec¢Ges bacterianas, edema (anasarca) e ou

vomitos que podem levar a morte, mesmo quando tratados com terapias (20-22).

Em um estudo realizado no Brasil, no qual se prop6s um sistema de pontuacdo prognostica
para morte por LV, foi encontrado que no momento da suspeita clinica, a morte estava
associada a presenca de esplenomegalia, edema, fraqueza, sangramento, ictericia, idade (1 ano
ou menos e mais de 19 anos), co-infeccdo por Leishmania-HIV e presenca de infeccdo
bacteriana (23). O desenvolvimento de um escore prognostico utilizando pardmetros clinicos
e laboratoriais sdo extremamente importantes, uma vez pode ajudar a reduzir as taxas de
letalidade (23).

Em um outro estudo brasileiro, foram descritos quatro fatores clinicos (sangramento da
mucosa, ictericia, dispneia, suspeita de coinfeccdo bacteriana) e duas variaveis laboratoriais
(neutropenia grave e trombocitopenia grave) como preditores independentes do risco de morte
em criancas e adolescentes menores de 15 anos de idade (6).

No Sudao do Sul, o estudo de prognoéstico associou jovens e idosos, longa duracdo da doenca,
anemia, desnutri¢do, esplenomegalia, alta densidade parasitaria e vOmitos a um maior risco de
morte (24).

E importante ressaltar que a maioria desses fatores de risco para morte pode ser facilmente
observada por um médico ou outro profissional de saide em unidades basicas, permitindo a

deteccdo precoce de casos de LV potencialmente graves e o direcionamento para servicos de

salde especializados, com reducgdo do numero de o6bitos (23).

1.2 Diagndstico

O diagndstico da LV baseia-se em trés critérios: epidemiologico, clinico e laboratorial:
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a) Epidemioldgico:

Procedéncia ou viagem nos ultimos meses para area endémica. Se residente em area
endémica, investigar ocorréncia de casos caninos, ou presenca do vetor na residéncia,

identificados como Fleb6tomos ou Lutzomias (22).

b) Clinicos

Febre, hepatoesplenomegalia, anemia e manifestagdes hemorragicas sdo sintomas classicos e
bem sugestivos de LV. O diagndstico se torna dificil nos casos oligossintomaticos onde o
paciente apresenta historico de febre associado a tosse persistente, diarréia intermitente por
mais de trés semanas, adinamia, aumento discreto de figado ou baco podendo ser confundido
com outros processos infecciosos comuns da regiéo (25, 26).

c) Laboratoriais

Os achados laboratoriais incluem anemia, leucopenia, plaquetopenia, hipoalbuminemia e
hipergamaglobulinemia e maltiplos fatores envolvidos na sua génese, como hiperesplenismo,

resposta imune e deficiéncias nutricionais (27).

O diagnostico laboratorial da LV é conduzido quando existem indicativos clinicos e/ou
epidemiol6gicos e consiste, fundamentalmente, de trés grupos de exames: 0S exames

parasitologicos, os métodos imunoldgicos e os métodos moleculares.

Os exames parasitolégicos sdo considerados classicamente como os métodos “padrdo-ouro”
no diagndstico da LV e sdo baseados na demonstracdo do parasito e/ou no seu isolamento em
cultivo. O material obtido pode ser empregado para confeccéo de esfregagos ou impressao em
laminas, histologia, isolamento em meios de cultura ou inoculagdo em animais de laboratério
(12, 28).

Os testes imunologicos diferem em sua sensibilidade, especificidade e na sua aplicacéo
pratica. Uma vez que esses testes dependem dos niveis de globulinas circulantes, os testes

podem permanecer positivos durante muito tempo apds o tratamento (28, 29). Entretanto, os
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anticorpos formados durante o curso da infecgdo poderdo mostrar reacdes cruzadas com
antigenos semelhantes encontrados em outras doencas como a doenca de Chagas, maléria,

tuberculose, leishmaniose tegumentar, hanseniase, esquistossomose e outras (28).

Diferentes técnicas soroldgicas tém sido utilizadas no diagndstico da LV. No Brasil, os testes
imunolégicos utilizados para a deteccdo de anticorpos circulantes anti-Leishmania sédo o
ensaioimunoenzimatico (ELISA), a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), os testes

imunocromatograficos e a imunofluorescéncia baseada em citometria de fluxo (30).

Desde a sua introducdo em 1971, os métodos imunoenziméaticos vém sendo avaliados na
deteccdo de anticorpos especificos na leishmaniose (30). E um teste que permite a deteccéo de

baixos titulos de anticorpos, de facil execucdo e leitura objetiva dos resultados (31, 32).

Em razdo ao alto custo, os métodos sofisticados ndo podem ser utilizados em ampla escala.
Com isso, houve a necessidade de um teste simples, rapido, com boa sensibilidade e
especificidade. Portanto, um promissor teste de tira imunocromatografica “pronto para uso”
baseado em antigeno rk39 foi desenvolvido para utilizacdo em condicGes dificeis de campo
(28).

Devido as dificuldades existentes no diagnostico soroldgico, antigénico e parasitologico de
LV, nos altimos anos, tém-se buscado testes sensiveis e especificos, como aqueles baseados
em métodos moleculares. Entre os exames moleculares, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) é a mais usada e vem sendo avaliada nas Gltimas décadas para diagndéstico da LV, com
diferentes objetivos, incluindo o diagndstico da infeccdo, o diagnostico da doenca,

identificacdo de espécie e o controle de cura (33-35).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma ferramenta que tem sido utilizada para a
deteccdo do DNA da Leishmania sp. em uma variedade de amostras clinicas. Devido ao custo
elevado, necessidade de profissional capacitado e a ampla variedade de alvos e iniciadores
disponiveis no diagnostico molecular, ainda ndo ha um procedimento padrdo ouro, 0 que

dificulta a insercao desse ensaio na rotina dos servicos de saude (36).

A técnica de reagdo de cadeia de polimerase (PCR), realizada com amostras da medula dssea,

baco, linfonodos e sangue periférico constitui avango importante no diagnostico da LV. A
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deteccdo da presenca do DNA do parasito em amostras bioldgicas, ndo necessariamente pode
ser interpretada como infeccdo ativa. Dessa forma, questiona-se a importancia do PCR como
método diagnostico, considerando a positividade observada em pacientes assintomaticos e
individuos clinicamente curados apos tratamento especifico (28). As doengas causadas pelas
varias espécies de Leishmania se caracterizam por promover alteraces no numero de

parasitos durante o curso da infeccdo (37, 38).

Na LV, a carga parasitaria pode variar com o tempo apos a infeccdo no mesmo tecido e
também entre diferentes tecidos em um mesmo momento apés a infecgdo (39). Quantificar a
carga parasitéria, além de um método de diagnostico preciso, pode ser uma boa maneira de
acompanhar a evolucdo da infeccdo, identificar recidivas, verificar o efeito de um

determinado esquema terapéutico e, consequentemente, como critério de cura da doenca (14).

A determinacdo da densidade de parasitos em diferentes amostras bioldgicas pode ser conseguida
através da microscopia, pela contagem de amastigotas em relacdo aos nucleos das células do
hospedeiro em esfregacos do tecido (17). Devido a dificuldade que essa técnica de quantificacdo
apresenta, métodos baseados na amplificagdo quantitativa em tempo real (QPCR) tém sido
desenvolvidos para aperfeicoar a deteccdo, esse método permite a quantificacdo e o
monitoramento simultdneo do produto amplificado através do uso de corantes fluorescentes ou

sondas de DNA marcadas com fluorocromos (40).

Na reacdo de amplificacdo quantitativa em tempo real (QPCR), é utilizado o SYBR Green |,
corante, que se liga de forma inespecifica ao DNA dupla fita durante a amplificacdo. Outra
maneira de gerar a fluorescéncia é usar uma sonda especificamente dirigida a uma regido
interna da sequéncia que sera amplificada, e um exemplo deste sistema é a sonda TagMan.
Durante a amplificagdo, a sonda TagMan é degradada e ocorre a emissdo de luz. A andlise da
emissdo de luz é feita através de um detector de sinal que cria um grafico com a absorcéo

obtida ap6s cada ciclo de PCR, e o sinal gerado reflete a quantidade de produto formado (41).

Por ndo possuir as vérias etapas de manipulacdo pos-amplificacdo da PCR convencional, a
gPCR minimiza os riscos de contaminacdo do material, além de permitir de forma simultanea
a deteccdo, medida e comparacdo do nimero de parasitos em diferentes amostras (42). A

gPCR ainda possui maior velocidade, reprodutibilidade e capacidade de quantificacéo.



18

Entretanto, existe a necessidade de laboratorios bem equipados e o custo ainda limita o seu

uso em campo e em paises em desenvolvimento (31).

1.3 Tratamento

No Brasil, o tratamento de primeira linha da LV é realizado com antimoniato de N -
metilglucamina (Glucantime®), (20 mg Sb**/kg/dia) durante 20 dias, reservando o uso de
anfotericina B, (1mg/kg/dia) durante 14 dias, para pacientes gestantes e pacientes com sinais
de gravidade, toxicidade ou refratariedade, relacionados ao uso dos antimoniais pentavalentes
(43).

As formulagdes lipidicas da anfotericina B apresentam a vantagem de reduzir a toxicidade da
droga e reducdo do tempo de tratamento em relacdo a formulacdo desoxicolato; e o seu uso (3
mg/kg/dia) durante 7 dias é reservada a pacientes com alto risco de mortalidade (idade
inferior a um ou superior a 50 anos; escore de gravidade: clinico > 4 ou clinico-laboratorial >
6; insuficiéncias renal, hepatica, cardiaca; transplantados cardiacos, renais ou hepaticos;
intervalo QT corrigido no exame eletrocardiografico maior que 450 milissegundos (ms); uso
concomitante de medicamentos que alteram o intervalo QT; hipersensibilidade ao antimoniato
de N-metil glucamina ou outros medicamentos utilizados para o tratamento da leishmaniose
visceral; infeccdo pelo HIV; comorbidades ou medicacdo que compromete a imunidade; falha
terapéutica ao N-metil glucamina ou a outros medicamentos utilizados para o tratamento da

leishmaniose visceral; gestantes (44).
1.4 Resposta imune do hospedeiro

Os fatores que determinam o desenvolvimento ou ndo da LV e sua evolugéo para forma grave
da doenca ainda ndo foram completamente identificados, mas uma resposta imune celular

especifica da leishmaniose parece desempenhar um papel fundamental (45).

Anormalidades imunoldgicas precoces durante a infeccdo podem estar envolvidas na
patogénese da LV. Na leishmaniose visceral, o sistema imunolégico é altamente estimulado e

produz as citocinas ativadoras de macréfagos, interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose
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tumoral alfa (TNF-o) e as inibidoras de macrofagos, interleucina-10 (IL-10) e fator
transformador de crescimento-beta (TGF-). Estudos de processos de ativacdo e desativagédo
imunolodgica, bem como mecanismos imunopatogénicos, podem contribuir para um melhor

entendimento da doenca e ao desenvolvimento de alternativas de tratamento (46, 47).

Foi descrita uma incapacidade transitoria de montar uma imunidade mediada por células
(CMI) efetiva em LV com base na auséncia de resposta proliferativa de linfocitos e
estimulacdo in vitro de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) pelo antigeno de
Leishmania (47). Os pacientes com LV também apresentam testes cutdneos de
hipersensibilidade do tipo retardado negativos (48).

A resposta imune em individuos ap6s a infeccdo por Leishmania infantum pode ser eficaz no
controle da infeccdo e gerar uma forte resposta de hipersensibilidade tardia. Nesses casos, 0
individuo infectado é tipicamente assintomatico e o teste cutaneo de hipersensibilidade tardio
(DTH) reativo esta associado a altos niveis de IFN-y ¢ TNF-a produzidos por células T CD4+
(49).

