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RESUMO

A Leishmaniose Cutanea (LC) é causada por diferentes espécies de
protozoarios Leishmania, apresenta importante impacto na saude publica, com
significante morbidade e também letalidade dos casos mais graves da doenca.
Diferentes estudos clinicos e experimentais tém relatado o envolvimento de
citocinas inflamatdrias no desenvolvimento da LC. Aspectos da patogenicidade
da LC tém sido relacionados a caracteristicas imunogenéticas do hospedeiro
como determinantes para o resultado da doenga. Neste estudo investigamos se
polimorfismos genéticos em IL1B, IL1RN e IFNG estdao associados com a
suscetibilidade ou a protegdo a LC. A genotipagem dos SNPs foi realizada
através do sequenciamento nucleotidico e pela PCR-RFLP em 881 pacientes
com LC e 837 individuos controles. As concentracbes de citocinas foram
também avaliadas entre pacientes e individuos controles através do Luminex.
Os niveis das citocinas IL-1B, IL-6, CXCL-8, MCP-1 e IFN-y foram
significativamente superiores em pacientes com LC (p < 0,0001), enquanto
elevados niveis de IL-1Ra foram observados em controles. Polimorfismos
genéticos de IL1B e IFNG estdo associados com o desenvolvimento da LC e
com os niveis de citocinas. O gendtipo rs16944 C/C IL1B esta relacionado a
baixos niveis de IL-1Ra e associado com a suscetibilidade a LC (OR=1.5
[95%CI 1.1-2.0]; p=0.004). Microssatélite e diferentes SNPs do gene IFNG
foram associados com a resisténcia e a suscetibilidade a LC, como rs2069705
T e rs2430561 T estdo associados ao risco a LC (OR=1.5 [95%CI 1.2-2.0];
p=0.0004 / OR=1.4 [95%CI 1.2-1.6]; p=0.0002). Alelos de IFNG associados ao
risco a LC estdo combinados em haplétipo (H1), este associado com a
suscetibilidade a LC (OR=1.7 [95%CI 1.2-2.2]; p=5x10") e relacionado aos
baixos niveis de IFN-y. Polimorfismos genéticos em IL1B e IFNG s&o
determinantes para o resultado da LC causada por Leishmania guyanensis,
portanto variagdes genéticas estdo relacionadas com a producéo de citocinas,
como IL-1B, IL-1Ra e IFN-y.

Palavras-chave: Leishmaniose cutdnea; IFNG; IL1B; Citocinas; Marcador de
Resisténcia.
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Abstract

Cutaneous Leishmaniasis caused by Leishmania species, present an important
health problem, as significant morbidity and also lethality of the most severe
cases of the disease. Different clinical studies and experimental have related
the involvement from inflammatory cytokines in the development of CL.
Feactures of CL pathogenicity to be associated with as host immunogenetics
components to determine for the outcome of the disease. We investigated
whether single nucleotide polymorphisms in IL1B, IL1RN and IFNG may be
associated with elevated or decreased risk in the development of the CL.
Nucleotide sequencing and PCR-RFLP were performed in 881 patients with CL
and 837 controls. Circulating plasma cytokines were also assayed between CL
patients and control subjects. The cytokine levels of IL-1p, IL-6, IL-8, MCP-1
and IFN-y were significantly higher in patients compared to controls (p <
0.0001), levels elevated of IL-1ra were observed among the controls. IL1B and
IFNG polymorphisms are associated with CL and cytokine levels. The IL1B
rs16944 C/C genotype is related with lower levels of IL-1ra and associated with
susceptibility to CL (OR=1.5 [95%CI 1.1-2.0]; p=0.004). Different SNPs and
microsatellite of the IFNG gene were associated with protection and
susceptibility to CL, those rs2069705 T and rs2430561 T were associated for
the risk to CL (OR=1.5 [95%CI 1.2-2.0]; p=0.0004 / OR=1.4 [95%CI 1.2-1.6];
p=0.0002). IFNG alleles related with risk to CL are combined into haplotype
(H1), this associated with susceptibility to CL (OR=1.7 [95%CI 1.2-2.2]; p=5x10
®) and related with lower levels of IFN-y. Although, SNPs present in /L7B and
IFNG may mark to the development of CL caused by Leishamania guyanensis,
genetic variants are associated with the production of the IL-13, IL-1Ra e IFN-y.

Palavras-chave: Cutaneous Leishmaniasis; IFNG; IL1B; Cytokine; Genetic
marker.
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Carta de Apresentagao

Este estudo foi proposto a partir de objetivos contemplados pelo projeto
“Polimorfismos genéticos dos genes envolvidos na resposta imune e na
cicatrizagcado das lesbes em pacientes com leishmaniose cutanea”, coordenado
pelo Prof. Dr. Rajendranath Ramasawmy, com o consentimento do CEP da
FMT-HVD sob parecer do CAAE: 09995212.0.0000.0005. Projeto financiado

pelas instituicbes Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnologico (CNPq) e Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado do
Amazonas (FAPEAM).

A Tese é estruturada em trés capitulos. No primeiro capitulo é abordada
uma revisdo bibliografica quanto a resposta imunoldgica a Leishmaniose
Cuténea, com base aos diferentes estudos clinicos e experimentais, neste
foram também relatados os aspectos imunogenéticos do hospedeiro envolvidos
na resposta imune frente ao protozoario Leishmania, assim como elementos
envolvidos na patogénese da LC. Nos capitulos seguintes foram apresentados
os resultados dos estudos genéticos de associagado. Os resultados encontram-
se publicados e, por motivos autorais ndo estdo disponiveis no decorrer da

Tese.

Capitulo 2: “A polymorphism in the IL1B gene (rs16944 T/C) is
associated with cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania guyanensis
and plasma cytokine interleukin receptor antagonist’, publicado na revista
Cytokine, Vol. 123, 154788. Qualis A2, Fator de Impacto: 3.45.

Capitulo 3: “A single haplotype of IFNG correlating with low circulating
levels of interferon-v is associated with susceptibility to Cutaneous
Leishmaniasis caused by Leishmania guyanensis”, aceito para publicagdo na

revista Clinical Infectious Deseases. Qualis A1, Fator de Impacto: 9.055.

11



CAPITULO |
REVISAO DA LITERATURA NA FORMA DE ARTIGO CIENTIFICO

Resposta imunolégica a Leishmaniose Cutanea: fatores relacionados ao

equilibrio e seu papel no resultado da doencga

George Allan Villarouco da Silva’, Rajendranath Ramasawmy'*?

1: Programa de Pos-Graduagdo em Imunologia Basica e Aplicada-PPGIBA, Universidade
Federal do Amazonas, Manaus, Brazil.

2: Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, Manaus, Amazonas, Brazil.

3: Faculdade de Medicina, Universidade Nilton Lins, Manaus, Amazonas, Brazil.

Resumo

A Leishmaniose consiste em uma doenca infecciosa re-emergente causada por
protozoarios do género Leishmania, e tem se expandido em diferentes paises
nas Uultimas décadas. O desenvolvimento da resposta imunologica do
hospedeiro é determinante para eliminacao do parasito, a evolugcdo da doenca
tem sido relacionada ao desequilibrio das respostas imunes e producédo de
citocinas inflamatdrias. Diferencas quanto a intensidade das respostas
imunologicas sédo observadas entre as formas clinicas da Leishmaniose
Tegumentar (LT). A resposta mediada por linfécitos Th1 esta associada a
resisténcia a infecgdo causada por Leishmania, entretanto elevados niveis de
citocinas, como IL-1B e IFN-y é correlacionado as formas graves da LT. A
Leishmaniose Cutanea (LC) € a forma mais prevalente da LT, é caracterizada
pelo desenvolvimento de lesdes de pele ulceradas e diferencas quanto ao perfil
imunoldgio sado observadas em relagéo as lesdes iniciais da doenga. Diferentes
estudos, como estudos experimentais ressaltam a importancia do equilibrio das
respostas efetoras, sendo relatado o importante papel de citocinas e moléculas
regulatérias em promover resisténcia a infeccdo aguda. Nesta revisao,
relatamos mecanismos imunolégicos e moleculares envolvidos na resposta
imune frente ao protozoario Leishmania, assim como elementos envolvidos na
patogénese da LC.

Palavras-Chave: Leishmania; Resisténcia; Inflamagéo aguda; IFN-y.
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1. Introducgao

A Leishmaniose esta entre as principais doencas parasitarias, causada por
protozoarios do género Leishmania. Estes foram inicialmente descritos na
primeira década do século XX pelos médicos William Leishman e Charles
Donovan, e assim homenageados com o nome da doenga Leishmania-
Donovani (Jogas, 2017). A Leishmaniose é considerada uma doenca
negligenciada endémica em mais de 80 paises. A estimativa de novos casos
anualmente é de 0,7-1 milhdo com 20-30 mil mortes, com numero de obitos
relacionados as formas mais graves da doenga, como Leishmaniose Mucosa e

Leishmaniose Visceral (https://www.who.int/news-room/fact-

sheets/detail/leishmaniasis).

Aproximadamente 94% das infecgbes ocorrem em sete paises: Brasil,
Etidpia, India, Quénia, Somalia, Sudao e Sudao do Sul, com estimativa de V4 da
populagdo mundial vivem em areas de risco para Leishmaniose (WHO, 2018).
Em paises das Américas tem sido relatado aumento de 6% de casos
detectados no ano de 2016 quando comparado ao ano anterior. O Brasil
encontra-se entre os paises em destaque com maior nimero de registros
(12.690), com aumento de O&bitos causados pela Leishmaniose Visceral e
proporcional aumento de Leishmaniose Cutanea em criancas menores de 10
anos (WHO, 2018).

