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RESUMO

A Leishmaniose cutanea € uma doenca infecciosa podendo ser causada por protozoario
do género L. guyanensis, com diferentes manifestacdes clinicas. A infec¢éo ocorre pela
inoculacao da forma promastigota metaciclica no corpo do hospedeiro, durante o repasto
sanguineo da fémea do flebotomineo infectada, desencadeando resposta imunoldgica.
Interleucina 12 (IL-12) é citocina chave para o desenvolvimento de células Thl, resposta
Thl é conhecida pela eliminagdo de microrganismo intracelular, polarizacdo de
macrofagos (M1), aumento de IFN-y, resisténcia contra LC. Estudo caso-controle, com
objetivo de investigar variantes presentes ao longo do gene IL12B em pacientes com LC
(grupo caso) e individuos saudaveis (grupo controle) sem histérico de Leishmaniose,
procedentes das mesmas areas endémicas do grupo caso. As andlises das variantes do
IL12B foram realizadas por PCR-RFLP e a dosagem das citocinas (IL-12 e IFN-y) pelo
método Luminex. A partir dos resultados obtidos, foi visto que a presenca do gendétipo
C/C da SNV rs2569253 foi associada com suscetibilidade a LC (p=0.32; OR=1.53 [95%
IC 1.07-2.22], em contraste, genotipo A/G da SNV rs3181224 foi associado a protecao
contra LC (p=0.032; OR=0.68 [95% IC 0.51-0.91]. E observado também o desequilibrio
de ligacdo da SNV rs3181225 com rs919766 (r°=0.85), e haplétipo H3 C/A/A/A associado
com suscetibilidade frente a LC (OR 1.6; IC 95% [1.20-2.27]; P=0.001). E visto ainda, que
0 gendtipo C/C, SNV rs2569253, (C/C vs T/T) foi correlacionado com baixa producao de
IL-12 (p=0.05) no grupo controle. Desta forma, esses resultados sugerem gue as
variantes presentes no gene IL12B pode ter uma importante influéncia no desfecho clinico
da LC.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea (LC); Eixo Thl IL-12/IFN-y; Variante SNV,
Resposta celular Th1l.



ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis is an infectious disease and can be caused by protozoan of the
genus L. guyanensis, with different clinical manifestations. Infection occurs by inoculation
of the promastigotic form metaclyclic into the host body during the blood supply of the
infected female, triggering immune response. Interleucine 12 (IL-12) It is key cytokine for
the development of TH1 cells, response TH1 is known for the elimination of intracellular
microorganism, macrophage polarization (M1), IFN-y increase, LC resistance. Case-
controle study, to investigate variants, present through the IL12B gene in LC patients
(case group) and healthy individuals (control group) without leishmaniasis history, from
the same endemic areas of the case group. IL12B variants analyzes were performed by
PCR-RFLP and cytokine dosage (IL-12 and IFN-y) by the Luminex method. From the
results obtained, it was seen that the presence of the SNV C/C genotype RS2569253 was
associated with LC susceptibility (p = 0.32; or = 1.53 [95% ic 1.07-2.22], in contrast,
genotype A/G da SNV RS3181224 was associated with LC protection (p = 0.032; or =
0.68 [95% IC 0.51-0.91]. The connection imbalance of SNV rs3181225 with rs919766 (R2
= 0.85), and Haplotype H3 C/A/A/A/ is associated with susceptibility compared to LC (OR
1.6; 95% [1.20-2.27]; p = 0.001). It is also seen that the genotype c/c, snv RS2569253,
(C/IC vs TIT) It was correlated with low production of IL-12 (p = 0.05) in the control group.
Thus, these results suggest that the variants present in the IL12B gene may have an
important influence on the clinical outcome of LC.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis (CL); Thl axis IL-12/IFN-y; SNV variant; Thl
cellular response.
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1. INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo um grupo de doencas infecciosas causadas por
protozoarios do género Leishmania, € um complexo de doencas com importante espectro
clinico e diversidade epidemioldgica transmitida por vetores ao hospedeiro humano
(CHANG et al., 1985; BRASIL, 2007). Mudancas recentes nos padrdes de transmissdes
de doencas vetoriais tém sofrido influéncias de fatores como modificacbes de
ecossistemas por meio da agricultura, barragens e irrigagbes, desmatamentos,
assentamentos humanos e urbanizag¢des. Alguns desses fatores tém alterado o padréo
de transmissdo das Leishmanioses que sédo descritas inicialmente como uma zoonose,
no qual o homem pode ser afetado pela doenca de forma acidental no momento em que
0 hospedeiro entra em contato com o ciclo de transmissao do parasito, sendo
considerado como uma antropozoonose, na qual a doenca é transmitida primeiramente
entre animais e posteriormente aos humanos. (PURSE et al., 2017) e (GRIMALDI e
TESH, 1993; WHO, 2021).

As leishmanioses apresentam-se de trés principais tipos de leishmaniose: i)
Leishmaniose Visceral (LV); ii) Leishmaniose Cutanea (LC) sendo a forma mais comum,;
e iii) Leishmaniose Mucocutanea (LM), as LC e LM podem ser classificadas como
Leishmaniose Tegumentar (LT) por provocar lesdes na pele, no qual se difere quanto a

distribuicdo geografica da espécie do parasito causador da doenca.

A LC esta associada a fatores como desnutricdo, sistema imunolégico,
deslocamento da populacéo e moradia precaria, e afeta pessoas carentes na Africa, Asia
e Ameérica Latina. Em 2019, 98 paises se tornaram endémicos para as leishmanioses,
sendo 19 paises endémicos somente para forma de LC. Estima-se que aproximadamente
1,7 bilh&o de pessoas ou 1/4 da populacdo mundial vivem em areas de risco para todos
os tipos de Leishmanioses (WHO, 2021; JONES et al., 1987; SAMPAIO et al., 1997;
PIGOTT et al., 2014).

Atualmente, sédo descritas diferentes espécies e subespécies de Leishmania que

infectam humanos. A LT € a forma mais prevalente da doenca com aproximadamente
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90% dos casos. O Brasil esta entre os 10 paises do mundo que sao responsaveis por

mais de 70% dos casos de Leishmaniose Cutanea (ALVAR et al., 2012).

A Leishmaniose cutanea possui trés formas clinicas que s&o: i) leishmaniose
cutanea localizada (LCL) que caracteriza-se em lesbes de pele mais superficiais,
variando de 1 a 6 lesdes da pele; ii) ou podendo se apresentar em forma de leishmaniose
cutanea disseminada (LCD), quando o numero de lesdes for superior a 6 lesdes; iii) ou
podendo se apresentar também como leishmaniose cutanea difusa ou anérgica (LCDA)
caracterizada por lesbes nodulares ou papulosas contendo um grande numero de
parasitas sobre todo o corpo (GOTO e LINDOSO, 2010). Assim como, outras doencas
gue apresentam formas clinicas mais agressivas, a LM consistindo de lesées com
infiltrados celulares resultando na destruicdo de regides como cavidade nasal, faringe e
laringe, se torna a forma mais agressiva da LC (VELOZO et al., 2006; GOTO et al., 2010).

O protozoario da LC € um microrganismo intracelular obrigatdrio pelo fato dele se
utilizar do interior de células fagociticas para sua multiplicacdo, o que faz a resposta
imunoldgica ter um papel importante no desfecho da doenca. A resposta imune mediada
por células é o principal mecanismo efetor dos linfocitos Thl que atuam contra
microrganismos intracelulares que sobrevivem no interior de células fagociticas ou em
células ndo-fagociticas. A citocina IL-12 é responsavel pela diferenciacédo das células Thl
e pela inducéo de imunidade mediada por células. Os linfécitos Thl produzem IFN-y que
ativam macréfagos a tornarem-se capazes de eliminar parasitos fagocitados (ABBAS et
al.,2018).

Os mecanismos imunologicos e moleculares das Leishmanioses ainda ndo séo
totalmente compreendidos. Diferencas nas intensidades das respostas imunes celular
sao observadas entre diferentes infec¢des, como uma producédo superior de IFN-y e TNF
em infecgdes por L. (V.) braziliensis, enquanto em pacientes com L. (V.) guyanensis sdo
caracterizados por apresentar uma resposta imune celular menos intensa relacionada
com um maior numero de parasitas (CONVIT et al., 1993; MATTA et al., 2009).
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Epidemiologia das Leishmanioses

As Leishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania e séao
caracterizadas por apresentarem repostas imunologicas complexas com amplo espectro
clinico e diversidade epidemiolégica, transmitida por vetores ao hospedeiro humano
(BRASIL, 2007). As Leishmanioses estéo descritas como uma zoonose no qual o homem
€ acometido pela doenca no momento em que entra em contato com o ciclo de
transmissao do parasito, deste modo, sendo considerado como uma antropozoonose
(GRIMALDI & TESH, 1993; WHO, 2021).

Dos 200 paises e territorios relataram casos das leishmanioses a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), 98 paises foram endémicos para ambas as formas no ano
2019. Sendo, 71 paises endémicos para ambas as formas, LV e LC, 8 paises para LV e
19 paises somente para LC. Mais de 90% dos casos de LV foram reportados por 8 paises:
Argentina, Eritreia, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Sudéo do Sul e Sud&o. No ano de
2019, 12 paises registraram mais de 5.000 casos de LC: Afeganistdo, Argélia, Brasil,
Colémbia, Republica Islamica do Ird, Iraque, Libia, Marrocos, Paquistéo, Peru, Republica
Arabe Siria e Tunisia, que juntos foram responsaveis por 91% dos casos de LC global
(figura 1) (WHO, 2021).