A LV é uma doenga heterogénea complexa com VAarios mecanismos imunes inatos e
adaptativos envolvidos na patologia da doenca. Ap6s a deposicdo de promastigotas
metaciclicas infectantes na derme, o sistema imune inato da pele recruta células inflamatérias

para locais de invasdo em poucos minutos e promove a inducdo da imunidade adaptativa (50).

Na LV, existe uma linha ténue entre as respostas imunes que efetivamente controlam o
crescimento do parasito e induzem a imunidade a longo prazo daquelas que permitem a
persisténcia do parasito e a doenca associada. Os individuos infectados podem progredir para
respostas imunes apropriadas que limitam a patologia da infec¢do (ou seja, subclinica) ou para
0 ndo controle parasitario e, consequente, replicacdo e doenca. Estudos tentam identificar
quais fatores imunologicos, genéticos, nutricionais ou outros fatores epidemioldgicos

influenciam esses resultados (51).

Os achados progressivos no campo da imunologia da LV humana sugerem importantes papéis
de diferentes citocinas na protecdo de doencas e na patogénese. A resposta imune inata contra

a infeccdo por Leishmania desempenha um papel fundamental na previséo do resultado da
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doenca. N&o s ajuda na prevencdo do crescimento precoce do parasito e na disseminacao da

infeccdo, mas também atua como uma fonte de diferentes citocinas imunorreguladoras (52).

A medida que o parasito se multiplica, ha forte indugfo do sistema fagocitario mononuclear
do paciente (53). Imunologicamente, a LV é acompanhada por uma auséncia de
hipersensibilidade tardia, CMI especificas de Leishmania prejudicada com base no fracasso
das células mononucleares do sangue periférico em proliferar e produzir IFN-y em resposta ao

antigeno Leishmania, ativacao de células B policlonais e hipergamaglobulinemia (3, 19, 48).

Apesar dessa falta de resposta especifica ao antigeno, ha evidéncias de que células T reativas
ao antigeno estdo presentes em pacientes com leishmaniose (calazar), visto que apds o
sucesso da quimioterapia, ha restauracdo da reatividade especifica do antigeno, respostas
proliferativas in vitro para antigeno parasito sdo restaurados e ha desenvolvimento de

imunidade contra reinfecgéo (54, 55).

Respostas celulares efetivas para combater a Leishmania dependem da formacdo de
subconjuntos de células T CD4+ que sdo capazes de ativar as respostas leishmanicidas por
macréfagos e mondcitos do hospedeiro. A diferenciacdo de subconjuntos de células T CD4+,
Thl, Th2, Treg e Th17, depende muito do microambiente da citocina durante a ativagéo
inicial de células T CD4+ virgens. Dependendo do equilibrio dessas citocinas, moléculas co-
estimulatorias, genética do hospedeiro e estimulos antigénicos, uma determinada célula T se
diferenciard em um dos subgrupos Th e produzira as citocinas especificas. Essas citocinas, por
sua vez, atuardo nos macrofagos e mondcitos do hospedeiro para prepara-los para o controle

eficaz ou ineficaz da Leishmania e subsequente controle ou ndo da imunopatologia (49).

Inicialmente, acreditava-se que, na LV, a susceptibilidade estava associada a incapacidade de
produzir um perfil de citocina estimulante de macrofagos (perfil Thl), incluindo IFN-y e
interleucina-12 (IL-12); em vez disso, havia produgdo de citocinas imunossupressoras,
interleucina de perfil Th2, como interleucina-10 (IL-10). No entanto, tem-se observado que
durante a infeccdo, as respostas do tipo de celulas Th2 altamente polarizadas parecem nao se
desenvolver; em vez disso, ha uma resposta inicial da célula Th1-Th2 (45, 55).

Ao contrario dos modelos murinos, ndo ha dicotomia clara nas citocinas Thl e Th2 na LV

humana e seus impactos na resisténcia e susceptibilidade néo estdo claramente definidos. No
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entanto, os pacientes com LV ativa estdo associados com aumento dos niveis de mdaltiplas
citocinas plasmaticas, I1L-10, IL-6, IL-4, IFN-y, TNF-a ¢ IL-12 (50). Como niveis elevados de
RNAmM de IFN-y foram encontrados no bago e na medula 6ssea durante a fase aguda da
infeccdo, a evolucéo clinica desfavoravel ndo esta relacionada somente com a distor¢éo para o

perfil Th2, mas mecanismos subjacentes contribuem para a patogénese da LV (3).

O hospedeiro infectado pode falhar em controlar a infeccdo por Leishmania devido a resposta
defeituosa dos mecanismos de sinalizacdo intracelular induzidos por IFN-y. Apesar da
presenca de altos niveis de IFN-y durante a infec¢do, os hospedeiros podem ndo conseguir
controlar a infeccdo e resolver sua doenga, devido a falta de resposta ao IFN-y relacionada a
falha na sinalizacdo. A regulagdo negativa do receptor IFN-y contribui para a inativagdo da

sinalizacdo celular em células infectadas por L. donovani (50, 56).

Assim, pacientes com calazar ndo possuem déficit da resposta Thl, como se imaginava; em
vez disso, ha coexpressdo de um perfil Th2 (principalmente 1L-10), provavelmente produzida
como um mecanismo homeostatico para controlar a inflamacao induzida por infeccao forte e

persistente (57).

Dados subsidiam a hipétese de que a IL-10 é um importante imunomodulador, atenuando os
mecanismos de defesa do hospedeiro e favorecendo o controle da resposta imune apos a
depuracdo efetiva do parasito (58). Ensaios com bloqueio de IL-10 in vivo, utilizando
amostras de pacientes com LV, mostraram um aumento da IFN-y e na produ¢do de TNF-a,
associado também com reducdo do crescimento parasitario, indicando que a IL-10 é um dos
principais supressores de mecanismos imunes leishmanicidas em doentes LV humanos (3). A
acao da IL-10 reduz a morte de Leishmania mediada por intermediarios reativos de nitrogénio
(IRN) e oxigénio (IRO) produzidos por macrofagos, favorecendo o inicio e progressdo da
doenga. Portanto, a IL-10 pode proteger os tecidos dos danos colaterais causados pela
inflamacdo excessiva, mas nas doengas infecciosas, onde uma resposta inflamatoria é
necessaria para evitar a proliferacdo do parasito, a 1L-10 pode prevenir uma resposta ideal
(21, 45, 59).

Vaérios estudos associaram a presencga de IL-10 com a gravidade da LV. Costa et al., (2013)
encontraram uma associacdo de IL-10 com alguns indicadores clinicos de gravidade da

doenga, como sangramento, contagem de neutrofilos e niveis de hemoglobina. Além disso, a
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neutralizacdo da IL-10 em células do aspirado esplénico de pacientes com LV aumenta a

producdo de IFN-y e TNF-a e reduz a carga parasitaria (21, 59).

A auséncia de acdes ou produtos parasitarios que possam prejudicar as células ou tecidos do
hospedeiro indica que a patogenicidade sistémica da LV depende da resposta do hospedeiro.
E razoavel supor que as citocinas possam estar fortemente relacionadas, ou ser a propria
causa, dos casos mais graves de calazar, ao gerar uma resposta inflamatoria sistémica

prejudicial (60).

A inflamacédo sistémica tem sido descrita como uma causa de manifestagdes clinicas em
varias infeccdes intracelulares, incluindo maléria e leishmaniose. Na LV, essa resposta
inflamatdria apresenta-se como uma liberacdo de multiplas citocinas, bem descrita na
literatura como tempestade de citocinas. A tempestade de citocinas pode ser considerada
como causa direta de algumas manifestagdes clinicas da LV. De fato, a liberacdo de
mediadores inflamatorios poderia ser responsavel pelo dano tecidual, e sua influéncia na
gravidade da LV foi previamente indicada por Costa et al., (2010, 2013) (20, 60).

A evidéncia de que a liberagcdo sisttmica de citocinas favorece a evolucdo/gravidade da
doenca é corroborada pela observacdo de que individuos assintométicos ndo apresentam tal
perfil (21). Embora uma resposta imune protetora contra a Leishmania possa estar sob a
influéncia de uma resposta do tipo | e da producdo de IFN-y, o papel preciso das citocinas

TH2 em infec¢Oes ndo curadas exige uma exploracdo cuidadosa (27).

O resultado clinico da doenca é uma consequéncia da interacdo complexa entre o patdgeno e o
hospedeiro, e a sobrevivéncia do patégeno depende em grande parte do tipo de citocina (Thl
ou Th2) produzida pelas células imunes do hospedeiro no momento do encontro e por fatores
de crescimento, por exemplo, IGF-1. Os eventos que acontecem no inicio da infeccédo
influenciam muito o curso da doenca. Essa fase inicial é caracterizada por um processo
inflamatdrio no qual varios mediadores e elementos teciduais participam, incluindo fatores de
crescimento e citocinas. Estes podem ser benéficos para o hospedeiro, contribuindo para a
eliminacdo do parasito ou favorecendo a sobrevivéncia e proliferacdo de Leishmania, direta

ou indiretamente, em um ambiente hostil dentro dos macréfagos (61).



23

A via causal da evolucdo clinica no calazar envolve um processo dindmico iniciado por
imunossupressdo, levando a uma maior carga parasitéria e, subsequentemente, desencadeando
inflamacAo sistémica. E interessante avaliar a associacdo da carga parasitaria com a resposta
imune e fatores de crescimento na LV humana, uma vez que os imunomoduladores séo
considerados importantes na patogénese da doenca. Portanto, o estudo das principais citocinas
Th1/Th2 e fator de crescimento insulina-simile | (IGF-1) em pacientes com LV é necessario
para entender a sua correlacdo com a carga parasitaria e com a evolucéo clinica dos pacientes
(62, 63).

1.4.1 Citocinas

As citocinas sdo produzidas em resposta a diferentes antigenos e podem estimular diversas
respostas celulares envolvidas na imunidade e na inflamacdo. A agdo das citocinas
frequentemente é pleiotrdpica e redundante. As citocinas geralmente influenciam a sintese e a
acao de outras citocinas, levando a uma cascata onde a segunda ou a terceira citocina pode

mediar os efeitos bioldgicos da primeira (49).

Muito conhecimento foi adquirido sobre a imunopatogénese da LV; a medida que o parasito
se multiplica dentro dos macrofagos esplénicos, figado e medula dssea, os patégenos induzem

forte ativacdo do sistema fagocitario mononuclear do paciente (48).

Niveis elevados de IFN-y e TNF-a sdo encontrados e essas citocinas podem controlar a
proliferacdo do parasito durante os estagios iniciais (53). Entretanto, apesar de um sistema
imunoldgico altamente ativado, os pacientes exibem imunossupressdo antigeno-especifica por
Leishmania. A IL-10 e TGF-B sdo citocinas que podem ser caracterizadas como as

responsaveis pela regulacdo da resposta imune (48).

A LV estd associada ao aumento da producdo de multiplas citocinas pro-inflamatorias, e a
expressdo de citocinas com a IF-y no baco e na medula 6ssea durante a fase aguda da infecgéo
sugere que desfechos clinicos desfavoraveis ndo estdo relacionados exclusivamente a

distor¢do Th2, mas que outros mecanismos contribuem para a patogénese da LV (3, 64).

Além de poderem prejudicar diretamente o hospedeiro, os parasitos também podem

indiretamente causar danos atraves da resposta produzida. Tem sido sugerido que oS
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principais fatores de risco para morte em LV estdo relacionados ao fato de que uma producéo
elevada de citocinas pro-inflamatdrias sistémicas que compromete intensamente 0s 6rgdos e
sistemas. Portanto, é observado a correlacdo dos niveis de citocinas (especialmente IFN-y, IL-

10, IL-6, IL-27 e TNF-a) com as manifestacdes clinicas de LV associadas a gravidade da
doenga. (27, 45, 53).