A transmissdo da doencga ocorre através da picada de flebotomineos
infectados pelo protozoario e atualmente mais de 20 espécies de Leishmania
sado conhecidas por infectar humanos. A doenca apresenta-se em trés formas
principais, diferenciam-se quanto a distribuicdo geografica da espécie do
parasito e de vetores (Jones et al., 1987; Sampaio et al., 1997). A forma mais
prevalente entre os paises € a Leishmaniose Cutanea com mais de 70% dos
casos de Leishmaniose (Alvar et al., 2012) sendo amplamente distribuida em

diferentes continentes (Alvar et al., 2012; Pigott et al., 2014).

O amplo espectro clinico das Leishmanioses esta associado as espécies

de Leishmania envolvidas na infeccdo, distribuicdo de vetores, resposta
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imunoldgica e aspectos genéticos do hospedeiro (Blackwell et al., 2009;
Ameen, 2010; Pigott et al., 2014; Kevric et al., 2015; DaMata et al., 2015; Scott
e Novais, 2016). Os insetos transmissores das Leishmanioses do Velho Mundo
(Asia, Africa e Europa) e Novo Mundo (América) sdo identificados como
Phlebotomus e Lutzomyia, respectivamente (Pigott et al., 2014; Kevric et al.,
2015). No Brasil, as espécies de vetores Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia
cruzi sao responsaveis pela transmissao de L. (L.) infantum, espécie causadora
da forma Visceral. A forma Tegumentar € causada por diferentes espécies,
entre elas: uma do subgénero Leishmania, L. (L.) amazonensis e espécies do
subgénero Viannia, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L.
(V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi (Grimaldi e Tesh, 1993). Aspectos
imunoldgicos e genéticos do hospedeiro humano relacionados ao resultado da

doenca serdo discutidos a seguir.

Atual conhecimento evidencia uma melhor compreensao da resposta
imunoldgica do hospedeiro humano em infecgdes que causam Leishmaniose
Visceral em comparagao a Leishmaniose Tegumentar (Gollob et al., 2014).
Possivelmente devido a importadncia da infeccdo estritamente associada a
letalidade dos casos, algo que as autoridades buscam reduzir em anos atuais,
como realizado em Bangladesh (WHO). A Leishmaniose Tegumentar também
apresenta impacto na saude publica, a forma predominante no continente
americano, com consideravel morbidade e também letalidade dos casos mais
graves da doencga. A identificagcdo de moléculas de superficie do parasito tem
sido apontada como importante alvo para desenvolvimento de vacina,
entretanto, até o momento, ndo ha vacina para a Leishmaniose (Mendonga et
al., 2015). Diferentes estudos imunolégicos tém relatado importantes
marcadores moleculares relacionados com o resultado da doencga, e seu
envolvimento com a resisténcia natural a infecgdo. Este estudo visa relatar
avancgos quanto a compreensao dos aspectos imunolégicos da Leishmaniose

Tegumentar, com destaque para a LC, ocorridos nos ultimos anos.
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2. Metodologia

O levantamento bibliografico foi realizado em bancos de dados, Medline
(via pubmed), Scientific Eletronic Library Online (SciELO), World Health
Organization (WHO) e Ministério da Saude. O periodo da pesquisa foi realizado
de Outubro de 2014 a Julho de 2019. A busca de artigos cientificos incluidos
neste estudo foi realizada com as seguintes palavras-chave: “Immune response
Leishmania’,  “Immunopathogenesis  Leishmaniasis”,  “Clinical ~ forms
Leishmaniasis®, “Cutaneous Leishmaniasis inflammation”, “Leishmania
guyanensis cytokines”, “Cutaneous Leishmaniasis Lesion’, “Macrophage
Leishmania’, “Lymphocyte Th Leishmaniasis”, “Regulatory response
Leishmaniasis”, “Mouse Leishmania resistance”, “Mouse knockout Leishmania”,
‘miRNA immune response infectious diseases”, “Genetic polymorphism
Leishmania”. Artigos originais na lingua portuguesa e inglesa foram avaliados e
selecionados contendo tema relacionado a busca. Os artigos selecionados
consistiam de estudos de revisdo bibliografica, estudos clinicos e/ou
experimental, estudo genético e/ou funcional de associagdo caso-controle;
informacbes extraidas foram de acordo com o tipo de estudo e resultados

obtidos pela pesquisa.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Manifestagoes clinicas das Leishmanioses

As manifestagbes clinicas da Leishmaniose apresentam duas formas
principais: a Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT), que
diferem quanto a espécie do parasita causador da doenga no ser humano
(Sampaio et al., 1997; BRASIL, 2007).

A Leishmaniose Visceral esta relacionada aos casos letais da doenga,
causando manifestagdes clinicas mais graves com acometimento de 6rgaos
como figado e baco, muitos dos casos evoluem a ébito (Gontijo e Carvalho,
2003).

15



A Leishmaniose Tegumentar apresenta um amplo espectro clinico e sua
classificacdo € decorrente do numero de lesbGes cutaneas e outras regides
afetadas, como as mucosas. A necessidade de classificar corretamente cada
forma clinica possibilita a aplicacao de tratamento adequado ao paciente. A LT
é classificada em: Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL), a Cutanea Difusa
(LCD), Disseminada (LD) e a forma Mucocutanea (LM) (BRASIL, 2007). A
forma cutanea pode apresentar desde lesao unica a multiplas lesdes cutaneas.
A forma difusa e disseminada apresenta inUmeras lesdes pelo corpo e
alteracbes da resposta imunoldgica do paciente. A mucocutanea pode ainda
apresentar lesdes cutaneas e acometimento de regides da mucosa (Marzochi e
Marzochi, 1994).

A Leishmaniose Cutanea Localizada se caracteriza por lesdes de pele
mais superficiais, variando de 1 a 6 lesdes de pele ulcerada. O local da lesao
consiste no ponto de inoculacdo do parasita. Essa forma clinica esta mais
associada as infecgdes pela L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis (Goto e
Lindoso, 2010; Gontijo e Carvalho, 2003).

A Leishmaniose Cutanea Difusa é caracterizada por apresentar multiplas
lesdes de pele, lesdes do tipo nodular ou papula distribuidas por todo o corpo
como na face e pelo tronco. Os individuos acometidos apresentam parasitemia
elevada e dificuldades em responder ao tratamento (Goto e Lindoso, 2010;
Moraes e Silveira, 1994). Estas apresentagdes clinicas sdo associadas a
infeccbes causadas por L. (V.) braziliensis e L. (L) amazonensis (BRASIL,
2007; Ministério da Saude, 2007).

A Leishmaniose Disseminada destaca-se como forma intermediaria em
relacdo a forma LCD, com lesbes crénicas em forma de placa e evoluem com
multiplas lesbes nodulares nao ulceradas. Os pacientes que apresentam essa
forma da doenca apresentam resposta imune celular parcialmente inibida ou
anérgica. As manifestagcdes clinicas estdo principalmente associadas a
infeccbes por L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis (Silveira et al., 2004;
Silveira et al., 2008%; Silveira et al., 2008b).

A Leishmaniose Mucosa apresenta a forma clinica mais agressiva da

doencga, consistindo em lesdes infiltradas e ulceradas com evolugao para
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destruicdo de tecidos mucosos. As regides da cavidade nasal, faringe e laringe
sdo as mais acometidas (Velozo et al., 2006; Goto et al., 2010). Estas
manifestacdes clinicas sdo menos frequentes, com aproximadamente de 3-5%
dos casos das LT e esta comumente associada a infecgbes pela L. (V.)

braziliensis (Llanos-Cuentas et al., 1984; Velozo et al., 2006).
3.2 Protozoario Leishmania e interagao parasito-hospedeiro

A Leishmaniose causada pelo protozoario Leishmania pertence a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (Simpson, 1987). O género
Leishmania é constituido por mais de 20 espécies classificadas em dois
subgéneros: Leishmania e Viannia, parasita adaptado a infectar hospedeiros
animais, animais silvestres e seres humanos. O ciclo bioldégico da Leishmania
envolve hospedeiros vertebrados e invertebrados, entre estes diferem as

formas evolutivas do protozoario (Killick-Kendrick, 1999).

O protozoario Leishmania pode ter evoluido a partir de ancestral comum
adaptado e com relagdo de endossimbiose ao seu hospedeiro, no entanto
aqueles da ordem Kinetoplastida foram definidos como parasitas obrigatorios.
Estima-se que as diferentes espécies de Leishmania evoluiram a partir de uma
infeccdo de hospedeiro imunocomprometido, adaptaram-se com importante
aspecto de manipular as células do hospedeiro e resistir aos mecanismos de
eliminacdo das células fagociticas (Lukes et al., 2014). Apresenta importantes
moléculas de superficie e constantemente sdo secretadas pelo parasita
Leishmania, lipofosfoglicano (LPG), glicoproteina gp63, glicosilinositol
fosfolipidio (GIPL) e peptidases cisteina, com evidéncias de envolvimento
destas moléculas na sobrevivéncia do parasito e na regulacédo das acdes das

células do sistema imune como de macréfagos (Olivier et al., 2005).