No Brasil, o nUmero de casos de Leishmaniose Tegumentar (LT) foi de 16.135 no
ano de 2019, sofrendo aumento quando comparado ao ano anterior, tornando-se uma
das manifestacdes dermatologicas que merece atencdo devido a sua ampla distribuicao
geografica. Somente no estado do Amazonas no ano de 2019 foram registrados 1.302
novos casos de LT (BRASIL, 2019). Na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor
Videira Dourado (FMT-HVD), localizada na cidade de Manaus, registrou 325 casos LT,
sendo 11(3,4%) casos de LM e 314(96,6%) casos de LC (SINAN NET, 2019).
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Figura 1. Distribuigdo global das Leishmanioses. Fonte: WHO, 2021.

No periodo de 2003-2018, foi registrado mais de 300.000 novos casos de LT, tendo
uma meédia anual de 21.158 casos, sendo que a regido norte tem sido a grande
responsavel pelo alto indice de coeficiente nacional na deteccdo de novos casos, O
territorio nacional possui o coeficiente médio de 11,3 casos por 100.000 habitantes, com
variacdo de 5,7 — 17,8. Dentre as manifestacdes clinicas, a forma de LC representa
92,3% e forma LM 7,7% figura 2 (Brasil, 2019).

Os casos existentes estdo diretamente relacionados com a expanséo de areas
agricolas, areas de extracao mineral, como ouro e petréleo, constru¢des de estradas e
da ocupacdo de novas areas na periferia de cidades (GUERRA et al., 1998). Fazendo
com que habitantes construam residéncias nas proximidades de densas florestas, o que
acaba possibilitando a adaptacdo do flebotomineo a esse novo ambiente, o que explica
0 aumento dos casos (BARBOSA et al., 2008).
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Figura 2. Namero de casos de LT, Brasil e regiées, 2003-2018. Fonte: Ministério da Saude e SINAN, 2019.

2.2 Agente etiolégico e Ciclo Bioldgico

O agente etiolégico Leishmania consiste de um protozoario pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e do género Leishmania (SIMPSON, 1987). Ao
longo do seu ciclo biolégico o protozoario caracteriza-se por apresentar diferentes formas
evolutivas, apresentando-se na forma de promastigota geralmente encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor e de amastigota em células fagociticas dos hospedeiros
vertebrados (CHANG et al., 1985; WALTERS et al., 1987; GENARO, 2002). A forma
promastigota (figura 3A) apresenta formato celular alongado, presenca de flagelo e de
mitocondrias diferenciadas denominada de cinetoplasto; enquanto amastigotas (figura
3B) séo estruturas celulares ovoides ou esféricas e ndo apresenta flagelo (CHANG et al.,
1985; TELES et al., 2013).
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A. Promastigota B. Amastigota
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Figura 3. Formas do parasito da Leishmania. A. Imagem da forma Promastigota. B. Imagem da forma
Amastigota. Fonte: IBAP / Jodo Victor Roza Cruz, 2017.

O ciclo biolégico (figura 4) tem inicio no momento em que o flebotomineo fémea
infectado realiza o repasto sanguineo em um individuo sadio, transmitindo a este a forma
promastigota metaciclica, sendo esta infectante para o hospedeiro vertebrado. Apos a
internalizacdo do protozoario pelos macrofagos, as promastigotas sofrem diferenciacéo
para a forma amastigota, processo que leva de 12 a 24 horas. Essa ultima forma ira
resistir ao ambiente hostil no interior do macréfago levando este a multiplicar-se, por
divisdo binéria, promovendo lise do macrofago, sendo liberado no meio extracelular;
podendo ser fagocitado por outros macrofagos. Em um novo repasto sanguineo, as
formas amastigotas irdo infectar o flebotomineo sadio. No intestino do hospedeiro
invertebrado, o parasito sofre diferenciacdo celular, processo chamado de
metaciclogénese, assumindo entdo a forma promastigota metaciclica, capacitando-o a
ultrapassar as barreiras imunolégicas. As promastigotas dirigem-se para a parte anterior
do aparelho digestério do inseto (eséfago, faringe e probdscida) pronto a ser transmitido
no préoximo repasto sanguineo (CUNNINGHAM, 2002; BATES, 2007).
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Figura 4. Ciclo bioldgico da Leishmania. Fonte: CDC/ Alexander J. da Silva, 2002.

2.3 Manifestac@es e formas clinicas da Leishmaniose

As manifestacdes clinicas da Leishmania sdo caracterizadas por duas formas
principais em Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV), nos quais
diferem quanto a distribuicdo geografica e espécie do protozoario causador da doenca
(SAMPAIO et al., 1997).
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Leishmaniose visceral (LV) ou Kala-zar

A LV causada por L. donovani é também conhecida por Kala-azar e sua
manifestacdo clinica é caracterizada por picos de febre, perda de peso, anemia grave e

com aumento do baco e figado (Figura 5).

i

Figura 5. Paciente com leishmaniose visceral. Fonte: WHO, 2021.

A Post-Kala-azar Dermal Leishmaniasis (PKDL) é uma complicagcdo da
leishmaniose visceral causada por L. donovani e sua manifestacao clinica é caracterizada
por erupcdao do tipo papular (fig. 6A) sendo a mais frequente com 51% em pacientes LV,
outros tipos de erupcdes como nodular (fig. 6B) frequente em 23% dos pacientes,
micropapular (fig. 6C), semelhante ao sarampo, frequente em 17% e macular (fig. 6D)
frequente em 9% foram observadas em pacientes no leste de Sudao (ZIJLSTRA et al.,
2003).
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A. Les3o papular B. Les3o nodular

Figura 6. Tipos de lesdes PKDL. Fonte: Zijlstra et al., 2003.

Nomenclatura das Leishmanioses Tegumentares

A terminologia que descreve as diferentes manifestacdes clinicas envolvendo
lesBes no tecido tegumentar pode ser um pouco confusa. A “leishmaniose tegumentar” é
generalizada para todas as formas de leishmaniose que envolve lesdo ao tecido
tegumentar, enquanto que “Leishmaniose Cutanea” (geralmente abreviada CL) refere-se
também a leishmaniose cutanea localizada (abreviada LCL), por outro lado, a forma
disseminada de leishmaniose tegumentar chamada de “leishmaniose cutanea
disseminada” e “leishmaniose cutédnea difusa” sdo formas diferentes, mas ambas séo
abreviada na literatura como DCL, a leishmaniose cuténea difusa € uma forma anérgica
as vezes chamada de “leishmaniose cutanea anérgica difusa” abreviada ADCL. Outra
forma de leishmaniose disseminada que afeta o tecido mucoso geralmente chamada de
leishmaniose cutdnea mucosa (abreviada MCL), essa mesma manifestacdo também é
chamada de “leishmaniose mucosa” (abreviada ML), é uma manifestacdo que se
desenvolve a partir de complicagdo da leishmaniose cutanea localizada LCL (SCORZA
et al,. 2017).
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As Leishmanioses Tegumentares (TL)

A manifestagdo clinica mais comum é a leishmaniose cutanea LC que é
relacionada aos aspectos imunoldgicos e genéticos do hospedeiro e quando associadas
a anamnese podem auxiliar no diagnéstico do paciente. (SILVEIRA et al., 2008; AMEEN,
2010).

A CL é caracterizada pelo aparecimento de uma unica lesdo ou por multiplas
lesbes cutaneas, podendo ser difusa e/ou disseminadas pelo corpo, lesdes que séo
exclusivas da pele que se iniciam com a inoculacdo da forma promastigota do parasito,
através do repasto sanguineo do vetor. Apds a inoculacdo passa-se um periodo de
incubacédo que varia de 10 dias a 3 meses desencadeando uma papula eritematosa que
evolui para um nédulo, com a evolugdo que acontece gradativamente aparece a
caracteristica leséo ulcerada com borda elevada (Figura 7). (MARZOCHI e MARZOCHI,
1994).

Figura 7. Les@o caracteristica da forma cutanea da leishmaniose. Fonte: Suzana Kanawati, 2015.

As Leishmanioses cutaneas localizadas (LCL) caracterizam-se em lesfes de pele
mais superficiais, variando de 1 a 6 lesdes de pele; ou podendo ser do tipo disseminada
guando apresentando o numero for superior a 6 lesdes de pele ou do tipo difusa ou
anergica caracterizado por lesbes nodulares ou papulosas contendo um grande nimero
de parasitas sobre todo o corpo (GOTO e LINDOSO, 2010).

A Leishmaniose Cutaneo-Mucosa (MCL) ou Mucosa (ML) é a forma clinica mais

agressiva da doenca, consistindo de lesbes com infiltrados celulares, resultando na
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destruicdo de regides como cavidade nasal, faringe e laringe (Figura 8) (VELOZO et al.,
2006; GOTO et al, 2010). Esta manifestacdo clinica pode desenvolver em
aproximadamente 3-5% dos casos de LCL e estd comumente associada a infec¢des pelo
L. (V.) braziliensis (LLANO-CUENTAS al al., 1984; VELOZO et al., 2006).

Figura 8. Lesdo da forma mucosa da leishmaniose ML. Fonte: WHO, 2021.

Entre as formas cutédneas e mucosas existe a forma intermediaria denominada de
Leishmaniose Cutéanea Disseminada Borderline (LCDB), na qual os pacientes sao
caracterizados por apresentar resposta imune celular parcialmente inibida ou anérgica
semelhante as encontradas nas formas cutaneas. Estas manifesta¢gdes clinicas estéo
principalmente associadas a infecgées por L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis
(SILVEIRA et al., 2004; SILVEIRA et al., 2008).
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2.4 Aspectos imunoldgicos da Leishmaniose

As amplas manifestacgdes clinicas da leishmaniose cutanea tém sido de interesse
particular dos imunologistas pelo tipo e magnitude da resposta imune do hospedeiro e
também por se assemelhar a hanseniase (antiga lepra) e tuberculose.