Além das citocinas, o parasito podera encontrar fatores de crescimento, que podem ser
benéficos para o hospedeiro, levando a eliminacdo dos parasitos, mas também é possivel que
eles favorecam direta ou indiretamente a sobrevivéncia do parasito. Os IGFs, particularmente
0 IGF-I, podem pertencer a essa categoria de fatores, uma vez que o IGF-I, constitutivamente
presente na pele, é conhecido por estar associado a inflamacdo, cicatrizacdo de feridas e

participacdo na evolucdo de leishmanioses (65).

1.4.1.1 Interferon-gama

O IFN-y é a principal citocina produzida pelos linfocitos T e pelas células natural killer (NK),
cuja funcdo é ativar os macrofagos, tanto nas respostas imunes inatas como nas respostas
imunes adquiridas mediadas pelas células. As principais fontes celulares envolvidas na

producdo de IFN-y envolvem a resposta imune inata e adaptativa (45).

O IFN-y tem sua producdo induzida principalmente por IL-12, mas também pode ser
estimulada por outras citocinas. Inicialmente, apds a fagocitose das promastigotas, as células
dendriticas e macrofagos liberam 1L-12, que estimula as células NK a secretar grandes
quantidades de IFN-y. A IL-12 induz a diferenciacédo e proliferacdo de populagdes de células
CD4+ Thl, que produzem mais IFN-y (50, 66).

Na LV, o desenvolvimento da doenca e o controle da infeccdo dependem da eficacia de uma
resposta imune celular inata e adaptativa induzida por IFN-y. O envolvimento de IFN-y é
fundamental para o mecanismo de defesa do hospedeiro contra a LV. O IFN-y ativa
macrofagos, levando a ativacdo da enzima Oxido nitrico sintase induzida e a producédo
concomitante de oxido nitrico e metabdlito de nitrogénio, o que promove a morte do parasito.
Ente as vérias citocinas anti-Leishmania, o IFN-y desempenha um papel particularmente

proeminente de ativacdo de macréfagos. Além disso, a atividade leishmanicida de
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macrdfagos, induzida por IFN-y, mostrou ser aumentada por outras citocinas, como TNF-a e
fator inibidor de migragéo (MIF) (27, 45, 49, 50, 53, 59, 64, 66, 67).

Embora o IFN-y seja considerado envolvido no controle de parasitos e estar em niveis
aumentados nos pacientes com a LV ativa, sua capacidade de exercer essa funcdo parece ser
suprimida por citocinas também liberadas, como a IL-10. Ainda ndo esta claro por que o IFN-
v ndo supera o efeito modulador da IL-10, mas € possivel que uma ativacdo mediada pela
sinalizacdo das celulas T € necessaria para ativar mais eficientemente 0s mecanismos
microbicidas dos macrofagos. Varios estudos descreveram outras citocinas séricas como
moduladoras da resposta imune em pacientes com LV, incluindo IL-6, IL-21 e IL-27 (45, 59,
68)

Definida a funcdo do IFN-y no controle da carga parasitaria na LV, é necessaria que haja um
equilibrio entre a necessidade de uma resposta antiparasitaria eficaz para controlar a infeccéo

primaria e o potencial para causar danos irreversiveis a longo prazo (69).

1.4.1.2 Interleucina-12

A IL-12 é uma citocina heterodimérica de 70 kDa composta por duas subunidades ligadas por
ligacdo dissulfeto designadas p35 (35 kDa) e p40 (40 kDa), ambas codificadas por genes
separados. A molécula heterodimérica 1L-12p70, equivale a atividade bioldgica da 1L-12,
enquanto a IL-12p40, quando sozinha, pode antagonizar a IL-12 e inibir a geracdo de
linfocitos T citotoxicos in vitro. Existem varios tipos de células que podem produzir IL-
12p35, mas apenas células dendriticas e macrofagos produzem IL-12p40; e, no final, a IL-12
ativa (59, 70).

A IL-12 é uma importante citocina reguladora que promove a ligacdo entre as respostas
imunes inata e adaptativa. Originalmente descrito como um fator que promove tanto a
atividade natural killer quanto a atividade de linfdcitos T citotoxicos estimulando a produgao
de IFN-y. Atualmente se sabe que a IL-12 & uma citocina chave envolvida no
desenvolvimento de imunidade especifica mediada por células T do tipo 1, ao direcionar as

células ThO a uma resposta Th1 (70).
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Foi demonstrado em experimentos que a adi¢do in vitro de IL-12 a culturas de linfocitos de
pacientes com LV restaura a produgdo de IFN-y e aumenta a atividade citotdxica das células
NK. Além disso, outro experimento mostrou que a adi¢do de I1L-12 ou de anti-1L-10 restaurou
a proliferacdo de linfdcitos e a producdo de IFN-y por PBMC de pacientes com LV ativo.
Esses experimentos constatam a importancia da IL-12 para a manuten¢do de uma resposta
imune do tipo Th1(47).

1.4.1.3 Interleucina-10

A IL-10 é uma citocina reguladora e pleiotropica que pode ser produzida por células T,
células B, macrofagos, células dendriticas (CDs), células NK, células epiteliais, mastocitos,

bem como granulécitos neutrofilicos e eosinofilicos. (11, 52, 71).

A citocina IL-10 foi inicialmente caracterizada como um fator secretado por clones Th2 que
inibem a sintese de citocinas por células Thl (19, 20). Sua acdo suprime trés importantes
funcBes dos macrofagos: a liberacdo de mediadores imunoldgicos, a apresentacdo do antigeno
e a fagocitose. Os altos niveis de IL-10 em concomitancia com os altos niveis de IFN-y nos
pacientes com calazar promove consisténcia a hipotese de que IL-10 inibe a ativacdo de
macrofagos induzida por IFN-y em pacientes com a LV (45, 46, 54, 59, 71-74).

O mecanismo da atividade supressora da IL-10 na LV humana foi atribuido principalmente a
reducdo no acimulo do fator inibidor da migracdo (MIF) regulado de macréfagos derivados
partir de macroéfagos, resultando na regulacdo negativa da atividade leishmanicida. Essa
natureza supressiva da resposta imune durante a LV ativa foi principalmente especifica para
antigenos de Leishmania, ja que os testes para hipersensibilidade de tipo retardado (testes de

Leishmanina ou Montenegro) a esses antigenos foram negativos (52).

A IL-10 também promove a sobrevivéncia de células B e a diferenciacdo de células
plasmaticas, assim, a superproducdo de IL-10, a ativacdo de células B policlonais e a
hipergamaglobulinemia aparecem simultaneamente em muitas doencas sistémicas humanas,
incluindo LV. A IL-10 também promove a mudanca do isotipo IgG para IgG1 e 1gG3, uma
caracteristica que foi observada em pacientes com LV humana. Apesar de Gtil no diagnostico,

a hipergamaglobulinemia n&o parece ser benéfica para o paciente (11, 53, 58).
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A evidéncia direta do papel da IL-10 como um fator imunossupressor chave na LV é
demonstrado por experimentos que utilizaram antagonista do receptor de I1L-10 ou anticorpos
monoclonais anti-1L-10; os resultados desses experimentos mostraram que a resposta imune e
a producdo de IFN-y poderiam ser restauradas, levando a ativacdo de macréfagos e
consequentemente a morte do parasito (11).

Assim, embora os altos niveis de IL-10 observados em pacientes com LV possam ajudar a
limitar as patologias mediadas pelo sistema imunoldgico, as atividades imunossupressoras da
citocina podem promover a replicacdo do parasito e a progressao da doenca, ao prevenir uma
resposta antiparasitaria ideal (3, 11, 21, 27, 49, 52, 55, 64, 75).

Isso demonstra a importante associa¢do de IL-10 com a carga parasitéria, sugerindo que 0s
niveis de IL-10 podem estar correlacionados com a gravidade da doenc¢a na LV humana. Esse
processo é caracterizado por um ciclo vicioso no qual uma alta secrecdo de IL-10 regulatéria
permite a replicacdo parasitaria progressiva, o que pode levar a citocinas inflamatdrias

excessivas, inflamagdo sistémica e mortalidade (62, 63, 76).

1.4.1.4 Interleucina-6

A IL-6, uma citocina pleiotropica, é sintetizada por células mononucleares, fibroblastos e
outras células em respostas a uma ampla variedade de estimulos inflamatérios, incluindo
infecgdo intracelular. As principais atividades bioldgicas da IL-6 incluem a indugdo da sintese
proteica de fase aguda nos hepatdcitos, a inducdo da diferenciacdo terminal das células B e a
ativacdo das células T. Em alguns modelos, a IL-6 também parece atuar diminuindo os
mecanismos inflamatérios e prejudicando a ativacdo e atividade antomicrobiana dos
macrofagos, necessaria para o desenvolvimento e sustento de ambas as respostas Thl e Th2
(19, 56, 66).

A 1L-6 é expressa em todas as formas de leishmaniose humana (cutanea, mucosa e visceral).
Resultados in vitro e in vivo indicam que a IL-6 pode promover, suprimir ou permanecer
inalterada na defesa anti-leishmania do hospedeiro. Apesar de néo estar claro, o papel da IL-6
na fisiopatologia da LV parece estar envolvida na exacerbacdo da doenca, uma vez que

participa na inducéo de varias outras citocinas causadoras de doencas. Além disso, ao regular
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negativamente o TNF-alfa, influencia a secrecdo de IL-10, estabelecendo, portanto, uma
ligagédo da resposta inata com a imunidade adquirida em pacientes com calazar, via resposta
regulatéria-T (66).

A Leishmania desencadeia uma resposta inflamatoria ao estimular a produgéo de 1L-27, IL-10
e IL-6. Essas citocinas regulam negativamente a atividade microbicida dos macréfagos,
facilitando a proliferacdo de leishmanioses. A IL-6 desempenha também um papel na ativacédo
policlonal de células B resultando em uma hipergamaglobulinemia em pacientes com LV,
uma vez que a IL-6 é essencial para a diferenciacdo terminal de células B e produgdo de
imunoglobulinas. A liberacdo de IL-6 nos estdgios iniciais da infeccdo pode interferir na
inducdo de uma resposta Thl especifica, predispondo os parasitos a proliferar e causar

doenca. Altos niveis de IL-6 estdo associados aos casos mais graves e a morte (19-21, 56, 66).

No entanto, parece que hé efeitos diferentes da IL-6 entre os 6rgdos. Resultados sugerem que,
na infeccdo do figado, a IL-6 exerce um efeito supressor precoce na defesa do hospedeiro e
provavelmente realiza essa acdo restringindo as respostas anti-Leishmania tipo Thl, incluindo
aquelas dependentes de IFN-y; j& sob condi¢des diferentes (testando a transferéncia de células
dendriticas na infeccdo do baco por L. donovani), a IL-6 ndo parece ser supressora, mas sim
leishmanistatica. (40). Portanto, a IL-6 apresenta uma complexidade de ac@es, inclusive na
protecdo contra infeccdo por L. donovani induzida por terapia com células dendriticas (66,
72,77).

H& nos pacientes com calazar interacfes entre as citocinas, no qual a IL-6 parece
desempenhar um papel importante no desencadeamento de sintomas e no controle de outras
citocinas (20, 60, 73).

1.4.1.5 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O TNF-a é secretada por uma variedade de células como macrofagos, mondcitos, neutréfilos,
células natural killer e células T e é conhecida por afetar o crescimento, diferenciagéo,
sobrevivéncia e funcdo fisiologica de uma variedade de celulas diferentes, incluindo a
citotoxicidade mediada por macrofagos. Estudos sugerem que os mondcitos ativados

sintetizam rapidamente TNF-a no local da inflamagédo e matam os alvos por contato célula-a-
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célula, através de sua liberacdo local no microambiente da interacdo do efetor e alvo (20, 52,
78).