O Leishmania apresenta diferentes moléculas de superficies, essenciais
para interacido e manipulacdo das células do hospedeiro, sdo abundantes em
promastigotas e estdo envolvidas nos processos de interagdo com receptores
presentes nas células do hospedeiro (Naderer et al., 2004; Naderer et al., 2008;
Assis et al., 2012). A presenga dessas moléculas na superficie de amastigotas
auxilia na sobrevivéncia nos fagossomos de macréfagos, atuam no transporte

de nutrientes essenciais como vitaminas e aminoacidos além de proporcionar
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resisténcia aos componentes microbicidas dos macrofagos (Sacks e Kamhawi,
2001; Naderer et al., 2004; Guimardes-Costa et al., 2009; Naderer e
Mcconville, 2011). A secregao de fosfatase pelo parasita esta relacionada a
regulacdo das atividades celulares através da desfosforilagdo de proteinas
quinase MAP-1 e MAP-2 e que afetam a ativacdo de enzimas celulares
(Nandan et al., 1999).

As formas apresentadas pelo parasita destacam a eficiéncia em
sobreviver e resistir as agées imunolégicas do hospedeiro. A forma amastigota
demonstra atuar sobre as células do sistema fagocitico mononuclear. Quando
nao eliminado, consegue manipular especialmente células apresentadoras de
antigenos, reduzindo a sua atividade na estimulagdo de uma resposta imune

adequada para eliminagao do parasita (Soong, 2008).

As infeccdes causadas por parasitas Leishmania necessitam de agdes
das células dendriticas e de linfécitos. Estas células regulam as agdes inatas e
adaptativas do sistema imune, uma vez que a falta de atividade destas células

€ determinante para a evolucéo da doenca.

O perfil de linfocitos apresentados na resposta imune adaptativa do
hospedeiro reflete nos aspectos de resisténcia a infecgdo, assim como a
patogenicidade das lesbes cutdneas. As formas graves da Leishmaniose,
visceral e difusa, sdo caracterizadas pela auséncia da produgao de citocinas do
tipo Th1 (Gollob et al., 2014). A diferenciacdo das respostas em Th1 e Th2 é
dependente da apresentagdo de antigenos pelas células dendriticas apos
contato com o Leishmania. Em lesdes cuténeas ativas, ha predominancia de
linfécitos T-CD4" com produgéo de citocinas de diferentes perfis de respostas,
tipo Th1 e Th2 (Coutinho et al., 1996). Elevadas concentragbes de citocinas
como Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Interferon gama (IFN-y) estdo
associadas com a protecado a infeccado em lesdes ativas de pacientes com a
forma cutanea (Castellano et al., 2009). Em resumo, a resposta imunoldgica
frente ao Leishmania constituida por linfocitos T-CD4" e T-CD8" favorece a

eliminagao do parasita (Coutinho et al., 1996).
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A resposta imunologica a infeccdo por Leishmania também é
determinante para desenvolvimento de lesdes cutdneas. Em comparacdo a
relatos anteriores, atualmente a Leishmaniose Cutdnea é mais compreendida
pela falta do equilibrio das agdes das respostas Th1 e Th2 (Castellano et al.,
2009). Niveis elevados de linfocitos T-CD4" e T-CD8" estdo também
associados com a gravidade da Leishmaniose Cutanea (Santos e Brodskyn,
2014). A resposta imunoldgica eficaz para eliminacdo do parasita e auséncia
de lesbes, como em individuos assintomaticos, é compreendida pelo
envolvimento de elementos regulatérios das respostas imunoldgicas, com
citocinas IL-10, TGF-f e IL-1Ra, favorecendo um equilibrio das acdes e

regulagao da resposta inflamatoria (Bittar et al., 2007).

Deste modo, o componente imunolégico do hospedeiro é determinante
para o resultado da doenca e suas manifestagdes clinicas. Curiosamente, o
equilibrio da resposta imunologica favorece a eliminagdo do parasita,
entretanto, auséncia de elementos que regulam a resposta inflamatéria deve
resultar no desenvolvimento de lesbes ulceradas -caracteristicas da

Leishmaniose Tegumentar.

3.3 Imunopatogénese da Leishmaniose Tegumentar

A apresentacédo de diferentes formas clinicas das Leishmanioses esta
relacionada as infecgbes causadas por diferentes espécies de Leishmania e a
resposta imune apresentada pelo hospedeiro humano. Estudos em modelos
experimentais nos ultimos anos tém demonstrado diferengas na Leishmaniose
entre espécies distintas de Leishmania (DaMata et al., 2015; Scoot e Novais,
2016). A LC tem sido relacionada a maior patogenicidade da doenca em
infeccbes causadas por L. amazonensis em comparagdo a L. guyanensis
(DaMata et al., 2015). As diferencas na patogénese estdo relacionadas a
expressao de moléculas imunomodulatérias, como descrita em infecgdes por L.
amazonensis (Cortez et al., 2011). Os aspectos imunogenéticos dos
hospedeiros podem ser determinantes para o resultado da doenca (Bourreau et
al., 2007; Silveira et al., 2008%, Ameen, 2010).

As moléculas de superficie presentes no parasito desencadeiam

diferentes reacbes sobre o hospedeiro humano. As glicoproteinas e o
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lipofosfoglicano sao responsaveis por inativar a agao litica das proteinas do
sistema complemento, e conseguinte as promastigotas metaciclicas utilizam os
receptores de complemento presentes nos fagocitos como uma das formas de
entrada e internalizacdo na célula (Russel e Talamas-Rohama, 1989; Puentes
et al., 1990). As amastigotas apresentam resisténcia a acdo de enzimas
lisossomais e aos componentes microbicidas naturais dos macréfagos (Figura
1C) (Murray, 1982; EI-On et al., 1980; Sacks e Kamhawi, 2001; Naderer et al.,
2004; Naderer et al., 2011). Assim, o protozoario Leishmania consegue resistir

e evadir da resposta imunoldgica do hospedeiro humano.

As células fagociticas, mondcitos, macrofagos e neutrdfilos sao
importantes alvos para o reconhecimento e infeccdo pelo Leishmania (Figura
1B-C). As sucessivas infec¢des pelo parasita resultam na apresentagao das
manifestacdes clinicas com desenvolvimento de lesao ulcerada (Gollob et al.,
2014). O paciente sintomatico ndo apresenta resisténcia ao parasita com
posterior evolugdo para o desenvolvimento de lesdo em forma de ulcera com

bordas bem delimitadas e granulagbes grosseiras (Figura 1A).

Algumas formas clinicas apresentadas na LT, como em pacientes com a
Leishmaniose Difusa, nao apresentam resisténcia a Leishmania, pois
apresentam imunidade mediada por células reduzida e geralmente s&o
negativos ao teste intradérmico de Montenegro. Enquanto os pacientes com
Leishmaniose Mucosa apresentam intensa imunidade mediada por células,

porém, a resposta € ineficaz na eliminagao do parasita (Scott e Novais, 2016).

A LC é caracterizada pela apresentacao de lesdes iniciais em forma de
papula ou pequeno nddulo, e de acordo com a resposta imune do hospedeiro
desenvolvida, esta pode evoluir para a cura da doenga ou para o
desenvolvimento de lesdes ativas ulceradas (Figura 1A). As lesdes iniciais e
tardias sao caracterizadas por apresentar diferentes aspectos imunolégicos
(Figura 1C) (Faria et al., 2009; Gollob et al., 2014); como em lesdes iniciais de
pacientes infectados por L. braziliensis, que apresentam infiltrado de
polimorfonucleares (PMN), neutréfilos e eosindfilos em comparagao a lesées
ulceradas (Faria et al., 2009). Enquanto em lesbes tardias ulceradas s&o

notaveis aumento de células como macréfagos, linfécitos T CD4+ e T CD8+
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(Figura 1C) (Faria et al.,, 2009; Saldanha et al., 2017); destacando a
superatividade dos linfocitos T-citotoxicos nestas lesbes (Faria et al., 2009).
Portanto, a progressao da doencga para lesdes ulceradas esta associada ao
perfil de células presentes no infiltrado inflamatério durante as respostas

imunoldgicas iniciais que falham em eliminar o parasita.

A evolugdo para lesdes ulceradas de Leishmanioses causadas por L.
braziliensis nao estdo associadas a carga parasitaria, e sim a participagéo de
macrofagos M1 (Figura 1C). Segundo Saldanha e colaboradores (2017), a
elevada quantidade de amastigotas tem sido identificada em lesdes iniciais
papulares em comparagdo as lesdes tardias (Figura 1C). Neste estudo, as
lesdes tardias foram definidas com tempo de doenga superior a 30 dias
(Saldanha et al., 2017). Em diferentes lesbes foram observadas correlagdes
positivas entre o numero de amastigotas e presengca de macréfagos CD68+

(macréfagos M1).

As infeccbes causadas por espécies distintas de Leishmania foram
associadas as diferentes formas de morte celular dos macréfagos. Infecgoes
causadas por L. amazonensis estimulam a apoptose de macréfagos infectados,
enquanto as infecgbes por L. guyanensis causam a morte celular através da

necrose das células fagociticas (DaMata et al., 2015).