Experimentos com infec¢des em camundongos exibem um espectro de
manifestacdes clinicas que dependem da linhagem do animal e da cepa parasitéria.
Como por exemplo, infecgdo causada por L.major em camundongos BALB/c que séo
suscetiveis pois sdo incapazes de conter a multiplicacao parasitaria no local da infec¢éo
e drenar aos linfonodos. Em contraste, camundongos C57BL/6 séo resistentes a infec¢cao
por L.major, pois conseguem desenvolver uma leséo no sitio da inoculacao, controlar a
carga parasitaria e desenvolver imunidade protetora contra uma reinfeccao.

Em pacientes com leishmaniose cutanea localizada (LCL), a forma mais branda
da LTA, foi correlacionada positivamente com o numero de mondcitos do sangue
periférico e producédo de TNF e IL-10, enquanto nas formas mais grave da doenga, ndo
foi possivel observar correlacdo. Diferenca na intensidade de resposta imunolégica
celular foi observada entre as infeccdes por diferentes espécies de Leishmania, como
uma alta producdo IFN-y e TNF em infeccdes por L. (V.) braziliensis, enquanto em
pacientes com L. (V.) guyanensis sdo caracterizadas por apresentar uma resposta imune
celular limitada relacionada com maior carga parasitaria (CONVIT et al., 1993; MATTA et
al., 2009).

Os neutrofilos, células dendriticas e mondcitos (que se diferenciam em
macrofagos) sao algumas das células pertencentes ao sistema inato (ABBAS et al.,
2018). Durante a infeccdo por L. braziliensis se desenvolvem lesbes clinicas que
coincidem com infiltrados de células inflamatérias inatas tais como macréfagos,
neutrofilos e eosindfilos pois atuam em cooperagdo conferindo resisténcia contra o
parasito. Embora o macréfago seja a célula hospedeira primaria da Leishmania; as
células dendriticas e neutrofilos também séo recrutados e podem ser infectados pela
Leishmania (NOVAIS et al., 2009).
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As funcdes do Neutrofilo

Os neutréfilos sdo os leucocitos mais abundante do sangue e desempenham
funcBes importantes na resposta imune inata. S&o as primeiras células que chegam ao
local da infeccdo e sdo fontes de citocinas como interleucina-2 (IL-2), IL-10, interferon
gama (IFN-y) e TNF-a (CARMO et al., 2010 e ROCHAEL et al., 2015).

Neutrophil Extracellular Traps (NETS), consiste na liberagdo da cromatina,
granulos e proteinas intracelulares apds sofrerem estimulos externos. Parasitos do
género Leishmania podem induzir a produgcéo de NETs independente de difenilenoddnio
(inibidor de NO), porém este mecanismo é dependente da atividade de elastase. Com
esse mecanismo o0s neutrofilos podem eliminar a forma promastigota Leishmania
amazonensis através do NETs, no entanto a saliva do vetor contém algumas proteinas
gue podem proteger os parasitos que foram inoculados, por isso o papel funcional deste

mecanismo protetor do NETSs in vivo ndo esta totalmente claro (ROCHAEL et al., 2015).

Os neutréfilos contribuem para o controle da infeccéo por Leishmania braziliensis
(Lb) e L. amazonensis por meio da interagdo com macrofagos. Durante infeccéo
experimental com L. braziliensis in vivo, mostrou que a deplecéo de neutrdéfilos é capaz
de aumentar o tamanho da lesé@o e carga parasitaria. Contudo em cultura de neutrofilos
com L. braziliensis teve resultado contrario. Em cultura de macrofagos e neutrdfilos
BALB/c infectados com L. braziliensis mostraram uma reducéo de células infectadas e
carga parasitaria, essa interacdo foi associada com aumento na producdo de TNF-a e
superoxido que desempenham papeis importantes na ativacao classica de macrofagos
(NOVAIS et al., 2009). Os neutrofilos (cavidades peritoneais) inflamatérios foram
cultivados com macrofagos infectados com L. amazonensis isolados de cavidades
peritoneais, 0os macrofagos foram capazes de destruir os amastigotas de L. amazonensis,
e na auséncia de neutrofilos notou-se concentragfes baixas de IL-10, IL-12, IFN-y, em
contraste com as concentracdes altas de TNF-a, MCP-1 e IL-6 mostrando um ambiente
totalmente inflamado (CARMO et al.,, 2010). Os neutr6filos desempenhando papel

protetor na interacdo com macroéfagos infectados.
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A funcéo essencial dos neutrdfilos € eliminar bactéria via fagocitose e promover
reparacao tecidual apds infeccdo ou lesédo do tecido (RIBEIRO GOMES et al., 2012).
Outra fungéo importante é modular o microambiente e influenciar o tipo de resposta via
secrecdo de quimiocinas e citocinas. Os neutrofilos de C57BL/6 expostos a L. major
secretaram CCL3 que € um quimioatraente para ceélulas dendriticas imaturas (iCD),
enquanto os neutréfilos de BALB/c tiveram uma baixa produgédo de CCL3 (deple¢éo de
neutrofilos teve reducgdo significativa em iCD confirmando o resultado) (CHARMOY et al.,
2010). Os neutrdfilos infectados por L. major, que foram capturados por células
dendriticas, foram capazes de reduzir expressdo de MHC-Il, CD40 e CD86 em
comparagdo com células dendriticas que capturaram neutrofilos nédo infectados
(RIBEIRO-GOMES et al., 2015).

As funcdes do Macroéfago

Os macréfagos estdo amplamente distribuidos no corpo humano e séo
comumente usados para manter a homeostase além também de resistir a invasédo de
patogenos (DAVIES et al., 2013).

Os macréfagos podem estar em repouso (naive ou M0) ou podem estar ativados
via classica proé-inflamatoria (M1) ou estar ativados via alternativa anti-inflamatoéria (M2),
estes fendtipos sdo devidos aos estimulos recebidos pelo microambiente em que estdo
inseridos (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018).

Macrofagos ativados classicamente ap0s o reconhecimento do patégeno pelos
receptores de superficie, fatores de transcricdo como AP-1, STATs, NFk-B e IRFs séo
ativados e deslocados para regiao promotora dos seus respectivos genes, presente no
nacleo, o qual aumenta producdo de citocinas pro-inflamatorias tais como TNF-alfa, IL-
1b, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23 e IFN, aumento de fagocitose, producéo de espécies reativas
de oxigénios e nitrogénios que atuam na eliminacdo e controle intracelular do patdogeno
(TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018). Mondcitos foram infectados com L. braziliansis e
depois estimulados com IFN-y (citocina produzida por Thl aonde IL-12 atua na sua

diferenciacdo) levando ao aumento de espécies reativas de oxigénios (ROS) que
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conduziu para morte parasitaria e controle da infeccdo, dados que mostraram a
importancia do mecanismo ROS e sua dependéncia de IFN-y. Em contraste, oxido nitrico
(NO) ndo mostrou um papel essencial no controle da infeccdo por L. braziliansis em
camundongos (NOVAIS et al., 2014).

Macrofagos ativados alternativamente ou M2 exibem um fendtipo
imunorregulador e/ou anti-inflamatorio que se relaciona com remodelacédo e reparacao
do tecido lesionado. O M2 foi caracterizado inicialmente pela expressao do receptor de
manose (CD206), mas o M2 sofre diferentes estimulos como IL-4, IL-13, IL-10, TGF-b,
M-CSF, vitamina D e imunocomplexos que induzem macrofagos M2 (TOMIOTTO-
PELLISSIER et al., 2018). Além disso, a IL-21 é capaz de reduzir INOS, CD86, TLR-4,
IL-6 e TNF-a via fosforilagdo STAT3 induzindo a manutencéo do fenétipo M2 (LI et al.,
2013). O M2 tem fungéo reguladora devido a secregao de IL-10 em resposta ao receptor
Fc-y (SUTTERWALA et al.,, 1998). As células Th2 sdo poderosas estimulantes para
polarizacdo de M2 devido sua alta secrecdo de IL-4, esse mecanismo de polarizacéo
pode estar relacionado ao fator de ativacdo dos macrofagos (MAF) e fatores de
transcricdo (MAFB) (JENKINS et al., 2011 e AZIZ et al., 2009).

Uma boa resposta imunoldgica ao agente etiolégico da leishmaniose cutanea é
o equilibrio entre a polarizacdo M1 e M2, porque 0 organismo precisa de uma resposta
M1 que seja eficaz na eliminacdo do parasito, mas também é danosa ao tecido
provocando lesdes. Entdo, nesse momento, € necessaria uma resposta M2 para controlar
M1 e realizar o reparo tecidual local. O desequilibrio na resposta imunologica pode ser

muito danoso com desfechos clinicos néo favoraveis ao hospedeiro.

As funcdes da Célula Dendritica (DC)

As células dendriticas em estado imaturo residem em todos os tecidos
periféricos, sdo apresentadoras de antigenos profissionais (APCs). As DCs podem ser
divididas em duas categorias: DCs plasmocitéides secretoras de IFN-I e DCs
convencionais capazes de internalizar antigenos, processa-los e apresenta-los para

células T no linfonodo sendo capaz de modular suas respostas (ABBAS et al., 2018). O
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processo de maturacdo das DCs consiste em primeiro; aumento na expressao do
complexo maior de histocompatibilidade (MHC) e coestimuladores CD40, CD80, CD86,
CD54; segundo, baixa captura e fagocitose de antigenos; terceiro, produc¢éo de citocinas;
quarto, diferentes padrbes de expressdes de receptores de quimiocinas e quimiocinas,
permitindo sua migracéo e recrutamento de outras células para o local da infeccéo (REIS
et al., 2004).