O TNF-a € uma citocina pré-inflamatéria que desempenha um papel critico no
desenvolvimento da imunidade inata e adquirida contra Leishmania. Possui acdo pleiotrépica
e parece ser um componente proeminente de um espectro diversificado de respostas
inflamatorias benéficas e deletérias. Niveis elevados de TNF-a sérico foram encontrados na
LV humana. Os efeitos benéficos do TNF-o enddgeno incluem a indugdo da ativacdo de
macrdfagos e o aprimoramento da defesa antimicrobiana do hospedeiro. Isso foi demonstrado
em vérios estudos utilizando camundongos deficientes em TNF-a e seus receptores. No
entanto 0 TNF-a liberado no soro pode ser responsavel pela manifestacdo clinica da doenca,
como demonstrado pela correlacdo direta com varios marcadores clinicos de gravidade da
doenca (11, 21, 56, 78).

Varios modelos de estudo relataram que a capacidade de camundongos para resistir a infecgcdo
estd diretamente correlacionada com a capacidade de produzir TNF-a em resposta ao desafio
do parasito in vitro. O bloqueio do TNF-o in vivo através da administracdo passiva de
anticorpos anti-TNF-o exacerba o curso da doenca, resultando em aumento constante da carga
parasitaria hepatica na leishmaniose visceral experimental. A auséncia de sinalizacdo de TNF-
a intrinseco de células T CD4+ impediu sua expansdo na medula 6ssea de camundongos
infectados e limitou seu potencial de produzir IFN-y, indicando que o TNF-o desempenha um
papel central na regulacdo do compartimento de células T da medula 6ssea durante a infec¢do
(79).

Tanto TNF-a como IL-6 regulam positivamente a expressdo de IFN-yR aumentando a
transcricdo e a estabilizacdo do receptor, favorecendo assim a resolucdo do calazar. E o
tratamento com anti-TNF-a resultou no desenvolvimento de LV como um processo de
reativacdo em pacientes em tratamento para artrite. Entretanto, quando produzido em niveis
muito altos, 0 TNF-a pode ter efeito de aumento de doenca. Um estudo genético identificou
uma ligagéo entre LV e um polimorfismo em um alelo associado a niveis sericos elevados de
TNF-o (11).
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A hipdtese de que a citocina TNF-a esta associada a intenso processo inflamatério e dano
tecidual é consistente e deve ser considerada para futuras investigagdes de terapias anti-TNF,

por exemplo, na forma grave da LV e em outras doencas inflamatorias (60).

1.4.1.6 Interleucina-3

A medula 0ssea é o principal érgdo hematopoiético acometido pela infeccdo por L. infantum
(80). A regulacdo da atividade hematopoiética € um importante processo homeostatico de
mamiferos com participag&o crucial de um grupo de fatores de crescimento e citocinas para a
proliferacdo e diferenciacdo dos precursores celulares hematopoiéticos, entre elas se encontra
a IL-3 (81).

A IL-3 é uma citocina estimuladora de coldnias hematopoiéticas multilinhagem, e tem um
papel importante na hematopoiese por estimular a proliferacdo e/ou diferenciacdo de
diferentes linhagens de precursores hematopoiéticos como granuldcitos, macrofagos,
eritrocitos e megacariocitos (lhle, 1992). Produzida por linfocitos T CD4+ e por células B
atua em progenitores hematopoiéticos multipotentes através da via Jak/STAT, levando a
sobrevida e crescimento de tais células e consequente diferenciacdo celular (82).

Sédo escassos 0s estudos focando a participacdo desse fator na génese das lesdes observadas na
medula Ossea de pacientes com LV. Apenas trabalhos realizados em modelo animais
infectados por L. major demonstram uma correlacdo entre a susceptibilidade a infeccdo e a
capacidade das células esplénicas produzirem elevados niveis de IL-3, mas o papel dessa

citocina na imunoregulacdo ainda ndo esta clara (83).

1.4.1.7 Fator estimulador de coldnias de granuldcitos e mondcitos (GM-CSF)

O fator estimulador de coldnias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) é o principal fator
responsdvel pela proliferacdo e/ou diferenciagdo de granulécitos e mondcitos, foi
originalmente descoberto como capaz de gerar colonias de granuldcitos e macrdéfagos a partir
de células precursoras na medula éssea de camundongos (84). No entanto, posteriormente, foi
demonstrado que funcbes decorrentes principalmente de sua capacidade de afetar
propriedades de células miel6ides mais maduras, como granuldcitos, macréfagos e eosinéfilos
(85).
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Na LV experimental, 0 GM-CSF mostrou promover trés efeitos potencialmente benéficos:
mobilizacdo de mondcitos sanguineos, ativacdo de macrdéfagos e melhora da granulocitopenia
(86). Estudos em modelos murinos com L. (L.) donovani mostram que a atividade
hematopoiética esta aumentada no baco e medula 6ssea devido a regulagdo desse processo por
fatores de crescimento e/ou citocinas, com um aumento na producdo de GM-CSF, dependente
de células T (81). Outros estudos demonstraram que macrofagos estromais medulares
infectados por Leishmania aumentam seletivamente a mielopoiese por uma producédo
excessiva de GM-CSF e TNF-a (87).

1.4.1.8 Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)

Os fatores de crescimento semelhantes & insulina (IGFs) sdo polipeptidios evolutivos bem
conservados com uma massa molecular aproximada de 7,5 kDa. As formas mais abundantes
sdo IGF-1 e Il. Sdo detectaveis tanto na circulacio como nos tecidos, principalmente
associados as proteinas de ligacdo ao IGF. A maioria dos tipos de células tem a capacidade de
produzir IGFs, embora o principal local de producédo seja o figado. IGF-I e Il interagem com
receptores de superficie (IGF-IR e IGF-IIR), presentes nas células da maioria dos tecidos. O
IGF-IR é o que apresenta fungdes mais definidas e importantes no processo bioldgico. Ha
evidéncias que sugerem que o IGF-l afeta a homeostasia do sistema imune por aumentar

linfopoiese, granulopoiese, proliferacdo celular e sobrevivéncia celular (65).

Trabalhos vém demonstrando a participacdo do IGF-1 em doencas infecciosas. Estudos
recentes tém demonstrado a sua diversidade de acdo e pleiotropismo em Leishmania spp. e
como atribui-se ao IGF-I papel promotor de crescimento de células hematopoiéticas, esses
niveis baixos de IGF-1 na LV ativa poderia ter um papel na pancitopenia. O fator de
crescimento semelhante a insulina I, presente na circulagdo e nos macrofagos, € um dos
fatores iniciais que interagem com promastigotas de Leishmania na pele do hospedeiro e

possivelmente com amastigotas apés internalizacdo por macrofagos (58, 63).

Os resultados tém demonstrado que o IGF-1, mas ndo o IGF-II, induz uma resposta de
crescimento de promastigotas de varias espécies de Leishmania. Foi observado in vivo um
aumento significativo no tamanho da lesdo e no nimero de parasitos vidveis na pele de

camundongos infectados com promastigotas de Leishmania amazonensis. O modo exato de



32

acdo do IGF-I induz os mecanismos operacionais para seu efeito intracelular sdo ainda
desconhecidos (61, 65, 88).

No entanto, em estudos que avaliam a participacdo do IGF-1 na leishmaniose visceral tem se
observado resultados diferentes. Em 2007, Gomes et al., por exemplo, encontrou
concentragcbes médias de IGF-I (total e livre) e proteina de ligacdo a IGF 3 reduzidas em
criancas com LV ativa (78). Em outro trabalho, no qual cées naturalmente infectados com LV
foram avaliados, também se observou niveis séricos reduzidos de IGF-I e alta expressédo
hepatica de mRNA de IGF-I, sugerindo inibi¢do pds-transcricional; mostrando a similaridade

entre leishmaniose visceral humana e canina (78).

Portanto, como relatado em estudos, o IGF-1 é importante para a progressdo da infec¢do por
Leishmania amazonensis em camundongos, mas 0s baixos niveis séricos de IGF-I na LV e

seu papel na infeccdo por Leishmania infantum pode ser distinta e requer mais estudos (88).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a relacdo entre citocinas da medula Gssea, carga parasitaria, caracteristicas clinico-

laboratoriais e gravidade da leishmaniose visceral humana.

2.2 Objetivos especificos
Identificar o perfil de resposta imune (Thl ou Th2) predominante na medula 6ssea de
individuos com LV.

Comparar a expressdo génica das citocinas medulares entre individuos com LV grave e ndo
grave.

Comparar as caracteristicas clinico-laboratoriais de individuos com LV grave e ndo grave.

Comparar a carga parasitaria da medula 6ssea entre individuos com LV grave e ndo grave.



Comparar a expressao génica de IGF-I entre individuos com LV e controle.

Correlacionar a carga parasitaria medular com a expressao génica do IGF-I
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3 PRODUTOS

3.1 Produto 01: Relacdo entre resposta imune da medula Ossea, caracteristicas clinico-

laboratoriais, carga parasitaria e a leishmaniose visceral humana grave, formatado segundo

as normas para publicacdo do periodico Parasite Immunology.

3.2 Produto 02: Avaliagdo da expressdo do fator de crescimento insulina simile 1 na medula
Ossea e sua correlacdo com a carga parasitaria e resposta imunoldgica na leishmaniose
visceral humana, formatado segundo as normas para publicacdo do periédico Transactions of

the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene.


https://www.sciencedirect.com/journal/transactions-of-the-royal-society-of-tropical-medicine-and-hygiene
https://www.sciencedirect.com/journal/transactions-of-the-royal-society-of-tropical-medicine-and-hygiene
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RESUMO

Objetivos: A leishmaniose visceral (LV) é um sério problema de saude publica. Os fatores
que determinam o desenvolvimento ou ndo da LV e sua evolucdo para a forma grave ndo
foram completamente identificados, mas uma resposta imune celular especifica parece
desempenhar um papel fundamental. Portanto, compreender imunopatogénese da LV humana
pode ser Gtil na prevencdo de um desfecho clinico grave. Métodos e Resultados: Foram
avaliados individuos com LV grave e ndo grave. Amostras de medula éssea foram utilizadas
na realizacdo das dosagens de citocinas e carga parasitaria por real time PCR. Os pacientes
com perfil grave da LV tiveram piores médias dos parametros laboratoriais periféricos
avaliados. Elevados niveis de transcritos das citocinas (IFN-y, IL-10 IL-6 e TNF-a) estavam
presentes em todos os grupos de individuos com LV, mas ndo foram estatisticamente
associadas a gravidade. Também ndo foi observada diferenga entre pacientes graves e nao
grave em relacdo a carga parasitaria medular. Conclusdo: Embora ndo tenham sido
observadas diferencas significativas nas expressdes génicas das citocinas entre os perfis de
gravidade, nossos dados demonstram que a LV estimula uma intensa resposta inflamatéria
ndo dicotomizada entre Th1/Th2 e que a medula 6ssea é um importante tecido de regulacéo
imunoldgica.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, citocinas, carga parasitaria, medula 6ssea

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca tropical negligenciada e se ndo for tratada, ¢ fatal
em mais de 95% dos casos (1). Causada pelo protozoario intracelular Leishmania donovani no
Velho Mundo e Leishmania infantum no novo mundo, incluindo o Brasil. E caracterizada por
crises irregulares de febre, hepatoesplenomegalia e anemia (2, 3). Estima-se que 200.000 a
400.000 novos casos de LV com uma incidéncia de 50.000 ébitos ocorrem a cada ano, porém
esses numeros sdao amplamente reconhecidos como sendo uma subestimativa grosseira do
onus real (2, 4). A maioria dos casos ocorre no Brasil, na Africa Oriental e no Sudeste
Asiatico. Mais de 90% dos novos casos notificados a OMS ocorreram em sete paises: Brasil,
Etiopia, india, Quénia, Somalia, Sud&o do Sul e Sudio (1, 3, 4).