O desenvolvimento de lesbes de pele causada pela infecgdo por L.
braziliensis estd associado ao reconhecimento inicial da Leishmania e a
producao de citocinas IL-18 (Figura 1B). As células mieloides, mondcitos,
macrofagos e neutréfilos apresentam significativos niveis de pro-IL-18 em
comparagéo aos camundongos com linfocitos T CD8" inativos. Os diferentes
experimentos demonstram a combinacdo existente entre os elevados niveis de
IL-1B apenas na presenca de linfocitos T CD8" ativos. Entretanto, a reducéo do
tamanho da lesdo somente foi observada na presenca de anticorpos para o
receptor de IL-1 (anti-IL1R) ou para a citocina (anti-IL1). Deste modo, a agao
combinada de linfocitos T-citotoxicos e elevada produgao de IL-1 influenciam
diretamente para resposta inflamatéria exacerbada (Figura 1C), que sé&o

responsaveis pelo desenvolvimento de lesdes ulceradas (Novais et al., 2017).
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O desenvolvimento e falta de equilibrio das respostas imunes adaptativa
tém sido associadas com a Leishmaniose, resultando em elevada resposta
inflamatdria e dano tecidual. A ativagao excessiva de determinadas populagdes
de células T que regulam as respostas Th1 pode ser determinante para a
evolugcdo da doenca (Gollob, 2014) como ativacdo da resposta Th17
(Gonzales-Lombana et al, 2013). Em lesbes ulceradas de pacientes infectados
por L. braziliensis foram identificadas a presenga de células com elevada
expresséo de IFN-y e IL-10 em comparagéo as lesdes iniciais (Faria et al.,
2009). Embora as citocinas TNF-a e IFN-y sejam associadas com a resolugéo
da doencga através da eliminagdo do parasita, os niveis elevados de IFN-y tem
sido relacionados com a patogénese de lesdes tardias em pacientes infectados
por Leishmania (Figura 1C). Elevada produgdo de IFN-y também tem sido
associada ao desenvolvimento das formas mais graves da Leishmaniose (Bittar
et al., 2007; Faria et al., 2009; Dutra et al., 2011), assim como, linfécitos T
CD4" e T CD8" em resposta a antigenos Leishmania apresentam significativa
producao de IFN-y (Bottrel et al., 2001).

Niveis elevados de IL-4, IL-10 e IL-13 e baixa produgéao de IFN-y foram
observados em amostras de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) e biopsias de lesbes de pacientes infectados por L. guyanensis
(Bourreau et al., 2001; Bourreau et al., 2007). Embora estimulados com IL-12,
PBMC de individuos infectados por L. guyanensis apresentaram niveis
similares de IFN-y em comparagédo ao encontrado nas lesdes (Bourreau et al.,
2001?). Portanto, pacientes infectados por L. guyanensis sdo caracterizados
por apresentar regulagdo negativa das acbes da resposta Th1, resposta

protetora contra o parasita.

A citocina IL-17 produzida pela resposta Th17 também atua na
regulagdo dos niveis de IFN-y em infe¢cdes por Leishmania. O papel da
resposta mediada por linfocitos Th17 na Leishmaniose tem sido evidenciado
recentemente (Gongalves-Albuquerque et al., 2017). A citocina IL-17 atua no
recrutamento especialmente de neutrdéfilos para o local da infecgéo (Tesmer et
al., 2008). Diferentes estudos destacam o envolvimento da citocina IL-17 com a
patogénese de lesbes, em infecgcbes causadas por L. major, L. braziliensis, L.

amazonensis e L. guyanensis (Figura 1C) (Gonzales-Lombana et al, 2013;
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Oliveira et al., 2014; Gongalves-Albuquerque et al., 2017). A citocina IL-17
contribui para resposta inflamatéria e dano tecidual na Leishmaniose Cutanea e
Mucosa (Gonzales-Lombana et al, 2013; Oliveira et al., 2014), assim como atua

na regulacéo da citocina IFN-y.
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Figura 1: Esquema representativo da Imunopatogénese da Leishmaniose Cuténea. (A) Lesado ulcerada
caracteristica de Leishamaiose Cutanea causada por Leishmania guyanensis. (B) Reconhecimento da
forma promastigota metaciclica pelos macrofagos residentes e produgao de citocinas pro-inflamatoérias. (C)
Resposta inflamatéria em lesdes iniciais e tardias com o desenvolvimento de lesdo ulcerada. Em leséo
inicial é caracterizada pelo aumento no numero de amastigotas em macrofagos infectados com producgéo de
citocinas IL-13 e de neutrdfilos no local da infecgao. Em lesdes ulceradas encontram-se poucos macréfagos
infectados por amastigotas, porém aumento da produgéo de citocinas IL-1B e IL-17 que contribuem para a
patologia; a ativagédo de linfocitos T-CD8 combinado com IL-1B e participacdo de resposta Th17 tém sido
relatadas em estudos anteriores.

3.4 Resposta imunolégica a Leishmania

As respostas imunolégicas frente ao protozoario da Leishmania tém
inicio apo6s inoculagao das formas promastigotas metaciclicas durante atividade
hematofagica do vetor ao hospedeiro humano (Figura 2A) (Mosser et al., 1985).
Como a Leishmania é um parasita intracelular obrigatério, a imunidade

mediada por células é importante para a eliminagao deste patégeno.
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Inicialmente, os macréfagos sao infectados pela promastigota
metaciclica, e estes sdo responsaveis pela eliminacdo dos parasitas
fagocitados. Os individuos assintomaticos séo capazes de limitar a evolugao da
infeccdo através do controle da replicagdo das amastigotas no interior de
macrofagos (Gollob et al., 2014). As células T e NK sao estimuladas a produzir
IFN-y através da citocina IL-12 (Figura 2B) e ativam a producédo dos
componentes microbicidas dos macrofagos da via classica relacionada a
protecdo e resisténcia a infecgdo por Leishmania (Figura 2F) (Novais et al.,
2009; Sousa-Franco et al., 2006; Saldanha et al., 2017; Glennie et al., 2017).

3.4.1 Resposta imune inata a Leishmania

A imunidade inata a Leishmania € mediada através das células
fagociticas, mondcitos, macréfagos, neutréfilos e células dendriticas (Figura
2A) (Scoot e Novais, 2016). O inicio das respostas imunolégicas &
caracterizado pela chegada de células fagociticas e de proteinas do sistema
complemento (Figura 2C), mecanismos envolvidos como primeira linha de

defesa contra os micro-organismos (Mosser et al., 1985).

A proteina lectina ligadora de manose (MBL) atua na ativagdo do
sistema complemento, esta resulta na lise e aumento de fagocitose do
Leishmania. A alta expressdo das proteinas MBL tem sido sugerida estar
associada com a protecao a infecgdo causada por L. guyanensis (Araujo et al.,
2015%). Portanto, individuos que apresentam baixa expressao de MBL s&o mais

suscetiveis ao desenvolvimento da LC.

As células dendriticas (DC) destacam-se entre as células fagociticas
infectadas pela Leishmania apés a inoculagao do parasita (Figura 2A). As DC
s&o cruciais para o direcionamento das respostas imunoldgicas (Figura 2E),
além de suas interagcbes com a Leishmania serem determinantes para a
evolugdo da doenga (Liu e Uzonna, 2012). As DC quando infectadas pelas
diferentes formas do parasita, apresentam diferentes niveis de expressao da
citocina IL-12p40. A infeccdo pela forma promastigota resulta em maior
expressao mMRNA [L-12p40 em comparacdo a infeccdo causada pela

amastigota (Soong, 2008).
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Estudos realizados com camundongos C57BL/6 identificaram
populagdes distintas de DC, que apresentam diferentes formas de responder a
infeccdo causada por Leishmania (Henri et al., 2002). No tecido cutaneo sao
identificadas populagbes de células dendriticas: as células de langerhans e
dois tipos de células dendriticas migratérias convencionais (Soong, 2008; Liu e
Uzonna, 2012). As diferentes espécies de Leishmania sao capazes de suprimir
a ativagao das DC, afetando a imunidade mediada pelas células T (Bottrel et
al., 2001; Feij6 et al., 2016). Assim como, as células de langerhans tém sido
relacionadas com a regulacao das respostas efetoras ao estimular a resposta T
regulatoria em infec¢des causadas por L. major. Portanto, a imunidade efetora
€ iniciada por células dendriticas convencionais capazes de produzir IL-12p40
e IFN-y (Figura 2E) (Henri et al., 2002; Kautz-Neu et al., 2011).

As respostas inflamatérias com neutrofilos e macréfagos sao
relacionadas com a protecao e cura da lesdo, acompanhada pela reducao da
parasitemia em infecgdes causadas por L. major, L. braziliensis, L.
amazonensis e L. chagasi (Figura 2D) (Novais et al.,, 2009). Estudo
experimental realizado com camundongos C57BL/6 relata rapida resposta
inflamatdria nas primeiras horas apds a inoculacdo do parasito, ocorrendo
inflamacao rica de neutréfilos e macrofagos (Figura 2C) (Ribeiro-Gomes et al.,
2012). As quimiocinas MCP-1 e CXCL-8 atuam no recrutamento destas células

fagociticas para o local da infecgao (Goncalves et al., 2011).

Diferentes estudos realizados tém apresentado definicbes contraditérias
quanto ao papel dos neutréfilos durante as respostas iniciais ao parasita. Entre
as diferentes formas de morte celular dos neutréfilos, a NETosis € a morte que
resulta na formacado de armadilhas extracelulares (NETs) e liberagdo de
enzimas como elastases e colagenases (Guimaraes-Costa et al., 2009). O
envolvimento destas armadilhas com a resisténcia a infeccbes por L.
amazonensis tem sido relatada, apresentando efeito leishmanicida (Guimaraes-
Costa et al., 2009). Contudo, resultados contraditérios foram observados na
infeccdo causada por L. braziliensis. A formagao de NETs esta associada a
suscetibilidade a infeccédo por L. braziliensis e evolugdo da doenga, com
aumento da parasitemia (Figura 1C) (Morgado et al., 2015). Estes resultados

contraditérios podem ser devido a diferencas existentes quanto a expressao de

25



moléculas LPG apresentadas pelo parasita, uma vez que o lipofosfoglicano

induz a formacao de NETs durante a infecgdo (Guimaraes-Costa et al., 2009).