DCs séo capazes de internalizar antigenos via receptor Fc, receptor de lectina
tipo C (CLRs), receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), como Toll-Like. As
interacOes dos antigenos com receptores permitem que as DCs reconhecam uma gama
de microrganismos e liberem diferentes estimulos (TAKEDA et al.,, 2004). DCs com
parasitas em seu interior migram do tecido para transportar antigenos ao linfonodo (HU
et al.,, 2013). As DCs séo capazes de iniciar uma das ligacées do sistema inato ao
adaptativo, elas iniciam uma resposta imune especifica ao antigeno da Leishamania e
sao a principal fonte de IL-12 para manutencédo de Thl (STEBUT et al., 1998). Estudos
anteriores tém mostrado importante papel decisivo das DCs do tecido cutaneo, as DCs
de langerhans na ativacdo de linfocitos T mediante apresentacdo de antigenos da
Leishmania (BLANK et al., 1983; MOLL, 1993; AKUFFO et al., 1993). As células de
Langerhans sdo células dendriticas apresentadoras de antigenos que residem no epitélio
(ROMANI et al., 2010).

Sistema Adaptativo e resposta Thl

A reacao inflamatoria inicial € acompanhada simultaneamente pela acdo de DCs
que migram aos linfonodos e apresentam antigenos aos linfocitos T, com sinais
coestimulatorios e as citocinas produzidas, estimulam a diferencia¢do dos linfocitos T em
linfécitos TCD4* Thl, Th2 ou outros subconjuntos (XU et al., 2004). As fases de resposta
da célula T se inicia no érgao linfoide: com reconhecimento do antigeno; ativacdo dos
linfocitos; proliferacdo; diferenciacdo e sua funcdo efetora esta ja no tecido periférico
(ABBAS et al., 2018).
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As DCs internalizam Leishmania e utilizam as moléculas de MHC classe | e
classe Il apresentam antigenos aos linfécitos T. Mas antes do desenvolvimento das
células Thl, o IFN-y é produzido principalmente por células Natural Killer (NK) que
recebem estimulos das células dendriticas nos linfonodos (SCHARTON et al., 1993).
Apés apresentacao dos antigenos (L. major), as DCs passam a produzir IL-12p70 (A IL-
12 é responséavel pela diferenciacdo das células Thl e pela inducdo de imunidade
mediada por células) funcional que é extremamente importante para diferenciacdo de
células T naive (ThQO) para o subconjunto de Thl e sua polarizacdo que resultara na
producdo de mais IFN-y. Esse IFN-y que € produzido por Thl estimulando a polarizacao
dos macréfagos para o fenétipo M1 que resultara na destruicdo de microrganismos
intracelulares via aumento de ROS e citocinas pro-inflamatérias como TNF-alfa, IL-1b, IL-
6, IL-12, IL-18, IL-23 e IFN-1, como foi mostrado anteriormente (HENRY et al., 2002 e
SCOTT et al,. 2016).

Ativacdo Thl, células T CD4+ produtoras de citocinas que séo correlacionadas
com resposta imune efetiva a leishmaniose mucosa o que néo leva necessariamente a
eliminacdo do parasito e ainda pode ser prejudicial ao hospedeiro quando ndo modulada
devidamente (BACELLAR et al,. 2002). A IL-10 tem um papel importante na modulacéo
negativa da resposta Thl que torna pacientes com VL e CL incapazes de produzir IFN.
Por outro lado, a IL-10 adicionada é capaz de regular negativamente as respostas de
células T em individuos curados de VL (BACELLAR et al,. 2002). No inicio da infeccao
por L. braziliensis as células T sao reguladas negativamente por IL-10 o que pode resultar
na multiplicacdo parasitaria (ROCHA et al,. 1999). Nesse raciocinio, a resposta inicial
para CL deveria ser Thl (eliminacdo da carga parasitaria) que venha ser posteriormente
controlada negativamente por IL-10 evitando assim as lesdes caracteristica da CL (em

qgual momento IL-10 deveria controlar a resposta, ndo se sabe).

Sistema Adaptativo e resposta Th2

Células T helper (Th) CD4 sdo muito importantes durante uma resposta imune

adaptativa. Mossman e Coffman foram os primeiros a reconhecer a existéncia de
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subconjuntos de Th, que receberam a nomenclatura de Thl e Th2, as quais séo cruciais
na resposta imune adaptativa (MOSSMAN et al,1986).

Células T CD4 desempenham um papel chave durante a resposta imune
adaptativa. Durante a diferenciacdo de CD4 que ocorre via sinalizagao e coestimulagéo
do receptor de célula T (TCR), os sinais recebidos pela célula T € capaz de determinar o
destino e comprometimento desta célula. Por exemplo, com as ligacbes TCR—-MHC-Il e
IL-4-IL-4Ra/yc tem a transducéo do sinal que ativa fator de transcricdo 6 (STAT6), o qual
desempenha um papel importante durante a diferenciagdo Th2, embora essa
diferenciacdo possa ocorrer também na auséncia de IL-4 sob certas condi¢des in vivo
(TAKEDA et al,. 1996 e JANKOVIC et al,. 2000). Agora, diferenciacado Th2 é dependente
ou independente de IL-4, ambas ativam o fator de transcricdo GATA-3 que € responsavel
pelas mudancas epigenéticas em muitos loci de genes especificos para Th2 (ZHENG et
al,. 1997 e PAl et al,. 2004).

Diferente da Th1 que é crucial para infec¢@o por microrganismo intracelular a Th2
€ direcionada para infeccdes de parasitas extracelulares, tais como helmintos; Th2
também é responsavel pelo desenvolvimento de algumas doencas alérgicas e asmaticas
(ZHU et al,. 2015). Th2 via IL-4 induz células B a produzirem anticorpos do is6tipos IgG1
e IgE que estimulam degranulacdo dos mastocitos; producéo de IL-4 e IL-13, células Th2
induzem ativacdo alternativa de macrofagos M2 (KOPF et al,. 1993 e GORDON et al,.
2003). A producao de IL-4 e IL-13 pela célula Th2 é capaz de estimular a polarizacao dos
macréfagos em direcdo a ativacdo alternativa de M2 o que resultaria na expressao do
fendtipo imunorregulador e/ou anti-inflamatério que se relaciona com a remodelagéo e

reparacao do tecido lesionado, além da producéo de IL-10.

A producéo de IL-4 durante a resposta imune inata demostrou possuir influéncia
na capacidade de resposta do subconjunto Thl para IL-12, essa influéncia acontece
devido a IL-4 diminuir a expresséo do receptor da IL-12 e como consequéncia de pouco
receptor tera pouca resposta a IL-12 e uma supressao do subconjunto Thl (LAUNOIS et
al,. 1997). Ao analisar IL-12 in vitro num experimento de células de camundongos
transgénicos com TCR especifico para ovoalbumina, foi observado que células Thl e

Th2 expressaram a cadeia do receptor IL-12Rb1, entretanto a cadeia do receptor IL-
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12Rb2 (responsavel pela sinalizacédo intracelular) ndo foi expressa em células Th2
(JONES et al,. 1998). A perda da capacidade de resposta da célula T para IL-12 € um
evento crucial para a diferenciacéo das células T em direcdo ao subconjunto Th2.

Sistema Adaptativo e resposta Treg

O desfecho clinico da leishmaniose € dependente da capacidade e habilidade do
organismo do hospedeiro em controlar a resposta imunolégica uma vez iniciada contra o
agente invasor. Boa parte dos Individuos infectados com Leishmania braziliensis
desenvolve lesGes cutaneas localizadas que sao facilmente tratadas enquanto outros
individuos tém desenvolvimento de lesGes mais graves da doenca, mutiladora como
leishmaniose cutdnea mucosa ML (GOLLOB et al., 2005). Lesdes que séao desenvolvidas
pelo proprio hospedeiro devido uma resposta tao intensa e desequilibrada gerando dano

ao tecido.

Individuos infectados com leishmaniose cutanea normalmente possuem
concentracbes elevadas de citocinas pro-inflamatérias quando comparados com
individuos saudaveis. A IL-10 mostrou regular negativamente IFN-y em culturas de
células sanguineas de pacientes com ML (BACELLAR et al,. 2002). A principal fonte de
producdo da IL-10 em pacientes com ML é a célula T reguladora, mostrando um papel

diferente das demais CD4+.

Comparacédo entre assintomaticos e pacientes com doenca ativa mostrou que
individuos assintomaticos apresentaram baixas concentracdes de IFN-y enquanto tinham
concentragbes elevadas de IL-10 em sobrenadante de cultura, sugerindo um papel
protetor da IL-10 (BITTAR et al,. 2007). Esses dados sugerem que pacientes que
desenvolveram a forma mais grave da doenca ML carecem de uma regulacao entre
citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias que € feita pela IL-10, como um dos

mecanismos de controle da resposta imunologica.
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2.5 As funcgbes da Interleucina 12

A IL-12 é capaz de influenciar o desfecho de céancer, infec¢cdo e processos de
doencas inflamatérias; esta proteina é capaz de influenciar células B; pode estimular
citotoxicidade e producdo de IFN-y por células NK, e possui influéncia também nas
células T (TAIT et al,. 2019).

No ano de 1989, Trinchieri e colaboradoes conseguiram purificar a IL-12, uma
proteina heterodimérica composta pelas subunidades 35kDa e 40kDa, conforme a fig. 9,
que sao conectadas por ligacbes dissulfetos (TAIT et al,. 2019). O gene do menor
mondmero 35kDa possui cadeia alfa e € encontrado no cromossomo 3, enquanto o gene
de maior monémero 40kDa é encontrado no cromossomo 5. A expressdo dos dois
mondmeros resulta na formacao do heterodimero p70 biologicamente ativo (ULLRICH et
al,. 2020).