Clinicamente, a LV pode se apresentar como uma infeccdo assintomatica, com poucos
sintomas (forma oligossintomatica) ou com manifestacbes exuberantes (forma classica ou
aguda). A maioria das infecgbes por Leishmania sdo assintométicas, ndo manifestam a
doenca, e isso pode ser atribuido ao desenvolvimento de respostas imunes antiparasitarias
efetivas, e apenas uma pequena proporcéo de individuos infectados € sintomatica. No entanto,

outros individuos por motivos desconhecidos progridem a forma grave da doenca (5-8).
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Estudos prévios associaram vérios fatores ao mau progndstico da doenga: idade jovem,
desnutricdo prévia, tempo de doenca antes do diagnostico, anemia grave, febre por mais de 60
dias, diarreia, ictericia, complicagdes infecciosas e hemorragias. O conhecimento precoce dos
pacientes que poderdo evoluir com gravidade € de fundamental importancia para reduzir a
letalidade por meio da instituicdo de medidas profilaticas e terapéuticas oportunas. Embora
diretrizes mais especificas para 0 manejo de pacientes com LV grave tenham sido
desenvolvidas no Brasil, a taxa de casos fatais continua elevada (9-11). Em 1994, a incidéncia
de letalidade foi de 3,4%; em 2003, a letalidade atingiu 8,5%; em 2009, a letalidade foi de
5,8%; e em 2017, 7,2% (12, 13).

Anormalidades imunoldgicas precoces durante a infeccdo podem estar envolvidas na
patogénese da doenca e evolucdo para as formas graves da LV (5, 14). Estudos indicavam
que a suscetibilidade a doenca estava associada a incapacidade de produzir um perfil de
citocinas estimulantes de macrdfagos (perfil Thl) incluindo interferon-gama (IFN-y) e
interleucinas IL-2 e IL-12, enquanto, por outro lado, havia producdo elevada de citocinas
imunossupressoras, como a IL-10 e IL-4 (perfil Th2) (6, 8, 15). No entanto, estudos atuais
indicam que durante a infeccdo da LV humana as respostas celulares tipo Th2, altamente
polarizadas, parecem nédo se desenvolver; em vez disso, h4 uma resposta celular inicial mista
Th1-Th2 (8, 14, 16).

Uma vez que niveis elevados de IL-10 se correlaciona com a LV ativa, a auséncia de resposta
imune mediada por células (CMI) anti-Leishmania efetiva pode ser devida aos efeitos
inibitdrios potentes no qual citocinas supressoras de perfil Th2 inibem a atividade de citocinas
pré-inflamatérias antiparasitarias, tornando clara uma importante caracteristica da LV
(calazar) que é a associacdo da imunossupressdo com a inflamacdo sistémica (5, 16-19).
Entdo, apesar de um sistema imunoldgico ativado, os pacientes exibem imunossupressao
antigeno-especifica de Leishmania e o0s tornam negativos para 0s testes cutaneos de
hipersensibilidade do tipo retardado (19).

Vaérios fatores influenciam na resposta imunologica do hospedeiro a leishmaniose, incluindo
cepas, genética do hospedeiro e carga parasitaria (20, 21). A observacao de que pacientes com
sintomas e sinais de doenga mais grave apresentam maior concentracdo de citocinas
inflamatorias séricas sugere que a morte por calazar envolve um processo dindmico iniciado
por imunossupressdo, levando a uma maior carga parasitiria e, subsequentemente,
desencadeando inflamacdo sistémica (17). Estudos tem sugerido que os principais fatores de
risco para a morte na LV estdo relacionados ao fato de que essa alta producdo sistémica de

citocinas pré-inflamatorias compromete muito os 6rgéos e sistemas (18).
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A permanéncia de altas taxas de letalidade da LV no Brasil pode ser explicada ndo apenas
pelas limitacdes da terapia aplicada e pelo atraso no diagndstico, mas também pela falta de
manejo adequado aos individuos com maior risco de evolucdo desfavoravel da doenca (22).

Nesse contexto, a identificacdo de fatores associados a LV grave pode ser uma ferramenta
valiosa para a prética clinica. Considerando a relevancia dos preditores de evolucéo clinica na
reducdo do numero de mortes induzidas por LV, o presente estudo teve como objetivo
investigar a relacdo entre os perfis de citocinas da medula 6ssea, caracteristicas clinico-

laboratoriais e carga parasitaria com a apresentacao da forma grave da LV.
MATERIAIS E METODOS

Desenho e Populagéo do Estudo

Um estudo transversal foi realizado entre agosto de 2015 e janeiro de 2016 no Hospital
Universitario Clemente de Faria da Universidade Estadual de Montes Claros, Estado de
Minas Gerais, que € referéncia na regido no tratamento das leishmanioses. Os pacientes
incluidos neste estudo foram divididos em trés grupos. O primeiro grupo (n=16) foi formado
por pacientes com sinais e sintomas da LV ativa, isto &, apresentavam febre,
hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia, considerado leishmaniose visceral ndo grave
(LVNG). O segundo grupo, leishmaniose visceral grave (LVG), (n=09), foi composto por
pacientes que possuiam o0s mesmos critérios clinicos do grupo anterior, além disso,
apresentavam sinais clinicos de gravidade (ictericia e/ou hemorragia). Ja o terceiro grupo,
controle (n=2), foi composto por pacientes que possuiam hepatoesplenomeglia febril, mas nédo
tiveram confirmacdo diagnostica para LV. O diagnostico da LV foi confirmado pela
observacdo direta de amastigotas em aspirado de medula dssea ou teste sorolégico
imunocromatogréfico rk 39 positivo (IT-LEISH®Bio-Rad). Todos os pacientes avaliados
nesse estudo foram tratados para LV. InformacGes relativas as caracteristicas clinicas e

laboratoriais foram coletadas dos prontuarios dos pacientes.
Coleta de Amostra
A aspiracdo da medula 6ssea foi realizada nos pacientes por razdes diagndsticas e utilizada

nas dosagens de citocinas e fator de crescimento. A coleta e analise da medula coletada

foram realizadas por profissional médico hematologista do Hospital Universitario
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Clemente de Faria da Universidade Estadual de Montes Claros, Estado de Minas Gerais. O
volume de 1 a 2 mL de medula dssea foi aspirado e as amostras foram distribuidas no
preparo do esfregaco por aposicao de laminas e dividida em dois tubos de criopreservacao,
com e sem trizol. No tubo com trizol, o volume foi armazenado na proporc¢do 1:3 de trizol
para medula dssea. Todos os tubos de criopreservacdo com e sem trizol foram
armazenados em freezers -80° C até a analise. Apos a coloragdo panéptica, as laminas

foram checadas por pelo menos 1000 células antes de serem classificadas como negativas.

Determinacéo das Citocinas da Medula Ossea por PCR em Tempo Real

As extracbes de RNAm foram realizadas utilizando o kit comercial NucleoSpin® RNA
(Macherey-Nagel). O RNAm foi transcrito em cDNA com o kit de transcricdo reversa
(Thermo Fisher Scientific) de acordo com as instrugdes do fabricante. A RT-PCR foi
preparada em um volume final de 10uL, sendo 1pL dos primers a 0,2 uM (Forward +
Reverse), S5uL de SYBR Green PCR Mastermix 1X (Thermo Fisher Scientific) e 4uL de
cDNA das amostras testadas (5ng/pL). Os iniciadores para identificagdo dos genes analisados
(IFN-y, IL-12p40, IL-10, TNF-a, IL-6, IL-10) est&o descritos na Tabela 01. As reac6es foram
realizadas no ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, EUA) e foi iniciada apos desnaturacao
do DNA a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo de 95°C por 15
segundos, seguidos de anelamento e extensdo a 60°C por 1 minuto. Para a quantificacdo
relativa dos genes especificos, foi utilizado gene enddgeno beta 2 microglobulina, como

normalizador usando o método do 244,

Determinacdo da carga parasitaria em medula dssea

A determinacdo da carga parasitaria em medula 6ssea foi realizada pela técnica de PCR tempo
real quantitativo com base em curvas padrdo. As extracbes de DNA foram realizadas
utilizando o kit comercial NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel). A qPCR foi preparada em
um volume final de 10pL, sendo 1pL dos primers a 0,2 uM (Forward + Reverse), 5uL de
SYBR Green PCR Mastermix 1X (Thermo Fisher Scientific) e 4uL de cDNA das amostras
testadas (5ng/uL). Os iniciadores para identificacdo dos genes analisados foram: (DNA de
mini-circulo (kDNA) de L. infantum: 5’>-CTTTTCTGGTCCCGCG GGTAGG-3’ (Forward);
5’-CCACCTGGCCTATTTTACACCA-3’ (Reverse). As reagdes foram realizadas no ABI
Prism 7500 (Applied Biosystems, EUA) e foi iniciada ap0s desnaturacdo do DNA a 95°C por
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10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturagdo de 95°C por 15 segundos, seguidos de

anelamento e extensdo a 60°C por 1 minuto.

Andlise Estatistica

Todos os testes e gréaficos foram realizados utilizando Graph Pad Prism, versdo 7.0 e SPSS,
versdo 18.0. O teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado. A comparagéo
entre os grupos foi realizada pelo teste de T de Student, teste de Mann-Whitney e Anova. O
teste de correlacdo de Pearson e Spearman foi usado para correlacionar dados clinicos e
laboratoriais com os niveis séricos de moléculas da resposta imune e carga parasitaria. As

diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

Declaracdo de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de
Montes Claros, nimero: 677.061/2014. O estudo estd de acordo com a Resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Salde sobre pesquisa envolvendo seres humanos.

RESULTADOS

Dados demogréficos, clinicos e laboratoriais dos individuos em estudo

Todos os pacientes do estudo tiveram exame direto da medula 6ssea positivo e apenas um
paciente apresentou o teste soroldgico rK39 negativo. Dos pacientes com dados disponiveis,
todos tiveram esplenomegalia e apenas em um nao foi constatado hepatomegalia. Exceto dois
pacientes do grupo LVG que evoluiram a 6bito, todos os outros obtiveram cura clinica apds
tratamento com antimoniato de N - metilglucamina e anfotericina lipossomal em diferentes
posologias, conforme protocolo clinico do Ministério da Salde. As caracteristicas
demograficas (género e idade), clinicas (tamanho de bago e figado) e laboratoriais de funcéo
renal e hepatica estdo demonstradas na Tabela 02. A populacdo de individuos doentes teve
média de 15,09+19,34 anos e 68,0% possuiam idade inferior a 10 anos. A idade média do
grupo LVNG foi menor, mas isso ndo foi significativamente diferente do grupo LVG (9,38 vs
25,25, respectivamente; p = 0,076). Houve um predominio do género masculino em todos 0s

grupos avaliados. O grupo LVG apresentou maior reducdo dos parametros laboratoriais
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hematologicos (hemoglobina, hematdcrito, plaquetas e leucocitos) em relacdo ao LVNG, mas
ndo houve diferenca significativa. Quando se compara esses mesmos parametros entre 0S
grupos de doentes (LVG e LVNG) em relacdo aos pacientes controle, ha uma diferenca
estatistica no parametro leucdécito (p = 0,006 e p=0,014, respectivamente). Os testes de funcao
hepatica e funcdo renal dos individuos LVG foram numericamente piores em relacdo a
LVNG, com os marcadores uréia, ALT e albumina tendo diferenca significativa (p = 0,036 e

p=0,039 e p=0,017, respectivamente).