As células fagociticas, como as dentriticas e macréfagos sao inativadas
apos ingerir neutrofilos infectados por Leishmania (Ribeiro-Gomes et al., 2012).
Deste modo, os neutréfilos podem atuar como “Cavalo de Tréia” em infeccdes
causadas por Leishmania, contribuindo para evolucdo da Leishmaniose e
aumento da parasitemia (Laskay et al., 2003). A deteccdo de células
apoptdéticas pelos macrofagos resulta na ativagdo e polarizagdo para
macrofago da via alternativa (macrofago M2), célula destinada para reparo
tecidual e regulagdo da inflamacao (Bohlson et al., 2014). Porém, o papel
destas armadilhas em infecgdes causadas por L. guyanensis ainda nao esta

totalmente compreendido.

Estudo experimental com camundongos C57BL/6 destaca a importancia
dos receptores do tipo Toll (TLR) e de moléculas adaptadoras para TLRs no
reconhecimento inicial de L. guyanensis. Camundongos knockout para proteina
adaptadora MyD88 ou para TLR-9 falham em induzir respostas inflamatorias
apos infecgao por L. guyanensis e consequentemente apresentam progressao
da doenca com desenvolvimento da resposta Th2 e aumento da parasitemia
(Glennie et al., 2017). MyD88 associa-se a diferentes receptores TLRs atuando
na amplificacdo da transducéao de sinal celular. A agao da proteina Myd88 pode
estar relacionada a maior produ¢do de IFN-y por estimular a produgéao de IL-
12p40 nas infecgbes por Leishmania (Naik et al., 2012; Glennie et al., 2017), o
IFN-y estimula a produgéo de reativos de oxigénio e de 6xido nitrico, essencial
para eliminacdo da infecgdo causada por L. guyanensis (Figura 2F) (Sousa-
Franco et al., 2006).
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Figura 2: Esquema representativo da Resposta Imunolégica a Leishmania. (A) Células envolvidas na
resposta inicial a infecgdo causada por Leishmania. (B) Ativagao inicial de macréfagos e produgdo de
citocinas IL-12 e IFN-y por células NK e linfocitos inatos T-a/p. (C) Resposta inflamatéria inicial com
neutréfilos, macréfagos e proteinas do complemento. (D) A resposta inflamatéria com neutréfilos e
macrofagos relacionada a redugéo da parasitemia. (E) Migragdo de células dendriticas para o linfonodo
regional e ativagao da resposta imune adaptativa, T-citotéxico (CD8), T-auxiliar Th1 e ativagao de linfocitos
T-regulatdrio. (F) Resposta imune adaptativa na ativagdo de macréfagos M1 acompanhada de resposta T-
regulatéria. (G) Resposta imune adaptativa essencial para eliminagdo da Leishmania, equilibrio nos niveis
de citocinas IFN-y e IL-10 s&o determinantes para eliminacdo do parasito.

As células linfoides inatas (ILCs) incluem diferentes subgrupos de
linfécitos, que sao originados na medula 6ssea e pertencem a imunidade inata.
Estes linfécitos apresentam receptores com diversidade limitada e estdo
localizados estrategicamente em regides anatdbmicas para responder no
momento inicial da infeccdo (Abbas et al., 2015). Entre estes linfécitos estdo os
linfécitos T duplo-negativos, negativos para CD4 e CD8, que sao
caracterizados por expressar receptor gama (y) e delta (8) ou receptor alfa (a) e
beta (B). Entre individuos saudaveis e pacientes com Leishmaniose Cutanea

sao observadas diferengas quanto a distribuicdo dos linfécitos duplo-negativos,
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com baixa frequéncia de linfécitos T duplo-negativo associada ao

desenvolvimento de lesbes mais graves (Antonelli et al., 2006).

Os linfécitos T o/f s&o constantemente encontrados como células
circulantes no sangue periférico de pacientes com Leishmaniose Cuténea
(Antonelli et al., 2006), enquanto em individuos controles 75% dos linfocitos
duplo-negativos séo linfocitos T v/6. Os linfocitos T o/p estdo associados ao
perfil de citocinas pro-inflamatdrias, enquanto os linfocitos T y6 com perfil de
citocinas regulatorias (Antonelli et al., 2006). A distribuicdo de linfécitos T
duplo-negativos é determinante para o equilibrio da produgcdo de citocinas em
infeccbes por Leishmania (Bottrel et al., 2001; Antonelli et al., 2006), em
destaque aqueles que produzem IFN-y (Figura 2B) (Antonelli et al., 2006). Em
pacientes com Leishmaniose Cutanea, infectados por L. braziliensis, os
linfécitos T duplo-negativos consistem a segunda populagdo de células mais
frequentes e produtoras da citocina de IFN-y (Bottrel et al., 2001). Portanto,
estas células apresentam importante papel nas respostas imunes frente ao

parasito.

3.4.1.1 Polarizagao de macréfagos em infecgdes por Leishmania

Em infecgbes causadas por Leishmania, o subgrupo de macrofagos
envolvido na infeccido é determinante para o resultado e evolugcao da
Leishmaniose. O envolvimento e ativagdo de macréfagos em infecgbes por
Leishmania € crucial para resisténcia e/ou desenvolvimento de lesbes e

patogenicidade (Tomiotto-Pellissier et al., 2018).

O desequilibrio da polarizagcado de macréfagos para Macrofagos M1
(classico) e de Macrofagos M2 (alternativo) tem sido relatado em diferentes
infeccbes por Leishmania spp., espécies relacionadas as formas Cutanea e
Visceral. A polarizagdo para Macrofagos M2 é observada na Leishmaniose
Visceral e esta associado a gravidade da doenca devido auséncia de efeitos
microbicidas apresentados neste fendtipo (Chan et al., 2012), destacando a
importancia dos macrofagos M1 no controle da infecgdo. Por outro lado, em
infecgdes cutaneas, que sao caracterizadas por uma resposta inflamatéria
exacerbada, apresentam polarizagdo para macrofagos M1 (Figura 2C), a

resposta imunolégica é caracterizada pelos altos niveis de citocinas pré-
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inflamatdrias como IL-13 e TNF-a, determinante para o desenvolvimento de

lesdes ulceradas.

Estudo experimental com camundongos C57BL/6 e BALB/c evidencia
envolvimento de macrofagos classico e da via alternativa em infecgdes por
Leishmania na Leishmaniose Cutdnea. Camundongos submetidos a infec¢des
por L. amazonensis e L. guyanensis e, acompanhados por 10 semanas
apresentam diferengas quanto a evolugao da doenga entre diferentes espécies
(DaMata et al., 2015). As diferencas quanto ao desenvolvimento de lesbes
destacam o envolvimento de Macrofagos M1 (classico) e de Macrofagos M2
(alternativo) em lesbes de infecgbes por L. guyanensis e L. amazonensis,
respectivamente. Macréfagos M1 sdo essenciais para eliminagao do parasita
Leishmania (Naderer et al., 2004; Naderer et al., 2011).

Macrofagos com fenétipos M1 e M2 diferem quanto a apresentacéo de
marcadores moleculares e produgdo de citocinas, apresentando efeitos proé-
inflamatoério e anti-inflamatério, respectivamente (Tomiotto-Pellissier et al.,
2018). Macréfagos M1 sao responsaveis pelo recrutamento de neutrdfilos,
monadcitos, células NK e linfécitos, enquanto macréfagos M2 recrutam linfocitos

B e T do tipo Th2, mondcitos e eosindfilos.

A polarizagdo de macréfagos em locais de lesdes pode ser influenciada
por sinais quimicos presente no microambiente e por produtos quimicos
liberados pela saliva do vetor (Tomiotto-Pellissier et al., 2018). O perfil de
linfocitos inatos difere entre pacientes com Leishmaniose e individuos
saudaveis, como descrito anteriormente (Antonelli et al., 2006), sugere a
presenca de linfécitos inatos pro-inflamatérios que podem influenciar na
polarizacdo de macrofagos M1. Entretanto, produtos presentes na saliva do
vetor atuam como imunomoduladores, reduzindo a producgao de citocinas pré-
inflamatoérias e componentes microbicidas, com isso havendo redugdo de
macréfagos M1 e, aumento de macrofagos M2 e citocinas do tipo Th2 no curso

da infecgcao (Tomiotto-Pellissier et al., 2018).
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3.4.3 Resposta Imune adaptativa a Leishmania é determinante para o

resultado da Leishmaniose

A ativagdo inicial das respostas imunologicas € essencial para o
progresso da doenga, uma vez que o protozoario utiliza as células fagociticas
para realizar sua replicacdo. A resposta imune mediada por células é a
principal resposta efetora dos linfocitos TCD4" Th1 que atuam contra parasitas

intracelulares obrigatérios (Figura 2F) (Abbas et al., 2015).

O desenvolvimento inicial da resposta imune adaptativa € determinante
para a cura ou para evolugdo da Leishmaniose (Scoot, 2016). A reacao
inflamatdria € acompanhada simultaneamente pela acao de células dendriticas,
que migram para os linfonodos e apresentam antigenos aos linfocitos T, em
conjunto com sinais coestimulatérios e as citocinas produzidas que estimulam a
diferenciacdo dos linfécitos T (Xu et al.,, 2004). Estudos demonstraram o
importante papel das células dendriticas do tecido cutdaneo na ativagcédo de
linfocitos T através da apresentagdo de antigenos da Leishmania (Blank et al.,
1993; Moll, 1993; Akuffo et al., 1993).