Na busca para revelar o receptor da IL-12, o estudo de Chua e colaboradores
mostrou que o receptor € um complexo heterodimérico formado por IL-12RB1 e IL-12RB2
(CHUA et al,. 1994). O receptor IL-12B1 (IL-RB1) é codificado no cromossomo 19 e tem
um peso molecular de 100kDa, € uma proteina transmembranar com dominio extracelular
contendo 516 aminoacidos que interage com a subunidade IL-12p40 e que
interessantemente faz parte do receptor IL-23 (CHUA et al,. 1994). O gene que codifica
o receptor I1L-12B2 (IL-RB2) é localizado no cromossomo 1 e é traduzido para uma
proteina extracelular contendo 595 aminoacidos e peso molecular de 130kDa que vai
interagir com a subunidade IL-12p35 (PRESKY et al,. 1996). A subunidade IL-12RB2 é
responsavel pela sinalizagéo intracelular pelo fato de possuir residuos de tirosina em seu
dominio citoplasmatico (CHUA et al,. 1994 e PRESKY et al,. 1996). O componente IL-
12p40 também pode se associar com IL-23p19 e forma a proteina IL-23 que possui
receptor heterodimero formado por IL-12RB1 e IL-23Ra (TAIT et al,. 2019).
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Figura 9. Familia de citocinas heterodimerica. Fonte: André Jefremow, 2020.

A sinalizagdo via receptor TCR aumenta a expressao de outros receptores nas
células T, os que as tornam responsivas as citocinas presente no microambiente que
pode desencadear diferenciacdo e amplificacdo de determinado subconjunto de
linfécitos, isso acontece devido ao comprometimento com a via e inibicdo de outras vias.
Por exemplo, a sinalizacdo IL-12 promove a expressao T-bet que esta associado ao
desenvolvimento do subconjunto Thl, e consequentemente, inibe a expressao do fator
de transcricdo ROR-yt que estd associada ao desenvolvimento do subconjunto Th-17
(TAIT et al,. 2019). Nessa mesma linha, IL-4 e IFN-y sdo capazes de modificar
significativamente a expressao do receptor IL12RB2, que ndo é expresso em células T
naive, mas tem a expressao induzida apés a apresentacédo do antigeno por uma APC. A
IL-4 inibe a expresséo IL-12RB2 causando a perda da sinalizagdo IL-12, proporcionando
um ponto de regulacao para promover o comprometimento da via Th2. Tratamento com
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IFN-y no inicio do desenvolvimento Th2 mantem a expresséo do IL-12RB2 e restaura a
sinalizacdo IL-12, mas nao inibe diretamente a produgao de IL-4 ou producgéo de IFN-y.
(SZABO et al,.1997).

Snijders e colaboradores mostraram que em mondcitos a regulagdo acontece nas
sinteses das subunidades, porque a subunidade p40 é produzida em maior escala
quando comparada com a subunidade p35, sugerindo que a cadeia p35 € a etapa
limitadora da taxa de secre¢do da IL-12p70 biologicamente ativa (LIU et al,.2003 e
SNIJDERS et al,. 1996). Wang e colaboradores propuseram o seguinte modelo em que
diversos fatores de transcricbes caminham pela via ICSBP para regulacédo da IL-12p40.
Estimulacdo por LPS, ligacdo CD40/CD40L, IFN-y e patdgenos sdo capazes de ativar
fatores de transcrigdo como NF-kB (LPS e CD40/CD40L) e STAT1 (IFN-y e pat6genos)
ambos os fatores estimulam a atividade do ICSBP (do inglés IFN Consensus Sequence
Binding Protei) o qual € montado na regido promotora da IL-12p40 (WANG et al,. 2000).

2.5.1 Sinalizacao IL-12
Uma vez que IL-12 é produzida por células APC, esta ativa um fator de transcri¢ao

especifico em células Th, varios estudos demostraram que o STAT4 é o fator de
transcricao requerido pela IL-12 para diferenciagdo em Th1l enquanto Th2 responde a IL-
4 via STAT6 (SINIGAGLIA et al,. 1999). Em células Thl, a interagdo IL-12/IL-12R resulta
na fosforilagdo da tirosina 693 e serina 721 do STAT4. Entdo STAT4 se transporta para
0 nucleo ligando-se em sequencias especifica do DNA levando a transcricdo de genes

de citocinas inflamatorias como IFN-y.

A expressao de T-bet em células T ativada é dependente de IFN-y e STAT1, mas
€ independente de STAT4, interessantemente, é que expressado do IFN-y depende da
sinalizacdo intracelular da IL-12 em células T, vias T-bet e STAT4 s&o vias
aparentemente independentes, porém ambas atuam no desenvolvimento do fenétipo
Thl. Enquanto a expressao do T-bet € induzida pela sinalizacdo do IFN-y, a ativacdo da
IL-12 resulta na ativacdo do STAT4 que é responsavel por inibir GATA-3 se
comprometendo com o fenétipo Thl (AFKARIAN et al.,2002).
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Figura 10. llustracdo da via de sinalizacdo IL-12, criada no site Biorender. Fonte: acervo pessoal,
2022.

2.6 Variantes genéticas

Os alelos variantes surgiram por mutagcdo nos genes em algum momento no
passado. Se existirem pelo menos dois alelos relativamente comuns do locus na
populacdo, diz-se que o locus exibe polimorfismo, considerando uma variante comum
quando encontrada em mais de 1% de cromossomos na populacdo geral, a variante
constitui o que é conhecido como polimorfismo genético. Além de um alelo normal ou
dois alelos polimérficos normais, os loci também podem possuir um ou mais alelos
variantes raros. Alguns desses alelos raros foram originalmente identificados por
causarem doencas genéticas, e outros podem aumentar a suscetibilidade a doenca.
Alguns polimorfismos sé@o devidos as variantes que consistem em dele¢des, duplicacdes,
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triplicacbes e assim por diante, de centenas a milhdes de pares de bases de DNA
(NUSSBAUM et al., 2008).

2.7 Variantes genéticas de IL12B

O gene IL12B humano, localizado no braco longo do cromossomo 5g33.3, codifica
a subunidade da IL-12p40 da IL-12 (MANOLOVA et al,. 2020). Gene IL12B possui 8
Exons e 7 Introns, 15.708pb, 328aa. Ao longo do IL12B existem varias variantes
distribuidas nos exons, introns, regido UTR e regido promotora do gene, dentre essas
variantes foram selecionadas as seguintes rs2569253, rs919766, rs3181224 e rs3181225
para serem estudadas (Fig.11).

Chr S
B HEadn 90qd a8 90 §yaoq R I B I R B B R
w 0N 0 on <= T MO MO N -t NN ™M M - w - - ™ O M o dd NNOOOM b 4 0n w w
e . B B B ) -0 - . B B . R D - SR . B | o o - - NN N N N OO OO OO0 O O m
o Q Q Q 2 QT T T T o T T o T T T T U U O o0 T T ooOTCT T T UOoTUT
I |1 X == I N I N = E I
‘ n
A A\
r A\
.159.332K 159.330 K 159.3_;8’( 159.326 K 159.324 K 159.322 K 159.320 K 159.318 K 159.316 K 159.314 K I 159.312 K
‘—_TT\\\\Tii\\ 1‘111<w\‘w1]<1"‘:';iler‘,!\!“\!‘l \\‘\‘
- — ——| .
2 i
o o8 RO
(’q’ @ © <

€«

Figura 11. Gene IL12B e variantes. Fonte: Souza JL, 2021.
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3. JUSTIFICATIVA

Diversos sao os estudos envolvendo perfil imunoldgico e marcadores genéticos na
Leishmaniose Cutanea, entretanto, estudando a espécie L. guyanensis somos pioneiros.
A suscetibilidade de humano a fendtipos da leishmaniose, tal como a doenca per se, é
parcialmente controlada por determinantes genéticos. De particular interesse € o papel
de genes envolvidos no sistema imune sobre o controle da suscetibilidade do hospedeiro
as doencas infecciosas causadas por diferentes parasitos intracelulares. Considerando a
importancia da sinalizacdo e ativacdo das respostas celulares através da acédo de
citocinas como IL-12 e IFN-y na eliminacdo do protozoario Leishmania, ao nosso
conhecimento, até o0 momento estudos de polimorfismos genéticos do gene de IL12B
ainda nao foram realizados em pacientes acometidos por Leishmanioses. A nossa
hipétese é de que variacBes genéticas presentes no gene de IL12B possam estar
envolvidos diretamente com o resultado da doenca, no controle ou para suscetibilidade
do hospedeiro a infecgdes causadas por Leishmania. A realizagdo deste estudo
possibilitara contribuir com novas compreensdes dos mecanismos moleculares da

doenca visando possiveis futuras intervencgdes terapéuticas dos pacientes.

OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar variantes genéticas presente em regides do gene IL12B em pacientes com

Leishmaniose Cutanea causada por L. guyanensis no estado do Amazonas.

4.2 Objetivos especificos

e Analisar variantes genéticas de base unica (SNV) em regides do gene de IL12B
em pacientes Leishmaniose Cutanea causada por L. guyanensis e em individuos

controles;
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e Correlacionar as variantes estudadas com a suscetibilidade ou protecdo a
leishmaniose cutanea;
e Correlacionar as variantes estudadas com os niveis de citocinas plasmaticas de

individuos controles.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Tipo de Estudo

Estudo de caso e controle com componente analitico de associacéo, consistindo
na comparacdo das diferentes variaveis entre pacientes e individuos saudaveis, cada
populacéo foi constituida por individuos sem relacao de parentesco e todos procedentes
da mesma area endémica. Este estudo foi proposto a partir dos objetivos contemplados
pelo projeto “Polimorfismos genéticos dos genes envolvidos na resposta imune e na

cicatrizacdo das lesdes em pacientes com leishmaniose cutanea”.