Anélise da expressdo de citocinas e da carga parasitaria

As concentracOes de citocinas circulantes durante os processos inflamatdrios observados na
leishmaniose podem ser um determinante, ou surgir como consequéncia, da gravidade da
doenga. Maiores expressoes de IFN-y, IL-10 e IL-12p40 foram observadas nas amostras de
individuos LVNG comparados com amostras de LVG e controles; no entanto, ndo houve
diferenca estatistica entre os dois grupos de leishmaniose (Fig 1A, 1D e 1E). Os pacientes
com leishmaniose visceral apresentaram entre si médias de expressdes proximas para TNF-a e
IL-6 e superior ao controle para TNF-a, sem diferenca estatistica (Fig 1B e 1C). A
similaridade entre os grupos de leishmaniose também ocorreu quando avaliado a carga

parasitaria da medula 6ssea (Fig O1F).

Correlacdes de citocinas com achados clinicos e laboratoriais

Foram realizadas correlacbes dos pardmetros laboratoriais hematoldgicos periféricos
(hemoglobina, leucdcitos e plaquetas) com as expressdes medulares da citocinas IFN-y, IL-
10, TNF-a e IL-6 (Figura 2); esses parametros sdo comumente afetados na evolugdo para
forma grave da leishmaniose. Todos os parametros hematoldgicos se correlacionaram
negativamente com as citocinas avaliadas, no entanto, apenas o leucocito com a IL-10 teve
uma relacéo significativa (p<0,05).

Foram avaliadas também correlagdes entre os parametros clinicos (tamanho de baco e figado)
e laboratoriais ndo hematoldgicos (fungdo hepatica e renal) com as citocinas (Tabela 3). O
tamanho de bago e albumina sérica teve uma relacdo moderada e significativa com IFN-y. A
albumina também teve uma correlacdo significativa com a IL-6. Os parametros de fungéo
hepatica (AST, ALT e proteinas totais) e os de fung@o renal (creatinina e uréia) nédo

apresentaram correlacdo significativa com as citocinas avaliadas.
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Correlagdo entre as citocinas da medula 6ssea de pacientes com LV

Nos pacientes com leishmaniose visceral é observado uma intensificacdo na producdo de
citocinas. A figura 03 mostra a correlacdo das citocinas presentes no ambiente medular de
pacientes com a lesihmaniose visceral ativa. Todas as citocinas avaliadas apresentaram
correlagéo positva entre si; e foi observada uma correlacédo forte e significativa entre IFN-y e
IL-10 (rho=0,788 e p=0,00), TNF-a e IL-10 (rho=0,768 e p=0,00), IL-6 e IL-10 (rho=0,809 e
p=0,00).

DISCUSSAO

A medula 6ssea € o principal 6rgdo hematopoiético parasitado pela Leishmania, no entanto ha
poucos trabalhos que abordam a expressdo de citocinas medulares em individuos com
leishmaniose visceral e sua correlacdo com a forma grave da doenga, portanto nesse estudo o
objetivo foi avaliar a relacdo entre a resposta imune medular e a evolugdo para a forma clinica
grave da leishmaniose visceral.

A populacdo do estudo foi composta principalmente por individuos do género masculino e
criancas com idade inferior a 10 anos; semelhante ao encontrado por outros trabalhos, que
demonstraram que na LV classica ha predominio de populagdo infantil e homens (23, 24). Os
achados clinico-laboratoriais marcadores hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia e
trombocitopenia encontrados nos individuos do estudo concordam com os resultados
relatados por trabalhos prévios (12, 25).

Os sinais e sintomas apresentados por pacientes com calazar sdo consequéncia de uma
inflamacdo sistémica, caracterizada por liberacdo de grande quantidade de inUmeras citocinas
(12,17, 25-27). A acdo dessas citocinas pode ser considerada como causa de algumas
manifestacdes clinicas da LV e dano tecidual, participando, inclusive, na origem dos
sintomas, sinais e exames laboratoriais do calazar grave, como manifestacbes hemorrégicas,
edema, ictericia, infecgdes bacterianas e contagem de células sanguineas (23, 25, 28).

Apesar de ndo termos encontrado diferenca significativa na expressdo génica medular das
citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12p40) entre as formas grave e ndo grave dos
pacientes com LV, nossos resultados laboratoriais, numericamente diferentes, ainda que nem

sempre estatisticamente significativo, entre os diferentes perfis de gravidade, inferiu uma
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correlacdo entre os niveis de citocinas e origem das alteracGes; especialmente os laboratoriais
hematologicos (hemoglobina, leucécitos e plaquetas) e os bioquimicos (albumina sérica, AST
e uréia) (24, 25, 28). Nossas avaliacbes de expressdo das citocinas IFN-y, TNF-a e 1L-10
concordam com os resultados de expressao génica realizado por Karp et al., 1993 e de
dosagens séricas de citocinas do Gama et al., 2013 (12) e contrasta com as dosagens
plasmaéticas dos trabalhos Costa et al., 2013 (28) e dos Santos et al., 2016 (24).

Vaérios estudos demonstram que as formas clinicas de LV sdo influenciadas pela resposta
imune do hospedeiro. As associacdes entre concentracdes de citocinas com as apresentagdes
clinicas e gravidade do calazar fornecem conhecimentos sobre o envolvimento dessas
substancias na patogénese do calazar grave (20, 24).

Nos confirmamos niveis elevados de expressdo de RNAm das citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-6,
IL-10 e IL-12p40) na medula 6ssea de pacientes com LV ativa. Nossos resultados confirmam
relatos anteriores de que, durante a LV humana ativa, hd uma producdo abundante de varias
citocinas (19, 28, 29). Esses resultados confirmam uma dicotomia Th1/Th2 de resposta imune
menos nitida em pacientes humanos com calazar, diferentemente da LV experimental e
leishmaniose tegumentar, no qual a apresentacdo de um perfil Thl de resposta confere uma
protecdo contra a progressdo da doenga (7, 12, 15).

A medida que os parasitos se multiplicam nos macrofagos da medula 6ssea, 0s patdgenos
induzem forte ativacdo do sistema fagocitario mononuclear do paciente e niveis elevados de
citocinas sdo entdo detectados, podendo controlar a proliferacdo de parasitos durante os
estagios iniciais (12). Embora haja aumento na expressao de IFN-y, responsavel por atividade
leishmanicida de fagécitos, sua falta de atividade efetiva pode estar relacionada a presenca
simultanea de niveis elevados de 1L-10, uma vez que a IL-10 parece ser a principal citocina
que inibe a atividade de macrofagos em seres humano com leishmaniose (8, 29).

No entanto, a IL-10 protege individuos contra os efeitos colaterais de uma resposta
inflamatoria exagerada, desempenhando um papel importante na regulacdo da resposta
inflamatdria, o que se justifica pelos altos niveis dessa citocina nos pacientes ndo graves (23
,25). A secrecdo inespecifica de IFN-y tem sido associada a complicagdes em outras doengas
inflamatdrias (24).

A IL-10 pode proteger os tecidos dos danos colaterais causados pela inflamacéo excessiva,
mas nas doencas infecciosas, onde uma resposta inflamatoria € necessaria para evitar a
proliferacdo do parasito, a IL-10 pode prevenir uma resposta ideal (16 ,24). Achados recentes
associaram a presenca de IL-10 no soro, células mononucleares do sangue periférico (PBMC),

baco, figado ou linfonodos de pacientes com LV com gravidade da doenca (12, 24). N0ssos
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resultados mostram que, independentemente da gravidade da doenca LV, a IL-10 estava
expressa em niveis elevados na medula 6ssea.

Em contraste, estudos mostram que a IL-12p40 e TNF-a parecem estar ligada a protecdo na
LV e normalmente apresentam em altas concentragdes nos individuos com a doenca ativa (28,
30, 31). Em estudos experimentais, o tratamento com IL-12 reduziu significativamente a
carga parasitaria dos animais infectados (27, 28, 32). O TNF-a ¢é o principal fator envolvido
nas alteracdes sistémicas e, consequentemente, na sintomatologia observada na LV, como
febre, anorexia, perda de peso, aumento do gasto de energia e palidez cutanea e mucosa (8,
23). A IL-12, que é produzida por células do sistema fagocitario mononuclear, é importante
para a inducdo da producéo de IFN-y e interag@o entre resposta inata e adaptativa (23).

A citocina IL-6 esta aumentada na LV ativa como parte de uma resposta inata ampla e
sustentada (25, 26). Estudos tém demonstrado que a IL-6 participa na evolucdo desfavoravel
da LV, seja na promocao direta de manifestacGes patoldgicas ou na interferéncia na producao
de outras citocinas; atuam, por exemplo, inibindo a producdo de TNF-a ¢ a agdo da resposta
de perfil Th1(24, 28). Nossos resultados confirmam essa participacdo da IL-6, uma vez que a
média de expressao de dessa citocina foi maior nos pacientes LV graves.

A correlacdo bivariada entre as expressdes génicas das citocinas estudadas demonstrou forte
relagdo positiva entre IFN-y, IL-6, TNF-a e IL-10, 0 que demonstra produg@o de ambos perfis
citocinas, Thle Th2, na LV.

Apesar de estudos associarem a carga parasitaria com gravidade do calazar e morte, nds nédo
encontramos diferencas entre a carga parasitaria da medula 6ssea de individuos graves e ndo
graves (17, 25). O que presume que fatores relacionados a viruléncia dos parasitos e resposta
imune do hospedeiro estejam associadas a evolucdo desfavoravel e ndo apenas o aspecto
quantitativo de protozoérios no tecido.

Por se tratar de um material obtido por meio invasivo, os estudos com medula dssea podem
ndo apresentar uma grande amostragem e nem equidade entre os grupos avaliados, como Karp
et al., 1993. Além disso, por impedimento ético, os individuos controles ndo eram isentos de
patologia, uma vez que é proibida a coleta desse tipo de material em individuos saudaveis
exclusivamente para fins de estudos, o que caracterizou como limitac&o do estudo.

Dessa forma, conclui-se que a medula dssea ndo é apenas um tecido hematopoiético, mas um
importante local de regulacdo imunologica. Portanto, novos estudos com maiores amostragens
sdo necessarios para melhor caracterizar a relagdo entre a gravidade da LV e os niveis de
citocinas para esclarecer a imunopatogénese das manifestacbes clinicas e anormalidades

laboratoriais.
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Tabela 1 Sequéncia dos primers utilizados na quantificacdo das citocinas e fator de crescimento.

Alvos Sequéncia do Primer Fonte
5 GTTTTGGGTTCTCTTGGCTGTTA3’
IFN-y
5’ AAAAGAGTTCCATTATCCGCTACATC3’ Boeuf, P, et al., 2005 (33).
5°CATGGTGGATGCCGTTCA3’
IL-12p40
5’ ACCTCCACCTGCCGAGAAT3’ Boeuf, P, et al., 2005 (33).
5°CCCAGGCAGTCAGATCATCTTC3’
TNF-a Banda, R, et al.,2012
5 GCTTGAGGGTTTGCTACAACATG 3° (34).
5°GCT GGA GGA CTT TAA GGG TTA CCT3’
IL-10

5°CTT GAT GTC TGG GTC TTG GTT CT 3’ Boeuf, P, et al.,2005 (33).

5’CCTGAGAAAGGAGACATGTAACAAGA3’

IL-6 Joo, J.H. and Jetten, A.
5’>GGCAAGTCTCCTCATTGAATCC3’ M., 2008 (35).
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Tabela 02 Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos individuos do estudo.