As células dendriticas apresentam os antigenos aos linfécitos T através
das moléculas de MHC classe | e de classe Il, e também moléculas CD1 que
atuam na apresentagcdo de lipideos. Apds a apresentagdo de antigenos, as
células dendriticas estimulam através da citocina IL-12 a ativagao dos linfocitos
Th1 (Figura 2E), responsaveis por mediar a resposta imune relacionada a
resisténcia a Leishmania. A IFN-y produzida por linfocitos Th1 estimula os
macrofagos a produzirem seus componentes microbicidas e eliminar o parasita
fagocitado (Figura 2F) (Henri et al., 2002; Kautz-Neu et al., 2011; Scoot e
Novais, 2016).

Diferentes modelos experimentais destacam a importancia das
respostas imunes adaptativas no controle da infeccdo causada por Leishmania.
As diferentes espécies de camundongo sao caracterizadas por apresentarem
determinados perfis imunoldgicos, como Th1 e Th2 em camundongos C57BL/6
e BALB/c respectivamente, conferindo total protecdo ou suscetibilidade a

infeccao por Leishmania (DaMata et al., 2015).
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Em pacientes com leishmaniose cutanea (LC), existe uma correlagao
positiva entre o numero de mondcitos do sangue periférico produzindo TNF e
IL-10 com a forma mais branda da Leishmaniose. Diferencas nas intensidades
das respostas imunes celular sdo observadas entre diferentes infecgdes, como
uma superior produgao de IFN-y e TNF-a em infec¢des por L. (V.) braziliensis,
enquanto em pacientes com L. (V.) guyanensis sao caracterizadas por
apresentar uma resposta imune celular menos intensa relacionada a um maior
numero de parasitas (Figura 1C) (Convit et al., 1993; Matta et al., 2009).

A resposta imune adaptativa Th1 estd associada a eliminacao da
Leishmania, porém é evidente a importancia da regulacdo desta resposta
imunoldgica. A resposta Th1 quando exacerbada também esta relacionada ao
desenvolvimento da Leishmaniose. A ativagdo da resposta Th1 e de linfécitos T
regulatérios é considerada como resposta imune ideal contra a Leishmania
(Figura 2E-F). A imunidade adaptativa eficaz frente a Leishmania tem inicio
com a ativagao dos linfécitos Th1 responsaveis pela produgcao de citocinas
inflamatdrias como TNF-a e IFN-y, acompanhada pelo desenvolvimento de
linfécitos T regulatérios que atuam na regulacdo da resposta inflamatoria
através da citocina IL-10 (Gollob et al., 2014).

O papel da resposta T regulatéria na Leishmaniose Cutanea tem sido
demonstrado através da produgado da citocina IL-10 (Figura 1C) (Bittar et al.,
2007; Dutra et al., 2011). A citocina IL-10 proporciona um equilibrio da resposta
imunoldgica, assim como atuando na regulagdo da resposta Th17, resposta
esta que tem sido relacionado em regular os niveis de IFN-y em pacientes
infectados que apresentam resposta inflamatdéria exacerbada (Oliveira et al.,
2014). Curiosamente, as concentragdes das citocinas IFN-y e TNF-o ndo séo
afetadas pela producgéo de IL-10 (Antonelli et al., 2004, Bittar et al., 2007).

A citocina IFN-y é crucial para ativagdo da resposta imune e eliminagéo
de micro-organismos intracelulares (Figura 2F). Individuos assintomaticos para
Leishmaniose ou que evoluiram para a cura sdo caracterizados por
apresentarem equilibrio das citocinas IFN-y e IL-10 (Figura 2G). Aqueles que
evoluiram para a forma mais grave, como forma mucosa, apresentam niveis
elevados de IFN-y e niveis reduzidos de IL-10 (Bittar et al., 2007). A falta de
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equilibrio entre as citocinas IFN-y e IL-10 pode ser determinante para o
desenvolvimento da Leishmaniose (Figura 1C) (Antonelli et al., 2004; Bittar et
al., 2007; Gomes-Silva et al., 2007). Portanto, a resposta imune adaptativa Th1
acompanhada pela resposta T regulatéria se tornam essenciais para promover

a protec&o contra parasito ou cura natural a infecgdo (Figura 2F).

3.5 Influéncia das caracteristicas genéticas do hospedeiro na

Leishmaniose

Aproximadamente 80-90% dos individuos sao naturalmente resistentes a
infeccdo por Leishmania. Esses sdo positivos para teste intradérmico, nao
apresentam histérico de Leishmaniose ou sdo assintomaticos para a doenca
(Follador et al., 2002%; Follador et al., 2002°: Blackwell et al., 2009). Os
individuos assintomaticos sao caracterizados por apresentar forte resposta
imune celular quando expostos a antigenos Leishmania, enquanto individuos
sintomaticos sao positivos para detecgao de anticorpos anti-Leishmania (Salhi
et al., 2008; Blackwell et al., 2009). Assim, fatores genéticos do hospedeiro
podem evidenciar motivos reais que justifiquem os individuos com a mesma
exposicao a infeccdo diferirem quanto a suscetibilidade ou resisténcia a

Leishmaniose (Blackwell et al., 2009).

A evolugao para determinadas manifestagdes clinicas da Leishmaniose
esta intimamente associada a falta de equilibrio da resposta imune do
hospedeiro. As diferencas quanto perfil genético apresentadas em diferentes
individuos podem influenciar no equilibrio das respostas, uma vez que a
infeccdo, por uma mesma espécie de Leishmania, pode resultar na
apresentagao de diferentes desfechos patoldgicos, que estdo relacionados a
intensidade das respostas imunolégicas (Bittar et al., 2007; Silveira et al.,
2008% Ameen, 2010; Dutra et al., 2011; Gollob et al., 2014; Scoot e Novais,
2016).

Em estudo prospectivo foi identificado, em individuos infectados por
Leishmania, apresentam um mesmo perfil inflamatério mesmo apds o
tratamento da doenca. Ao avaliar aqueles que evoluiram para a forma mais
grave da doenca foram observados niveis elevados de citocinas inflamatodrias e

baixa produgdo de citocinas anti-inflamatérias em comparagdo a individuos
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assintomaticos ou aqueles que evoluiram para a cura da doenca (Bittar et al.,
2007).

Fatores genéticos associados com a suscetibilidade da Leishmaniose
Visceral foram observados em estudo de ligagdo genbmica ampla (GWLS),
com familias de origem do Sudzo, Brasil e india. Genes relacionados &
polarizagcado das respostas imune adaptativa Th1 e Th2 foram associados como
fator de risco para Leishmaniose, assim como determinadas variagbes
genéticas foram relacionadas com a resisténcia a infecgao (Blackwell et al.,
2009). Este destaca a importancia da realizacdo de estudos genéticos em
infecgdes como a Leishmaniose e, assim permitir nova compreensao sobre a
influéncia do perfil genético sobre a resposta imunolégica do hospedeiro. Deste
modo, variagdes em genes de citocinas ou receptores moleculares podem

influenciar na polarizagao da resposta imune adaptativa.

Diferentes estudos realizados para mais de 40 genes envolvidos na
resposta imune do hospedeiro e localizados nos cromossomos 1, 3, 5, 6 e 10,
descrevem associagdo de variacbes geneticas com o desenvolvimento da
Leishmaniose (Blackwell et al., 2009; Oliveira et al., 2015; Weirather et al.,
2017). As variagdes genéticas que foram associadas a doencga, consistiram de
SNPs presentes em genes responsaveis pela regulacdo da resposta
imunolégica do hospedeiro ou de moléculas que regulam a producido de
citocinas efetoras de linfécitos Th1. Deste modo, estudos genéticos em genes
da resposta imune podem fornecer novas compreensdes quanto ao
desequilibrio das respostas imunoldgicas observada entre pacientes com

Leishmaniose.

Diversos estudos realizados descrevem variagdes presentes em genes
da resposta imune sendo associada a suscetibilidade ou a protecido a
Leishmaniose (Cabrera et al., 1995; Castelluci et al., 2006; Ajdray et al., 2011;
Ramasawmy et al., 2010; Oliveira et al., 2015; Weirather et al., 2017).
Determinados polimorfismos genéticos identificados como funcionais, que
podem afetar a ligacao de fatores de transcricdo que regulam a expressao do
gene, como demonstrado para o gene de IL10 e TNFA (Hudson, 2003; Bayley
et al., 2004; Salhi et al., 2008).
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Polimorfismos presente no gene MBL2 e TOLLIP tém sido associados
com a suscetibilidade para Leishmaniose Cutanea causada por L. guyanensis
(Araujo et al., 20152; Araujo et al., 2015°). Polimorfismos genéticos presentes
na regido promotora do gene L6 e CCL2/MCP1 esta associado ao
desenvolvimento da forma mucosa. Variagao genética confere duas vezes mais
chance de risco para desenvolvimento da forma mais grave da doenca
(Castelluci et al., 2006; Ramasawmy et al., 2010). Mutacbes genéticas
presentes em regiao codificadora do gene TLR4 tem sido responsaveis por
aumentar o risco para infeccdo causada por L. major, assim como com a

gravidade da doenga (Ajdary et al., 2011).