5.2 Aspectos Eticos

O presente trabalho obteve aprovagdo no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacdo de Medicina Tropical — Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), no dia
31/05/2013, sob o parecer de niumero do CAAE: 09995212.0.0000.0005 e seguiu as
recomendacdes da Declaracao de Helsinque, e as resolu¢gdes do Conselho Nacional de

Etica em Pesquisa (CONEP) sobre pesquisa em seres humanos, com as resolugdes CNS
446 de 12/12/2012 e 441/2011.

5.3 Area de Estudo

O presente estudo foi realizado em individuos residentes de regides endémicas
para leishmaniose localizadas nas proximidades do municipio de Manaus, rodovias AM-
010 Manaus — Itacoatiara; e BR-174 Manaus — Boa Vista. Algumas das localidades
utilizadas para o estudo apresenta casos confirmados de leishmaniose: BR-174 - Ramal
do Pau-Rosa e Ramal da Cooperativa e suas vicinais (Km 21); AM-010 - Ramal Agua

Branca | (Km 32) e Ramal Agua Branca Il (Km 35), Ramal do Le&o (Km 37). Estas regides
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sao caracterizadas por serem areas de floresta tropical que ao longo dos anos sofreram
desmatamento, com presenca de moradia proxima as areas de mata e populacdo que
utilizam de atividades agropecuarias como fonte principal de renda, contudo individuos

expostos e suscetiveis a infecgédo por Leishmania.

5.4 Populacédo de Estudo

A populacdo de estudo € constituida por 1.600 individuos, dentre os quais, 800
pacientes com Leishmaniose Cutanea (LC) e 800 controles, individuos saudaveis e sem

histérico de Leishmaniose procedentes das mesmas areas endémicas.

5.5 Pacientes com leishmaniose cutanea

Os pacientes convidados a participar deste estudo foram individuos de ambos os
sexos, atendidos na FMT-HVD com procedéncia do estado do Amazonas e idade entre
12 e 65 anos. O diagnéstico clinico da Leishmaniose foi realizado com apoio de médicos
especializados, sendo a Leishmaniose Cutanea definida pela presenca de uma a seis
lesBes ulceradas na pele. A confirmacdo do diagndstico foi mediada em pelo menos um
dos exames: Pesquisa direta de amastigotas de Leishmania em esfregacos de material
escarificado da borda das lesGes corado com GIEMSA; observagcdo de amastigotas em
exame histopatolégico corado em Hematoxilina e Eosina. Depois da confirmacao por
exame direto o paciente foi convidado a participar do estudo, momento este em que foi
aplicado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Durante aplicacdo do
TCLE foi realizado uma explicacdo sobre o estudo e em seguida realizada a entrevista
do paciente sendo aplicado um questionario para coleta de informacdes pessoais e do
quadro clinico do paciente. Em caso de pacientes menores de 18 anos, o TCLE foi
apresentado e assinado por um dos responsaveis ou guardido legal.

Apos a confirmacéo do diagnostico pelo exame direto foi feito uma biopsia da leséo
para identificacdo da espécie.

Ressaltando que a populagdo pertencente ao grupo caso S0 sem parentesco

entre si e sem parentesco com o grupo controle.
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5.6 Grupo Controle

O grupo controle foi constituido de individuos provenientes das mesmas regiées
endémicas dos individuos do grupo caso avaliado, sem desenvolvimento da doenca
aparente (sem histérico de lesédo). O recrutamento de individuos controles foi realizado
por meio de visitas da equipe de pesquisa as localidades de regibes endémicas
previamente citadas. Foram incluidos na populacao controle individuos sem parentesco
entre si e sem relacdo de parentesco com pacientes com Leishmanioses. Apés
explicacdo do projeto e aceite em participar do estudo foi aplicado o TCLE para o
consentimento do participante, assim como aplicado formulario para coleta de

informagdes pessoais.

5.7 Material Bioldgico

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo contendo anti-coagulante
EDTA (4cido etileno diamino tetra-acético) dos pacientes e dos individuos controles. As
amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Pesquisa em Doencas Endémicas
(LPDE) da FMT-HV onde foi realizada a extracdo de DNA e separa¢ao do plasma para
dosagem de citocinas e quimiocinas. A amostras de plasmas dos individuos de ambos

os grupos foram armazenadas no freezer a -80°C.

5.8 Extracdo de DNA

As amostras de sangue periférico dos participantes foram centrifugadas a 2.000
rotacdes por minuto (RPM) em centrifuga de bancada durante 10 minutos, sendo
coletados aproximadamente 220 a 400 pL da camada de leucocitos (Buffy Coat). A
extragdo de DNA foi realizada segundo a metodologia de “salting-out” (Sambrook, 1986).
As amostras de DNA purificadas foram eluidas em &gua livre de nucleases e

armazenadas a —80°C.

5.9 Critérios da selecédo das variantes

Utilizando bancos de dados publicos que estdo disponiveis na plataforma
SNPinfo Web Server, selecionamos as variantes para o estudo (SNPinfo, 2022). Para

escolha das variantes foi usado como critérios como, taxa global da frequéncia de menor
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alelo (MAF = 5%); marcadores tido como tag SNP que carregam informacao de
determinado bloco formado por variantes que estdo em desequilibrio de ligagdo. As
variantes tag SNP foram selecionadas visando uma maior cobertura do gene e reducao
do numero de variantes para ser estudada.

Uma vez que a variante € tag SNP em determinada populacéo nao significa que
a mesma serd tag SNP em outra populacdo isso é possivel devido a diferenca na
informacao genética que cada populagéo carrega.

Ao todo, quatro variantes distribuidas em diferentes regides do gene IL12B foram
selecionadas, uma variante na regido do 2 intron do gene (rs2569253), outra na regiao
do 4 intron (rs919766), duas na regidao 3’'UTR do gene (rs3181224 e rs3181225). Todas
as variantes selecionadas estdo distribuidas em regibes nado codificantes de

aminoacidos.

5.10 PCR das variantes no IL-12B

A PCR foi otimizada com adequacgdes das concentracdes de cada reagente. Para
as variantes rs3181224 e rs3181225 (mesmo par de primer), rs919766 e 2569253 foram

desenhados um par de primes para cada variante, conforme a tabela 01 abaixo.

SNV Pares de Primers
rs3181224
1$3181225 IL12B1225F: 5'- GGA CAG TCC TGG AGA CTA TC-3'
S IL12B1225R: 5-TCT TTG CCA ACC TTT GGA GCA-3’
rs919766 IL12B9766F: 5- GGG TCA GAA GAG CTG AAG TCA AAG-3’
IL12B9766R: 5-TCC ATA TTC ATT TAG TCC AGA GAC-3’
rs2569253 IL12B253F: 5'- TGC CTT ACA TTT GAC TGA GGA TT -3’

IL12B253R: 5’- CAC TGG TGA TTT AAA ACA GAG GG -3
Tabela 01. SNV e primes, 2021.

A reacdo da PCR foi preparada com volume final de 25uL contendo, 1,0 mmol/L
de MgClz, tampéao contendo 500mmol/L de KCl e 100mol/L de Tris-HCI (pH8,3), 40umol/L
dNTP, 0.2pmol/L de cada primer forward e reverse, 40 ng de DNA e 1U de Taq
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polimerase. No termoclicador foi criado um programa especifico para cada variante,
conforme a tabela 02, abaixo. Apds o termino da PCR a mesma foi testada em gel de
agarose a 2% corado com brometo de etidio.

Ciclos Deantqragao Desnaturagcdo Anelamento Extenséo Extgnsao Tamanho
Inicial Final em pb.
rs3181224
X38 56.6°C/15s 361pb
rs3181225
95°C/5min 95°C/15s - 72°C/30s 72°C/7Tmin
rs919766 X40 58°C/15s 228pb
rs2569253 X38 53°C/15s 201pb

Tabela 02. Programa de ciclagem para cada SNV, 2021.

5.11 Genotipagem das variantes do IL12B

A digestdo enzimatica para a variante rs3184224 foi preparada com volume final
de 20uL, contendo 10uL do produto de PCR, tampéao cutsmart 25x e 1/4 U de enzima de
restricdo HpyCHA4lIl com o seguinte sitio 5’...ACN’'GT...3’ e atividade a 37°C. Na presenca
do alelo A o fragmento permanece 361pb enquanto na presenca do alelo G é gerado
fragmentos de 297pb,59pb e 5pb. A separacao dos fragmentos foi feita em gel de agarose
3% corado com brometo de etidio. A discriminacdo genotipica fica semelhante a figura
12, abaixo.

~

696 697 698 699 700 660

AG AJA AA AA AA G/G

DIG.GEL 3% IL12-1224 PLACA 122133 CASO 09/08/21 IMG.9711

Figura 12. Discriminacao genotipica rs3181224. Fonte: acervo pessoal, 2021.

A digestdo enzimatica para a variante rs3184225 foi preparada no volume final
de 20uL, contendo 10uL do produto de PCR, tampéao cutsmart 25x e 1/4 U de enzima de
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restricdo Mboll com o seguinte sitio 5’...GATC...3’ e atividade a 37°C. Na presenga do
alelo G o fragmento permanece inalterado com 361pb enquanto na presenca do alelo A
€ gerado fragmentos 287pb e 74pb. A separacdo dos fragmentos foi feita em gel de
agarose 3.5% corado com brometo de etidio. A discriminagéo genotipica fica semelhante

a figura 13, abaixo.