Controle (n=2)

Leishmaniose
visceral grave

Leishmaniose

visceral ndo grave

(n=09) (n=16)
Género (M/F)% (100/0) (63,6/36,4) (56,3/44,7)
Média da idade (min/max) 14,25(0,75/27,75) 25,25(1,2/59,90)  9,38(0,92/59,80)
Dados Clinicos
(médiatSD)
Tamanho de Bago (cm) - 4,44+1,99 6,87+3,31
Tamanho de Figado (cm) - 4,05%3,08 5,33+2,74
Dados Laboratoriais
Hematoldgicos
(médiatSD)

Hemoglobina (g/dL) 8,20+1,97 7,22+1,85 7,76+1,38
Hematacrito (%) 25,10+3,95 22.13+5,79 24,73+3,90
Plaquetas (mm?®) 190500+75660  89888+87808 114250+90076
Leucdcitos (mm®) 8510+4426 2735+1596 3513+2151
Funcdo Hepética

(médiatSD)
AST (U/L) - 272,20+361,70 188,8+445,60
ALT (U/L) s 120,5+86,30 47,6+40,10
Proteinas Totais (g/dL) - 7,48+1,92 7.49+113
Albumina (g/dL) = 2.77+0,62 3,45+0,30
Globulina (g/dL) - 4,71+1,75 4,03+1,22
Funcéo Renal
(média+SD)
Creatinina (mg/dL) - 0,98+0,94 0,55+0,22
Uréia (mg/dL) - 35,18+20,41 21,06+6,54
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Tabela 3 Correlacdo entre citocinas da medula dssea, parametros clinicos e laboratoriais nao
hematoldgicos de pacientes com leishmaniose.

Dados clinicos e

laboratoriais IFN-y  TNF-a IL-12p40 IL-6 IL-10
Tamanho de Bago (cm) 0,143 0,248 0,039 -0,190 0,389
Tamanho de Figado (cm) 0,604 0,223 -0,041 -0,047 0,324
Funcdo Hepatica
ALT (U/L) 0,043  -0,096 -0,287 0,023 -0,047
AST (U/L) 0,329 0,313 -0,240 0,204 0,259
Proteinas Totais (g/dL) -0,331  -0,120 0,313 -0,083 0,037
Albumina (g/dL) -0,486  -0,346 0,220 0,522 -0,149
Funcéo Renal
Creatinina (mg/dL) -0,135 -0,181 -0,170 0,182 -0,209
Uréia (mg/dL) 0,114  -0,086 -0,158 0,229 0,145

Classificacdo dos valores de correlacdo: rho fraco: 0,1 a 0,3; rho moderado: 0,4 a 0,6; rho
forte: 0,7 a 1.
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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é um grave problema de saide publica. O controle ou
progressdo da infeccdo depende da resposta imune do hospedeiro e da capacidade do parasito
em escapar dessa resposta. Nesse contexto, um dos elementos que podem ter papel na
patogénese € o fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-1). Portanto, o objetivo do
estudo foi verificar a expressdo de IGF-I na medula éssea dos individuos com LV ativa e
correlaciona-la com a carga parasitaria e resposta imunologica. Foram analisadas amostras de
medula 6ssea de pacientes com LV para avaliacdo imune (IGF-I, IFN-y, IL-10, IL-6, TNF-a,
IL-3 e CSF2) e da carga parasitaria por PCR em tempo real. Nao foi encontrada diferenca na
expressdo génica de IGF-1 na medula 6ssea entre individuos com LV e controle e nem entre
individuos LV grave e ndo grave. Houve correlacdes fracas e nao significativas do IGF-1 com
IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-3 e CSF-2 e com os parametros laboratoriais hemoglobina,
leucdcito e plaquetas. Esse estudo ndo confirma o efeito indutor do IGF-I sobre parasito na
medula 6ssea de individuos com LV e demonstra, apesar de fracas, correlagdes negativas com
IFN-y, TNF-a e IL-10.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, fator de crescimento insulina simile I, medula 6ssea,
citocinas, carga parasitaria
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Introducéo

A leishmaniose visceral (LV), ou calazar, € um grave problema de salde publica com
distribuicdo mundial (1). E uma doenca sistémica causada por Leishmania infantum no
continente americano que se prolifera dentro das células do sistema mononuclear fagocitario
(2).

A interacdo do hospedeiro com o parasito comeca quando 0s protozoarios Leishmania sao
depositados na pele do hospedeiro. Nesse casso, a evolucdo da infeccdo dependerd das
respostas imunes inatas e especificas do hospedeiro e da habilidade do parasito em escapar
dessa resposta (2, 3). Além disso, anormalidades imunolégicas precoces durante a infeccédo
podem estar envolvidas na patogénese da LV (4, 6).

Os eventos que acontecem no inicio da infeccdo influenciam o curso da doenca, uma vez que
essa fase inicial é caracterizada por um processo inflamatério no qual varios mediadores e
elementos teciduais participam, incluindo fatores de crescimento e citocinas (7, 8). Varias
citocinas derivadas do hospedeiro e fatores humorais tém sido sugeridos como envolvidos na
patogénese atuando tanto no hospedeiro como 0 TGF-B e o TNF-a ou diretamente no parasito,
como no caso do CSF2, que é capaz de proteger promastigotas da morte induzida pelo calor e
consequentemente aumentar sua infecciosidade (7, 9).

A acdo desses mediadores podem ser benéficas para o hospedeiro, contribuindo para a
eliminacdo do parasito ou favorecendo a sobrevivéncia e proliferacdo da Leishmania, direta
ou indiretamente, em um ambiente hostil dentro dos macréfagos (7, 8).

Nesse contexto, um dos elementos que podem ter papel na patogénese é o fator de
crescimento semelhante a insulina | (IGF-1), uma vez que é provavel que o IGF-1 seja um dos
primeiros fatores de crescimento que as promastigotas de Leishmania encontram na pele logo
apos sua transmisséo (10-12).

O IGF-I estimula a proliferacdo e a diferenciacdo de uma ampla variedade de tipos de células.
Funcionalmente, os IGFs afetam o metabolismo celular e é um importante fator de
crescimento e diferenciacdo enddcrina na inflamacéo, ativagdo imunoldgica e cicatrizacdo de
feridas. A maioria dos tipos de células tem a capacidade de produzir IGF, embora o principal
local de producdo seja o figado e é detectavel tanto na circulagdo como nos tecidos (8, 10, 12,
13).

A importancia biolédgica do IGF-I para Leishmania foi demonstrada por estudos recentes que

mostram a sua diversificada acdo e pleiotropismo em Leishmania spp (8, 10). Nesses
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trabalhos, observou-se que o IGF-I induz uma répida resposta de crescimento em
promastigotas de Leishmania e em amastigotas livres de células in vitro (10, 12).

Estudos prévios demonstraram que o IGF-I induz, in vitro, um aumento na proliferacdo de
promastigotas e amastigotas axénicas de Leishmania (10). Além disso, também foi observado,
in vivo, um aumento significativo no tamanho da lesdo e no nimero de parasitos viaveis na
pele de camundongos infectados com promastigotas de Leishmania amazonensis pré-
incubadas com IGF-1 (2).

Na leishmaniose cutanea experimental, ele demonstrou atuar modulando as respostas imunes
inflamatorias, aumentando TGF-B e diminuindo a produgdo de IFN-y em macrdfagos (11).
Em estudo na leishmaniose mucosa, foi demonstrado que o aumento da producdo de citocinas
IFN-y ¢ TNF-a pode estar relacionado a um menor nivel de IGF-1 (11).

Uma das acdes do IGF-I sobre Leishmania e células hospedeiras € através da inducdo da
arginase, interferindo na expressdo da oxido nitrico sintase indutivel e atividade macrofagica,
contribuindo para proliferagdo parasitaria (11, 14, 15).

Como hé ainda um pequeno numero de trabalhos avaliando o papel do IGF-I na leishmaniose
visceral humana e como ele tem expressdao aumentada em macrofagos medulares, o objetivo
do estudo foi verificar a expressdo de IGF-1 na medula 6ssea dos individuos com LV ativa e

correlacioné-la com a carga parasitaria e resposta imunologica.

Materiais e métodos
Desenho e Populacéo do Estudo

Um estudo transversal foi realizado entre agosto de 2015 e janeiro de 2016 no Hospital
Universitario Clemente de Faria da Universidade Estadual de Montes Claros, Estado de
Minas Gerais, que € referéncia na regido no tratamento das leishmanioses. Foram incluidos
nesse estudo 25 pacientes com sinais e sintomas da LV ativa, isto é, apresentavam febre,
hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia. O diagnostico da LV foi confirmado pela
observacdo direta de amastigotas em aspirado de medula Ossea e/ou teste sorologico
imunocromatografico rK 39 positivo (IT-LEISH®-Bio Rad). Para comparaco, foi utilizado
um grupo controle (n=2) composto por pacientes que possuiam hepatoesplenomeglia febril,
mas ndo tiveram confirmacdo diagnéstica para LV. Todos os pacientes avaliados nesse
estudo foram tratados para LV. InformacGes relativas as caracteristicas clinicas e laboratoriais

foram coletadas dos prontuarios dos pacientes.



57

Coleta de Amostra

A coleta e anélise da medula foram realizadas por profissional médico hematologista do
Hospital Universitario Clemente de Faria da Universidade Estadual de Montes Claros. Foi
aspirado um volume de 1 a 2 mL de medula 6ssea. As amostras foram distribuidas no preparo
do esfregaco por aposicao de laminas e dividida em dois tubos de criopreservacdo, com e sem
trizol. No tubo com trizol, o volume foi armazenado na proporgéo de 02 partes de trizol para
01 parte de medula Ossea. Todos os tubos de criopreservacdo com e sem trizol foram
armazenados em freezers -80° C até a analise. Apos a coloracdo pandptica, as laminas foram

checadas por pelo menos 1000 células antes de serem classificadas como negativas.

Analise da Expressdo de RNAm de IGF-1 e Citocinas

As extracbes de RNAm foram realizadas utilizando o kit comercial NucleoSpin® RNA
(Macherey-Nagel). O RNAm foi transcrito em cDNA com o kit de transcrigdo reversa
(Thermo Fisher Scientific) de acordo com as instrucbes do fabricante. A RT-PCR foi
preparada em um volume final de 10uL, sendo 1uL dos primers 0,2uM (Forward + Reverse),
5uL de SYBR Green PCR Mastermix 1x (Thermo Fisher Scientific) e 4uL de cDNA das
amostras testadas (5ng/uL). Os iniciadores para identificagdo dos genes analisados (IGF-I,
IFN-y, 1L-12p40, IL-10, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-3 e CSF2) estdo descritos abaixo Tabela 01.
As reacOes foram realizadas no ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, EUA) e foi iniciada
apos desnaturacdo do DNA a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo de
95°C por 15 segundos, seguidos de anelamento e extensdo a 60°C por 1 minuto. Para a
quantificacdo relativa dos genes especificos, foi utilizado gene endoégeno beta 2

microglobulina, como normalizador usando o método do 24T,

Determinacdo da carga parasitaria em medula éssea

A determinacgdo da carga parasitaria em medula 6ssea foi realizada pela técnica de PCR em
tempo real quantitativo com base em curvas padrdo. As extragcdes de DNA foram realizadas
utilizando o kit comercial NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel). A g-PCR foi preparada em
um volume final de 10uL, sendo 1uL dos primers (Forward + Reverse), 5pL de SYBR Green
PCR Mastermix 1x (Thermo Fisher Scientific) e 4uL de cDNA das amostras testadas

(5ng/pL). Os iniciadores para identificacdo dos genes analisados foram: (DNA de mini-
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circulo (kDNA) de L. infantum: 5°>-CTTTTCTGGTCCCGCG GGTAGG-3’ (forward); 5’-
CCACCTGGCCTATTTTACACCA-3’ (reverse). As reacOes foram realizadas no ABI Prism
7500 (Applied Biosystems, EUA) e foi iniciada apds desnaturagdo do DNA a 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo de 95°C por 15 segundos, seguidos de

anelamento e extenséo a 60°C por 1 minuto.

Anélise Estatistica

Os testes foram realizados utilizando Graph Pad Prism, verséo 7.0 e SPSS, versdo 18.0. O
teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado. A comparacédo entre os grupos foi
realizada pelo teste T e Mann-Whitney. O teste de correlacdo de Pearson foi usado para
correlacionar a expressdo génica de IGF-1 com os dados clinico-laboratoriais, carga
parasitaria e citocinas. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas

quando p <0,05.