As caracteristicas genéticas do hospedeiro podem atuar como um fator
determinante na promog¢ao da resisténcia a infec¢ao ou ao desenvolvimento e
evolucdo da doenca, associado a Leishmaniose per se, assim como a evolugao
e apresentacao das formas clinicas mais graves da doenga (Castelluci et al.,
2006; Dutra et al., 2011; Ramasawmy et al., 2010; Weirather et al., 2017).

3.6 miRNA e regulacao da resposta imunolégica

Os micro-RNAs (miRNA) sdo pequenos RNA nucleares endégenos, de
regidbes do genoma que nao codificam informag¢des para a tradugdo de
proteinas (Bartel, 2004; Asirvatham et al., 2009), originados apds processos de
splicing dos pré-mRNA. Os miRNA s&o sequéncias curtas de RNA de
aproximadamente 22 nucleotideos e estdo envolvidos em processos de
regulacdo da expressao do RNA mensageiro e tradugao da proteina (Bartel,
2004; Asirvatham et al., 2009). O envolvimento de miRNA na regulagcéo de
genes envolvidos no desenvolvimento e diferenciagao celular, sendo sugestivo
a progressao de células cancerigenas (Chen et al., 2004), assim como
relacionado a regulacdo de diferentes genes da resposta imunoldgica
(Baltimore et al., 2008; Zhang e LI, 2013). Diferentes estudos relatam um unico
miRNA pode regular multiplos genes afetando desenvolvimento da resposta
imune (Chen et al., 2004; Thai et al., 2007; Rodriguez et al., 2007).

Os diferentes miRNA regulam a expressao génica através da ligacao as
regides 3’ ndo traduzida de diferentes moléculas de mRNA. Deste modo, mais

de 30% dos genes que codificam proteinas séo regulados por miRNA (Giriffiths-
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Jones et al., 2008), portanto, 275 genes da resposta imune sdo importantes
alvos para miRNA (Asirvatham et al., 2008). A complementaridade do miRNA
ao mMRNA alvo determina a forma de agao deste miRNA associado a enzima
DICER, de forma a clivar o mRNA quando houver complementariedade de
100% ao mRNA alvo, ou apenas com papel de regular a expressdo do gene
quando existe complementariedade parcial (Bartel, 2004; Filipowicz et al.,
2005). O complexo miRNA e enzima DICER contribuem para a homeostasia,
desenvolvimento e diferenciacdo celular, uma vez demonstrado em
camundongos o desenvolvimento de células natural killer é afetada quando

deficiente para enzima DICER (Sullivan et al., 2012).

Diferentes estudos tém caracterizado a acdo de miRNA sobre os
mecanismos efetores das respostas imunoldgicas. Estudos experimentais tem
associado envolvimento de miR-15a/16 na regulacao da fagocitose e producao
de reativos de oxigénio pelos macréfagos (Moon et al., 2014), assim como
envolvimento de miR-155 e miR-146a com evolugao da esquitossomose (Wang
et al., 2014%). O envolvimento de miRNA em diferentes doencas infecciosas
tem sido associado a evolucdo da doenca. Estes regulam a expressao de
receptores TLR em infecgdes causadas pelo virus da Hepatite B (Jiang et al.,
2014?), miR-155 atua na regulagdo de células T regulatérias e de macrofagos
em infeccdes bacterianas (Connell et al., 2007; Wang et al., 2014°). miR-155
esta também associado a regulagcdo das respostas imunes contra o virus da
Hepatite C (Jiang et al., 2014°). Diferentes perfis de miRNA em macréfagos
podem ser regulados em fungao da presenca do patégeno, como sugerido em
infeccdo por L. major, podendo ou ndo regular a expressdo de quimiocinas
envolvidas nas respostas imunoldgicas, em ser reguladas por miR-23b, miR-
25, miR-26a, miR-132, miR-140, miR-146a, miR-146b, miR-155 e miR-210
(Lemaire et al., 2013).

A expressdo de miRNA pode ser determinante para resultado da
tuberculose, forma crénica ou ativa (Wang et al.,, 2011). O miR-223 regula a
inflamacao e recrutamento de leucdcitos em infecgbes cronicas causadas por
Mycobacterium tuberculosis (Dorhoi et al., 2013). Entre os quais, o miR-146a
pode estar envolvido na regulagao de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-q,

IL-6 e IL-1pB, regulando as respostas inflamatérias e auxiliando na multiplicagcao
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bacteriana em macréfagos (Lis et al., 2013), assim como, o miR-187
possivelmente de origem do gene de IL-10 atua na regulagdo de citocinas
inflamatdrias como TNF-q, IL-6 e IL-12p40 (Rossato et al., 2012).

Polimorfismos genéticos presentes em miRNA podem ser determinantes
para o desenvolvimento das respostas imunes frente a doencgas infecciosas,
como SNP em miR-146 (rs2910164 G>C), associado a suscetibilidade a
hanseniase (Cezar-de-Mello et al., 2014), assim como nas infecgdes virais pelo
virus da hepatite B (Wang et al.,2013). Portanto, diferentes SNPs localizados
em miRNA podem afetar de forma significativa a regulagéo de diferentes genes
e consequentemente regular as respostas imune inata e adaptativa, como em
miR-29 e miR-26 (Ma et al.,2011;Kleinsteuber et al., 2013).

4.0 Consideragoes finais

A Leishmaniose € uma doenca com importante variagdo clinica em
funcao as diferentes espécies de Leishmania e ao componente imunogenético
do hospedeiro. E uma doenca em que a resposta imune celular é fundamental
para eliminacdo do parasita, o equilibrio das respostas Th1 e Th2 ¢é
determinante para eliminagcdo do parasita, mas que necessariamente deva ser
acompanhada pela resposta regulatéria. Os pacientes com Leishmaniose
Cutanea apresentam concentracdoes elevadas de citocinas pré-inflamatoérias,
como IL-1B3, TNF-a e IL-6, acompanhada pela baixa producdo das citocinas
IFN-v, IL-10 e de IL-1Ra. Além das variagbes genéticas, estudos moleculares
quanto ao miRNA na Leishmaniose, como miR-15a/16, miR-146a e miR-155
podem fornecer uma nova visdao quanto ao equilibrio da resposta imunoldgica.
Portanto, pacientes com histérico de LC naturalmente apresentam falta de
equilibrio na produgao destas citocinas, influenciado por variagoes genéticas e
devido regulagéo pos-transcricional de genes da resposta imunolégica, estudos

futuros .
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DISCUSSAQO (estudos genéticos de associagio)

Em lesbes ulceradas de Leishmaniose Cutanea (LC), o envolvimento de
células e citocinas que retroalimentam a inflamagdo contribuem para o
desenvolvimento de lesbes. Como discutido anteriormente (Artigo de Revisao),
lesdes tardias de LC apresentam baixa carga parasitaria, mas falha no
equilibrio da resposta inflamatéria. Algumas evidéncias, como o aumento dos
niveis da citocina IL-18 e linfécitos T-citotoxicos apresentam efeitos
significativos sobre a patogenicidade e evolugdo da doenga (Fernandez-
Figueroa et al., 2012; Novais et al., 2015; Novais et al., 2017). Experimento
realizado com camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados por L. braziliensis, a
patogenicidade por linfocitos T-citotoxicos e desenvolvimento de lesdes é
dependente da citocina de IL-1B. E evidente que o bloqueio de NLRP3, IL1R ou

IL-18 reflete na auséncia de lesbes em camundongos infectados.

Neste estudo, pacientes com LC causada por L. guyanensis,
caracterizam-se por apresentar ativagdo de macrofagos M1 com resposta Th1,
apresentam altas concentragbes de IL-13 e auséncia de regulagao por IL-1Ra.
Macrofagos de pacientes infectados por L. guyanensis evoluem para a necrose
(DaMata et al., 2015), assim como a infecgao por L. braziliensis (Santos et al.,
2018), tipo de morte celular contribui para inflamag¢do. Como demonstrado nas
andlises de citocinas, pacientes com LC comparados a controles apresentam
elevados niveis de IL-13 ao longo da evolugédo da doenga o que contribui para
a patogenicidade. A citocina IL-1B n&o é essencial para induzir a morte de
Leishmania e esta relacionada a resposta inflamatéria com neutréfilos e
macréfagos (Santos et al., 2018). Como demonstrado em diferentes estudos, a
producdo de IL-13 e falta de regulacdo é estritamente relacionada a
patogenicidade de lesdes da LC (Fernandez-Figueroa et al.,, 2012; Novais et
al., 2017; Santos et al., 2018).

Polimorfismos genéticos e concentragdes de IL-1B e IL-1Ra apresentam
efeitos significativos para o resultado da LC causada por L. guyanensis.
Notavelmente, pacientes infectados por L. guyanensis apresentam elevados
niveis de IL-1B e baixa produgdo do receptor antagonista IL-1Ra, enquanto

individuos controles caracterizam-se por elevada producido de IL-1Ra. Aqui
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destacamos diferengas quanto a genética em dois Tags SNPs de /L1B entre
pacientes e controles, com os polimorfismos —511 T/C (rs16944) e +3954 C/T
(rs1143634). O gendtipo —511 C/C é associado a suscetibilidade a LC,
enquanto —511 T/T conferem protecao; individuos com gendtipos relacionados
a protecdo para LC apresentam niveis superiores de IL-1Ra, como
demonstrado o gendtipo +3954 T/T correlacionado com altos niveis de IL-1Ra
(35.4164.95pg/mL) comparado ao +3954 C/C (16.7+24.25pg/mL). Pacientes
que desenvolvem LC apresentam baixos niveis de elementos regulatorios,
como destacado para o receptor antagonista. Curiosamente, independente da
presenca de antigenos de Leishmania, individuos tratados para LC continuam
a apresentar niveis elevados ou intermediarios de citocinas pré-inflamatdrias,
como a citocina IL-18 em comparacdo a individuos controles. Os pacientes
com LC naturalmente apresentam uma resposta inflamatéria exacerbada e
auséncia de componentes que atuam na regulagédo de IL-1B, como o IL-1Ra,
podendo apresentar uma tendéncia para desenvolvimento de lesbes ulceradas

em infecgdes por L. guyanensis devido influéncia genética do hospedeiro.

Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores, que destacam
o envolvimento da citocina IL-18 com o desenvolvimento de lesées e formas
mais graves da LC. Considerando, a imunoterapia voltada para o bloqueio de
IL-18 da LC pode fornecer resultados satisfatérios, como identificado em
estudo de Novais e colaboradores 2017, identificam que o medicamento
anakinra ou anticorpo monoclonal para IL-18 € uma importante medida

terapéutica para o tratamento da Leishmaniose Cutanea.

A resposta inflamatéria na LC apresenta dois lados, na eliminagcdo do
patdégeno e também responsavel em causar danos ao tecido devido resposta
inflamatdria exacerbada. Na LC, elevados niveis de IFN-y sdo observados em
formas graves da Leishmaniose Mucosa (Bittar et al., 2007; Faria et al., 2009).
Pacientes com LC causada por L. guyanensis embora apresentem resposta
inflamatdria do tipo Th1, caracterizam-se por apresentar baixa producido de
IFN-y (Bourreaeu et al., 2001; Bourreaeu et al., 2007). O importante papel da
IFN-y nas infec¢des por Leishmania é evidente para eliminagdo do parasito
(Sousa-Franco et al., 2006), elevada producédo de IFN-y estd associada com

reducdo da parasitemia. Neste estudo, pacientes com LC causada por L.
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guyanensis apresentam elevados niveis de IFN-y quando comparado a
individuos controles, este em fungado a infecgéo, entretanto, alguns pacientes
apresentam baixos niveis de IFN-y. Aqui destacamos o envolvimento do bloco
do gene IFNG como determinante para o desenvolvimento da Leishmaniose
Cuténea.

A producdo de IFN-y é influenciada pela presenca de diferentes
polimorfismos genéticos no gene IFNG, exclusivamente os diferentes
polimorfismos genéticos localizados em regides nao codificantes que atuam na
regulacdo da expressdo do gene (Schoenborn et al., 2007; Balasubramani et
al., 2010; Collier et al., 2014). Os elementos regulatérios encontrados no gene
IFNG sao locais de ligacao para fatores de transcricdo, necessarios para
regulacdo da expressdo do gene e pode favorecer ativagdo de linfocitos Th1
(Balasubramani et al., 2010). Polimorfismos genéticos, +874 A/T (rs2430561),
+875 CA(n (rs35314021), +1987 A/G (rs1861494) e +3234 C/T (rs2069718)
foram associados com secregcdo aumentada de IFN-y (Pravica et al., 1999;
Pravica et al., 2000; Peixe et al., 2014; Gonsky et al., 2014).

Estudos de associacdo geneética apresentam resultados controversos
quanto a polimorfismos genéticos de IFNG associados a doengas infecciosas
e/ou autoimune. Estudos genéticos independentes destacam um mesmo
gendtipo associado a resisténcia ou com a suscetibilidade. O bloco de IFNG é
constituido por diferentes polimorfismos genéticos que apresentam ligagcéo
genética ou desequilibrio de ligagéo (LD), como demonstrado segundo dados
HapMap e como destacado no presente estudo para os SNPs rs1861494,
rs1861493 e rs2069733; entre rs2069718 com rs2069705 e rs2430561, e entre
rs2430561 e rs2069727.

O SNP +874 A/T (rs2430561), constantemente investigado em
diferentes doencas infecciosas, o polimorfismo é considerado como um local de
ligacao para fator de transcricdo nuclear NF-kB na presenca do alelo T. A
discordancia entre os diferentes estudos de associagao genética é influenciada
por se tratarem de estudos com populacdes etnicamente diferentes, e também
a existéncia de moderado desequilibrio de ligacdo entre o rs2430561 com os

demais SNPs localizados no gene. A associacdo do SNP rs2430561 pode ser
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“‘mascarada” devido a influencia de um segundo SNP, considerando outro SNP
funcional presente no gene e que reflete em mudancgas na transcrigdo do gene

e producao da citocina.

Em nosso trabalho, as comparagdes dos niveis de IFN-y com os SNPs
associados a LC nao evidenciam a influéncia de um SNP com a producao da
citocina. No entanto, quando avaliado individuos com homozigose para o
Haplotipo 1 (total de 161), este associado com a suscetibilidade a LC, quando
comparado aos demais haplétipos (total de 342), é notavel que o haplétipo 1
esta relacionado aos baixos niveis de IFN-y. Aqueles gendtipos e/ou alelos
associados com a suscetibilidade a LC encontram-se combinados na
composicdo do haplétipo 1. Portanto, alelos rs2069705 T, rs2430561 T,
rs1861494 A, rs1861493 T e rs2069718 C estdo associados aos baixos niveis
de IFN-y.

O SNP -1616 C/T (rs2069705) “carrega” a associagao dos demais SNPs
do bloco de IFNG, podendo ser o principal associado aos baixos niveis de IFN-
y. Entre os SNPs de IFNG associados com a LC, as comparagdes e valores
estatisticos indicam que apenas o0 SNP —1616 C/T (rs2069705) esta associado
com a LC, individuos com —1616 T/T apresentam risco aumentado de 70%
para a doenga, enquanto aqueles que apresentam o gendtipo —1616 C/C
apresentam 42% de resisténcia para desenvolvimento da LC. Este é
novamente evidenciado na analise de haplétipo. Haplétipos 1 e 8 foram
associados com a suscetibilidade e resisténcia a LC, contudo, os haplétipos
diferem apenas no —1616 C/T (rs2069705). Em outras palavras, o +874 A/T
(rs2430561), o alelo +874 T poderia ser relacionado com a resisténcia a LC em
determinado estudo, aqui demonstramos associado com a suscetibilidade a
LC, entretanto, esta associacao é influenciada devida envolvimento de outro
SNP como -1616 C/T (rs2069705). O SNP -1616 C/T (rs2069705) é
determinante para o resultado da LC, considerando como um marcador
molecular de resisténcia e suscetibilidade, podendo ser definido como um Tag

SNP para estudos futuros de associagéo genética.

Os estudos realizados em verificar se polimorfismos genéticos de IL1B,

ILTRN e IFNG com a Leishmaniose Cutanea causada por L. guyanensis estao
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de acordo com as recomendacgdes para estudos de associagao genética (The
Strengthening the Reporting of Genetic Association studies — STREGA) com
algumas limitagbes. As recomendagdes atendidas: amplo tamanho de
amostras (caso e controles), estratificacdo adequada — individuos com mesma
etnia e vivem em area endémica para Leishmaniose, estudo de diferentes
SNPs e Tag SNPs, distribuicdo genotipica de acordo com as caracteristicas da
populacdo e em Equilibrio de Hardy-Weinberg, relacdo entre gendtipos e
fendtipo (citocinas), confirmagao dos resultados — repeticdo da genotipagem
por técnicos independentes, realizacdo dos procedimentos as cegas
(genotipagem e dosagem de citocinas) e aplicagao de critérios de nao inclusao
e de exclusdo ao longo do estudo (individuos excluidos do estudo <2% da

populagao).

Ao nosso conhecimento, estes estudos genéticos apresentam algumas
limitagdes. Embora a populagdo de individuos controles de mesma origem
endémica de pacientes com Leishmaniose, nosso estudo falha em identificar se
estes individuos foram infectados pelo L. guyanensis; entretanto, buscamos
incluir neste estudo individuos com maiores semelhancas possiveis com a
populacdo de pacientes, muitos sdo agricultores e residem ha mais de 5 anos
em regido endémica. A associacdo com a clinica seria possivel, no entanto é
inviavel ao tipo de doenca, muitos pacientes caracterizavam-se por 1 a 2
lesdes cutadneas. Como diferentes estudos clinicos e experimentais realizados,
neste estudo ndo foram possiveis relatar aspectos imunolégicos no inicio da
doenca. Limitagdes encontradas para a genotipagem de algumas amostras,
nao sendo possivel obter informagao genética de todos SNPs em uma mesma
amostra; falta de amplificagdo para PCR de IFNG foi determinante para o
numero de amostras genotipadas, devido a falta qualidade de algumas
amostras de DNA, produtos de PCR com tamanho de 1,5 kb, superior aqueles

amplificados para polimorfismos de IL1B e IL1RN.
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CONCLUSAO

Variagbes genéticas presentes em genes de IL1B e IFNG podem marcar
a resisténcia e suscetibilidade para desenvolvimento da LC causada por L.
guyanensis. O resultado da LC pode ser influenciado por polimorfismos
genéticos de IL1B e IFNG que potencialmente influenciam em diferentes
concentragdes de citocinas ou baixos niveis de IFN-y, afetando o equilibrio e
acao da resposta imune frente a infecgbes por L. guyanensis. Estudos futuros
poderiam investigar o envolvimento do haplétipo 1 com o resultado do
tratamento para LC, com acompanhamento dos pacientes quanto ao tempo de

tratamento e/ou sucesso ao tratamento.
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