264 265 266 267 268 269 270 271 272 273 274 275 276 278 M

AG GG GG GG - AG GG GG AIG AA GIG

DIG. MBO1 GEL3.5% IL12-1225 PLACA1 PARTE 1 CASO 13/07/21

-

Figura 13. Discriminacdo genotipica rs3181225. Fonte: acervo pessoal, 2021.

A digestéo enzimatica para a variante rs919766 foi preparada no volume final de
20pL, contendo 10uL do produto de PCR, tampao cutsmart 25x e 1/4 U de enzima de
restricdo BsaJl com o seguinte sitio 5'...C’'CNNGG...3’ e atividade a 60°C. N presenca do
alelo C é gerado fragmentos de 121pb, 60pb e 47pb enquanto na presenca do alelo A é
gerado fragmentos 168pb e 60pb. A separacdo dos fragmentos foi feita em gel de
agarose 3.5% corado com brometo de etidio. A discriminagcéo genotipica fica semelhante
a figura 14, abaixo.

-

807 808 809 810 812 813 814 CT -

A/C A/A A/A AA A/A A/A A/A CT -

Figura 14. Discriminagdo genotipica rs919766. Fonte: acervo pessoal, 2021.
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A digestdo enzimatica para a variante rs2569253 foi preparada no volume final
de 20pL, contendo 10uL do produto de PCR, tampéao cutsmart 25x e 1/4 U de enzima de
restricdo BsaJl com o seguinte sitio 5’...C’'CNNGG...3’ e atividade a 60°C. Na presenca
do alelo T € gerado fragmentos 155pb e 46pb enquanto na presenca do alelo C é gerado
fragmentos 110pb, 46pb e 45pb. A separacéo dos fragmentos foi feita em gel de agarose
3.5% corado com brometo de etidio. A discriminac@o genotipica fica semelhante a figura
15, abaixo.

08 709 710 711 712 713 714 715 716 717 718 M

TC T/C T/C T/CT/C T/T T/C C/C

Dig. REP. Gel 3.5% BsaJ1 IL12-253 Controle 07/04/2]

Figura 15. Discriminacgdo genotipica rs2569153. Fonte: acervo pessoal, 2021.

5.12 Quantificacdo de citocinas e quimiocinas em imunoensaio pelo método
Luminex

Os niveis plasméticos de IFN-y e IL-12 (p70), foram dosados em ambos 0s grupos
do estudo, pela utilizacdo de imunoensaio multiplexado com microesferas em um
analisador Luminex (Luminex®, MiraiBio, Alameda, CA) de acordo com as instru¢gdes do
fabricante. A dosagem foi realizada em microplacas de 96 pocos contendo microesferas

revestidas por anticorpos monoclonais contra os diferentes respectivos alvos.

5.13 Analise estatistica

As frequéncias genotipicas e alélicas das SNVs foram determinadas através de
contagem direta. O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi calculado comparando os
genoétipos observados com os esperados por meio do teste Chi-quadrado (x?) para cada
SNV. As comparacdes das frequéncias dos alelos e gendtipos entre os grupos (caso e

controle), foram calculadas utilizando pacote SNPassoc do software R (v.4.2.1), que
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conta com testes como x?, razéo de chance ou Odds Ratio (OR), intervalo de confianga

(IC) de 95% e o valor de p (sendo considerados significativos valores abaixo de 0,05).

O desequilibrio de ligacéo foi feito através do software Haploview versédo 4.2, e a
influéncia dos genotipos sobre as concentracdes de citocinas plasmaticas (IL12 e IFN-y)
foi analisada através do software R versdo 4.1.2, pacote ggplot 2. Considerando
significativos valores inferiores a P<0,05. Os valores de p foram corrigidos de acordo
Benjamini e Hochberg.

. RESULTADOS

6.1 Frequéncias alélicas e genotipicas dos SNVs do gene IL12B

E um estudo de caso e controle. Quatro SNVs do gene IL12B foram escolhidas
de acordo com a frequéncia de menor alelo (MAF), superior a 5% em diferentes
populacdes. Essas variantes sdo tags SNP de acordo com o desequilibrio de ligagdo com
varias variantes do gene em diferentes populacdes. Importante ressaltar que a populacéo
do estudo é uma miscigenacéo de nativos americanos (50-60%), europeus (40-50%) e
africanos (10%) (ANDRES et al., 2014).

O gene de IL12B possui o tamanho de 15.708pb, 8 exons, 7 introns e codifica
328 aminoacidos para formar a subunidade p40 da IL-12p70. As quatro variantes
rs2569253, rs919766, rs3181224, e rs3181225 estdo distribuidas ao longo do gene
IL12B, conforme a fig. 11.

As distribuicbes e comparacdes das frequéncias alélicas e genotipicas das
variantes rs2569253, rs919766, rs3181224, rs3181225 sdao demonstradas nas tabelas 4,
5, 6 e 7 respectivamente. As comparacdes entre 0s modelos codominante, dominante,
recessivo e superdominante juntamente com seus OD e IC 95%. Todas as variantes

estudadas se encontram dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg em ambos os grupos.
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FREQUENCIAS DOS GENOTIPOS E ALELOS, E COMPARACOES
rs2569253 ESTATISTICAS ENTRE CASO E CONTROLE

CASO (%)  CONTROLE (%)

Codominante TOTAL =682 TOTAL =671 OR[IC 95%)] Valor-p
TIT 315 (46,2%) 352 (52,5%) 1

TIC 284 (41,6%) 259 (38,6%) 1.22 [0.98-1.53]

CIC 83 (12,2%) 60 (8,9%) 1.53[1.07-2.22] 0.032
Alelos

T 914 (67%) 963 (71,7%)

C 450 (33%) 379 (28,3%)

Dominante

T/T vs C/T-C/C 1.28 [1.04-1.58] 0.021
Recessivo

CI/T-T/ITvs C/IC 1.40 [0.99-2.0] 0.052

Superdominante

T/T-CIC vs TIC 1.14 [0.90-1.4] 0.253

Abreviacfes: IC, intervalo de confianca; OR, odds ratio.

Tabela 03. Distribui¢cdes das frequéncias alélicas e genotipicas da SNV rs2569253 estudada do
gene IL12B, 2022
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rs919766

FREQUENCIAS DOS GENOTIPOS E ALELOS, E COMPARACOES
ESTATISTICAS ENTRE CASO E CONTROLE

Caso (%) Controle (%)
Codominante Total = 748 Total =719 OR?[IC"*95%)] Valor-p
AIA 578 (77,3%) 559 (77,7%) 1
AIC 153 (20,5%) 149 (20,7%) 1.01 [0.78-1.30]
CIC 17 (2,3%) 11 (1,5%) 0.67 [0.31-1.44] 0.579
Alelos
A 1309 (87,5%) 1267 (88,1%)
C 187 (12,5%) 171 (11,9%)
Dominante
A/A vs C/A-C/C 0.97 [0.76-1.24] 0.827
Recessivo
C/C vs C/A-AIA 0.67 [0.31-1.44] 0.296
Superdominante
A/A-C/C vs AIC 1.02 [0.79-1.31] 0.898

Abreviages: IC, intervalo de confianca; OR, odds ratio.

Tabela 04. Distribui¢cdes das frequéncias alélicas e genotipicas da SNV rs919766 estudada do

gene 1L12B, 2022.
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FREQUENCIAS DOS GENOTIPOS E ALELOS, E COMPARAGOES

rs3181224 ESTATISTICAS ENTRE CASO E CONTROLE
Caso (%) Controle (%)
Codominante TOTAL =755 TOTAL =781 OR[IC 95%)] Valor-p
AIA 664 (87,9%) 653 (83,3%) 1
AIG 87 (11,5%) 125 (16%) 0.68 [0.51-0.91]
G/G 4 (0,5%) 3 (0,4%) 0.76 [0.17-3.42] 0.036
Alelos
A 1415 (93,7%) 1431 (91,6%)
G 95 (6,3%) 131 (8,4%)
Dominante
A/A vs G/A-GIG 0.69 [0.52-0.93] 0.014
Recessivo
GIA-A/A vs GIG 0.46 [0.08-2.54] 0.671
Superdominante
A/A-GIG vs G/A 0.68 [0.51-0.91] 0.010

Abreviacgbes: IC, intervalo de confianca 95%; OR, odds ratio.

Tabela 05. Distribuicdes das frequéncias alélicas e genotipicas da SNV rs3181224 estudada do gene

IL12B, 2022.

48



FREQUENCIAS DOS GENOTIPOS E ALELOS, E COMPARAGOES

rs3181225 ESTATISTICAS ENTRE CASO E CONTROLE
Caso (%) Controle (%)
Codominante TOTAL =774 TOTAL =794 OR[IC 95%)] Valor-p
G/G 619 (80%) 658 (82,9%) 1
AlG 147 (19%) 128 (16,1%) 0.82 [0.63-1.06]
AIA 8 (1%) 8 (1%) 0.94 [0.35-2.52] 0.324
Alelos
A 163 (10,5%) 144 (9,1%)
G 1385 (89,5%) 1444 (90,9%)
Dominante
G/G vs G/IA-A/A 0.83 [0.64-1.07] 0.140
Recessivo
A/A vs G/A-GIG 0.97 [0.36-2.61] 0.959
Superdominante
A/A-GIG vs G/A 0.82 [0.63-1.06] 0.134

Abreviacgbes: IC, intervalo de confianca 95%; OR, odds ratio.

Tabela 06. Distribuicdes das frequéncias alélicas e genotipicas da SNV rs3183225 estudada do
gene 1L12B, 2022.