Resultados

A populacdo de individuos com LV do estudo foi composta por 60,0% masculina e 40,0%
feminina e tinha média de idade de 15,09 anos e todos tiveram exame direto da medula éssea
positivo. Todos os pacientes apresentaram hepatoeslenomegalia (bago com x:5,96+3,08 cm e
figado com x:4,85+2,87). Laboratorialmente, apresentaram anemia (x:7,56+1,55),
trombocitopenia (x:105480+£88225), além de reducdo nos niveis de leucdcitos (x:3233+£1971),
albumina sérica (x:3,22+0,53) e aumento de AST (x:411,58+82,31) e ALT (x:73,84+69,24).
A média da expressdo génica de IGF-I foi maior nos individuos com LV em relacdo ao
controle, mas ndo apresentou diferenca estatistica (Figura 01). Na comparacdo entre 0S
pacientes com LV classica e 0s que tiveram os sinais de gravidade ictericia e/ou sangramento
(Figura 01), também ndo foi observada diferenca estatistica. Nao houve forte correlagdo entre
a expressao medular do IGF-1 e os testes laboratoriais perifericos hematoldgicos relacionados
(hemoglobina, leucdcitos e plaquetas) (Figura 02). Enquanto as rela¢des da expressdo do IGF-
1 com hemoglobina e leucdcitos foram negativas (rho: -0,152 p=0,510 e rho: -0,263;p=0,816;
respectivamente), a relacdo com as plaquetas se mostrou positiva e com maior intensidade
(rho: 0,350;p=0,120).

A figura 03 mostra a correlagdo de IGF-1 com a carga parasitéria e citocinas presentes no

ambiente medular de pacientes com a lesihmaniose visceral ativa, uma vez que € conhecido a
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importante funcdo imunoldgica da medula d6ssea na LV, além de ser importante local de
abrigo e proliferacdo do parasito. Ndo houve correlagdes fortes e nem significativas entre a
expressao de IGF-1 com a caraga parasitaria e citocinas avaliadas (Figura 02); no entanto é de
destacar a relacdo praticamente nula entre IGF-1 e carga parasitaria (rho=0,076 e p=0,816) e
uma relacdo negativa entre o IGF-1 e IFN-y (rho: -0,226;p=0,339), TNF-a (rho: -
0,108;p=0,640) e IL-10 (rho: -0,162;p=0,508).

Discussao

O controle ou progressao da infeccdo por Leishmania depende da resposta imune especifica e
ndo especifica do hospedeiro e da capacidade do parasito de escapar dessa resposta (2, 16).
Esta fase inicial é caracterizada por um processo inflamatério no qual varios mediadores e
elementos teciduais participam, incluindo fatores de crescimento e citocinas (8). O IGF-I,
presente na circulacdo e abundante nos macrdéfagos é um dos fatores iniciais que interagem
com promastigotas de Leishmania (2) Estudos, in vitro, prévios demonstraram que o IGF-I
induziu proliferacdo de Leishmania (10) e promoveu, in vivo, aumento nas lesdes de pele em
experimentos com camundongos infectados por Leishmania amazonensis (12, 17).

Nossos resultados ndo mostraram diferencga entre a anélise da expressdo génica de IGF-1 da
medula 6ssea entre 0s pacientes com LV ativa e controle e nem entre 0s grupos de pacientes
que apresentavam ou ndo algum sinal de gravidade. Esses dados contrastam com a avaliacdo
da expressdo génica de IGF-1 em figado de cachorros com leishmaniose visceral observado
por Pinho et al., 2013 (2). No entanto, nesse mesmo estudo, os autores também ndo
encontraram diferenca na expressdo de IGF-1 no baco, ganglios linfaticos, orelha e regido
ungueal em relacdo ao grupo controle (2). Outros estudos, que avaliaram concentracdes
séricas de IGF-I, verificaram reducdo nos niveis do fator de crescimento tanto na
leishmaniose visceral humana quanto na canina (2, 8).

A LV se caracteriza por ser uma doenca inflamatoria com intensa producgédo de citocinas,
substancias necessarias para proteger o hospedeiro contra Leishmania, mas também podendo
causar danos (11, 18).

Trabalhos demonstraram que em processo inflamatorio as concentragdes de IGF-I1 em animais
experimentais e humanos séo reduzidas (19, 20). Essa reducédo pode ser resultado do efeito de
mediadores inflamatorios IL-6, IL-1, TNF-a e especialmente IFN-y, que inibem a biossintese
do IGF-I no figado e em outros tecidos (2, 11,20). Semelhantemente ao anteriormente

descrito, nossos resultados demonstraram uma correlacdo negativa entre a expressao de IGF-I
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com a IFN-y e TNF-a, mas, contrariamente, por razOes desconhecidas, mostrou uma
correlagéo positiva com a IL-6.

Estudos, in vitro, mostraram que o IGF-1 favorece o crescimento de parasitos através de um
aumento na expressdo e atividade da enzima arginase dos proprios parasitos e dos
macrofagos, produzindo, assim, uma reducdo na producdo de o0xido nitrico, substancia danosa
ao protozoario e aumento de poliaminas, que promovem o crescimento de Leishmania
intracelular (14, 17, 21). A inducdo da expressdo de arginase € classicamente um processo
dirigido por citocina de perfil Th2, IL-4 e IL-10 (14, 21). O nosso estudo mostrou uma fraca e
negativa correlacdo entre a expressdo génica dos indutores da arginase IL-10 e IGF-I,
mostrando que a inducdo da expressdo de arginase por IL-10 pode ndo passar por estimulos a
fatores de crescimento, ou mesmo, o processo de inducdo de arginase e aumento de IL-10
pode ndo ser processos interdependentes como observado por Osorio et al., 2014 (21).

Além disso, também avaliamos a correlacdo da expressao génica de IGF-1 e carga parasitéria
da medula déssea e ndo observamos relacdo significativa, semelhante ao encontrado por Pinho
et al., 2013 (2). Sabendo que macrdfagos de medula Gssea expressam abundantes transcritos
de IGF-1 e que o CSF2 possui acdo protetora sobre a Leishmania (22), verificamos também a
correlacdo do fator de crescimento com as citocinas hematopoiéticas, CSF2 e IL-3; onde
foram observadas fracas relagdes.

Apesar de resultados de correlagdes superiores, comparados a relagéo entre IGF-1 e citocinas
hematopoiéticas, a concordancia entre IGF-1 e pardmetros laboratoriais periféricos
(hemoglobina, leucocito e plaquetas) também se mostraram fracas, assim as alteracdes
observadas nesses marcadores podem ser consequéncia da agdo de outros marcadores

imunopatol6gicos da LV.

Concluséao

Ao contrario dos estudos prévios de leishmaniose cutanea, ndo se pode concluir, através desse
trabalho, que o IGF-1 possua efeito indutor de crescimento sobre parasitos na medula éssea de
individuos com leishmaniose visceral humana. No entanto, a constatacdo da relevancia da
interacdo do IGF-1 com carga parasitaria e com marcadores imunologicos na leishmaniose

visceral humana dependera de um nimero maior de estudos.
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Tabela 1 — Sequéncia dos primers utilizados na quantificacdo das citocinas e fator de crescimento.

Alvos Sequéncia do Primer Fonte
5’ GTTITGGGTTCTCTTGGCTGTTA3’
IFN-
! 5’ AAAAGAGTTCCATTATCCGCTACATC3’ Seirsiel, 2000 (22
5’CCCAGGCAGTCAGATCATCTTC3’
TNF-a
5’GTACAACATCGTTTGGGAGTTCG3’ Emckl el 202 ()
5’GCT GGA GGA CTT TAA GGG TTA CCT3’
IL-10
5°CTT GAT GTC TGG GTC TTG GTT GT 3’ Boeuf et al., 2005 (22).
5’ CCTGAGAAAGGAGACATGTAACAAGA3’
IL-6 Joo and Jetten, 2008
5’GGCAAGTCTCCTCATTGAATCC3’ (24).
5'GCTCTTCAGTTCGTGTGTGGA3’
IGF-I Cao et al., 2016 (25).
5'GCCTCCTTAGATCACAGCTCC3’
5’GGACTTCAACAACCTCAATGGG3’
IL-3 Baxter et al., 2012 (26).
5 TTGAATGCCTCCAGGTTTGG3’
5’CACTGCTGCTGAGATGAATGAAA3’
CSF-2 Valera et al., 2009 (27).

5’GTCTGTAGGCAGGTCGGCTC3’
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4 CONCLUSOES

e O estudo demonstrou que a leishmaniose visceral € uma doenca inflamatdria caracterizada
por intensa expresdo de citocinas e a medula dssea é um importante tecido de regulacao

imunoldgica.

e A expressdo génica das citocinas na medula éssea dos pacientes com leishmaniose visceral
ativa foi caracterizada por ndo ser dicotomizada entre o perfil Thl e Th2, isto é, os

pacientes com calazar ndo possuem déficit da resposta Thl, mas coexpressao Thl e Th2.

e Embora os pardmetros laboratoriais periféricos tenham tido pior desempenho nos
individuos graves, ndo houve diferenca significativa dos individuos com LV que nao

manifestaram sinais de gravidade.

e N&o houve diferenca na expressdo génica medular das citocinas e do IGF-1 entre os
individuos LV grave e ndo grave, e nem na expressao de IGF-I dos individuos com LV em

relacdo ao controle.

e A carga parasitaria da medula 6ssea ndo se mostrou associada a gravidade da LV e nem a

expressao medular de IGF-I.

e A correlagdo forte e significativa entre a expressdo de IFN-y e IL-10 demostra que a IL-10
pode atuar imunomodulando a resposta induzida por IFN-y nos individuos com LV ativa;

prejudicando a resposta celular, mas evitando uma resposta inflamatéria exacerbada.
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Apresentagao do Projeto:

A Leishmaniose € uma enfermidade provocada por mais de 20 espécies do género Leishmania e &
transmitida aos seres humanos por 30 diferentes espécies de flebotomineos. No Brasil, o principal vetor é o
Lutzomyia longipalpis. Esta zoonose & endémica em 98 paises sendo que,890% dos casos novos estdo
concentrados na India, Nepal, Sudao,Bangladesh. Etiopia e Brasil. O Brasil detém 90% dos casos humanos
de Leishmaniose das Américas.

Objetivo da Pesquisa:

Correlacionar os achados clinico - laboratoriais e as caracteristicas imuno - morfolégicas do micro ambiente

da medula éssea em portadores de Leishmaniose Visceral.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos e desconfortos: O procedimento da coleta de medula dssea pode ocasionar dor local suportavel e de
curta duracio, extravasamento sanguineo e excepcionalmente hematoma, que as vezes pode ser evitado
comprimindo o local da punc¢do por alguns minutos. Em pacientes com doencgas debilitantes raramente pode
ocorrer infeccbes locais e generalizadas, e na literatura sio citados rarissimos casos de hemorragias
internas.

Beneficios:

A compreensao dos fatores que podem predispor alguns individuos a desenvolverem a LV e dos
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fatores que podem controlar a infecgc@o & de extrema importancia para o controle da doenca e de sua

letalidade e para o desenvolvimento de imunoprofilaxia.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante acerca de zoonose endémica no Brasil. O estudo podera contribuir para o maior
conhecimento de correlag@o entre os achados clinicos, laboratoriais e caracteristicas imunomorfologicas da

medula 6ssea de pessoas com Leishmaniose Visceral.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Adequados.

Recomendacgoées:

Apresentacio de relatério final por meio da plataforma Brasil, em "enviar notificagdo”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O projeto respeita os preceitos éticos da pesquisa em seres humanos, sendo assim somos favoraveis a

aprovacdo do mesmo.
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