As variantes rs2569253 e rs3183224 mostraram diferencas entre as frequéncias
dos gendtipos e alelos entre os casos e controles. No modelo de heranca codominante
da variante rs2569253, individuos portadores do gendétipo heterozigoto T/C mostram
chance de risco de 22% para desenvolver a LC (OD 1.22, IC de 95%, 0.98-1.53, P=
0.032), individuos homozigotos para o alelo C (12,2%) tém risco de 53% para o
desenvolvimento LC (OD 1.53, IC de 95%, 1.07-2.22, P= 0.032). A suscetibilidade é
notada nos modelos dominante com 28% (OD 1.28, IC de 95%, 1.04-1.58, P= 0.021),
recessivo com 40% (OD 1.4, IC de 95%, 0.99-2.0, P= 0.052) como mostra a tabela 4.

Individuos heterozigotos A/G apresentam 32% (OD 0.68, IC de 95%, 0.51-0.91,
P= 0.01) chance de n&do desenvolver a LC em comparacado aos homozigotos A/A. No
modelo dominante, os individuos homozigotos para o alelo A tém 43% (OD 1.43, IC de

95%, 1.07-1.91, P= 0.014) de risco para desenvolver LC, também foi visto risco nos
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modelos superdominante 46% (OD 1.46, IC de 95%, 1.09-1.96, P=0.010) como mostrado

na tabela 06.

Em contraste, as outras variantes mostraram semelhancas nas frequéncias
alélicas e genotipicas entre os grupos do estudo onde o valor de p confirmou que nédo
houve correlacdo das variantes rs919766, rs3183225 com suscetibilidade ou protecao

contra LC, como mostrado nas tabelas 05 e 07, respectivamente.

6.2 Desequilibrio de ligacéo (DL) das variantes do IL12B

Com o intuito de avaliar as variantes que estdo sendo segregadas juntas, foi
calculado o desequilibrio de ligacdo entre as variantes, fig. 16

As quatro variantes genéticas distribuidas ao longo do gene IL12 estédo cobrindo
uma regido com mais de 10kb do gene, abrangendo 6 introns e 6 Exons. A variante
rs2569253 localizada no intro 2 possui uma distancia de 3.429pb da variante rs919766
localizada na regido do intro 4. A variante rs919766 tem uma distancia de 6.714pb da
variante rs3181224 que € proxima da variante rs3181225 com apenas 227pb de distancia
e ambas estdo na regiao UTR'. Todas as variantes estudadas estdo em regides que sao
conhecidas por ndo codificarem aminoacidos, mas pode estar envolvida na regulacéo da
sua respectiva proteina.

O bloco total que é composto pelos dois grupos (caso e controle) mostrou a
variante rs3181225 esta em DL com rs3181224 (r>=0.80) e variante rs919766 (r°=0.85),
a variante rs919766 esta em DL com a rs2569253 (r>=0.79).
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Figura 16. A distribui¢c@o e posicao das variantes no gene IL12, e a estrutura de desequilibrio de
ligacdo das diferentes variantes do gene IL12.

Com o programa Haploview foi possivel desenvolver os haplotipos pelo algoritmo
de maximizacao da expectativa (EM). A analise dos haplétipos mostrou 7 haplétipos, aqui
denominados de H1 a H7. Os haplotipos distribuidos entre os grupos caso e controle
mostraram diferengas, conforme a tabela 08.

Os haplétipos (H1) T/A/A/G e H3 C/A/A/A mostraram diferengas na comparacao
dos grupos do estudo (caso CS (50%) e controle CT (54%) e (CS (9%) e CT (6%)),
respectivamente. O haplétipo H1 esta associado a protecdo (OR 0.85; IC 95% 0.72-1.00;
p=0.06) e o haplétipo H3 C/A/A/A & suscetibilidade a LC (OR 1.6; IC 95% [1.20-2.27];
p=0.001).
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Hap. SNV253 SNV766  SNV224  SNV225 CS% CT% X2 OR IC 95% Valor P
1 T A A G 0,50 0,54 3.47 0.85 [0.72-1.00] 0.06
2 C A A G 0,24 0,21 289 12 [0.97-1.44] 0.08
3 C A A A 0,09 0,06 993 16 [1.20-2.27] 0.001
4 T C A G 0,08 0,06 202 13 [0.91-1.74] 0.15
5 T C G G 0,04 0,06 256 0.73 [0.50-1.08] 0.10
6 T A A A 0,02 0,03 2.84 0.62 [0.35-1.07] 0.09
7 T A G G 0,01 0,02 3.01 0.60 [0.33-1.05] 0.08

Abreviac8es: CS, grupo caso; CT, grupo controle; X2, Chi-square; OR, odds ratio.

Tabela 07. Distribuicbes dos haplétipos do gene IL12 na populagdo do estudo, 2022.

6.3 Avaliacédo da influéncia dos genotipos das variantes com as concentracdes de
citocina IL-12 e IFN-y.

Os genotipos das variantes foram correlacionados com os niveis plasmaticos das
citocinas IL-12 e IFN-y. As correlagbdes foram feitas em caso, controle e total (caso +
controle), conforme as figuras abaixo.

A correlacédo dos gendétipos (C/C, C/T e T/T) da variante rs2569253 com IL-12
nao mostrou nenhuma diferenca significante. Entretanto, individuos homozigotos C/C
mostrou uma baixa producao no grupo controle, quando comparado com 0s genoétipos
T/T e T/C, 0 mesmo é observado inversamente no grupo caso, conforme a fig. 17.

A influéncia observada, no grupo caso, da variante rs3181224 (p=0.03), sobre o
nivel plasmatico da IL-12 ndo pode ser considerada devido o nUmero amostral (n=2), ser
baixo por causa da baixa frequéncia do genoétipo homozigoto para o alelo G na populacéo
estudada, conforme fig. 18.

Os genotipos das variantes rs919766 e rs3181225 ndo mostraram correlagéo e

tendéncia com nivel de IL-12 circulantes, conforme fig. 17 e 18.

52



rs 2569253

rs 919766

Grupo controle

Grupo caso

Grupo total

p=0.13 p=031 p=0288
41 n=136 n=100 n=23 n=94 n=79 n=17 n=230 n=179 n=40
- ' ®
-E.. ’ & - A
2 A
‘g:-: . ~ - . 4
~ . ! . Mn
: 4 & =
- -
0 —==— 5! -
by
] .
t L & *n ‘ﬁ
T TiC Cic T TiC Cic TiT TiC Cic
p=084 p=018 p=0.12
4 n=221 n= 56 n=3 n=179 n=55% n=35 n =400 n=111 n=8
a .
L - oy
- . .
E % .
2 ¢ :
g 21 e [ 4 " &
= ' 'y F
5 . —F— -
ry
+ 2
04 - A
. '. ﬁ rFy
£ - o
AJA AIC i Py AIC cic AIA AIC cic
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da citocina IL-12, grupo caso, controle e total, 2022.

As variantes rs2569253, rs919766, rs3183224 e rs3183225 mostraram nao

possuir influéncia no nivel circulante de IFN-y, conforme as fig.19 e 20.



rs2569253

rs919766

O desvio padrao observado, no grupo controle da correlacdo entre a variante

rs919766 e IFN-y, na figura 19, acontece pelo baixo nUmero amostral (n=3), do genétipo

C/C.
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Figura 19. Correlacdo dos genétipos das variantes rs2569253 e rs919766, com nivel plasmético

da citocina IFN-y, grupo caso, controle e total, 2022.
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rs2569253

Quando comparado apenas 0 genotipo homozigoto C/C vs T/T é visto uma
influéncia do genétipo C/C (p=0.05) no grupo controle. Mostrando que individuos do
grupo controle tém baixa produc¢éo de IL-12 quando comparado com o genétipo T/T, o

gue acontece inversamente no grupo caso, conforme a fig.21.
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Figura 21. Correlagao dos genotipos da variante rs2569253 com nivel plasmético da citocina IL-

12 grupo controle, caso e total, 2022.
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7. DISCUSSAO

Somente no Brasil, no periodo de 15 anos (2003-2018) foi registrado mais de
300.000 novos casos de Leishmaniose Tegumentar (LT), sendo a Leishmaniose Cutanea
(LC) responsavel pela maioria dos casos de LT. LC € uma doenca infecciosa cronica
dependente de diversos fatores, como ambientais, nutricionais, genéticos, para o seu
desfecho clinico (SINAN/MS, 2019). Diversos estudos mostram que fatores genéticos
exercem grande influéncia no desfecho clinico da LC.

A compreensao da LC teve grande avanc¢o nos ultimos anos, mas 0s mecanismos
moleculares da doenca ainda ndo sao bem compreendidos. Ao pensar numa populacao
endémica, aleatoriamente, é possivel observar apenas uma fracdo de individuos que
desenvolve a LC, enquanto uma fracdo ainda menor desenvolve a Leishmaniose
Mucocutanea (LM), forma mais agressiva da LC. Neste contexto, 0s mecanismos estéo
envolvidos nessa protecdo ou suscetibilidade que faz apenas alguns individuos
desenvolverem lesdes e outros se curarem sem desenvolver lesbes. Diversos estudos
foram direcionados para relacdo entre a imunogenética do hospedeiro e desfecho clinico
da doencga, buscando identificar genes envolvidos na suscetibilidade frente a infec¢do LC
(BLACKWELL et al., 2020).

Identificar os genes envolvidos na resposta do hospedeiro contra infec¢cao por
Leishmania ajudar4 na compreensdo dos mecanismos de desenvolvimento da LC e
outras doencas de carater inflamatério, contribuindo na producdo de novos tratamentos
mais eficazes e com menos efeitos colaterais.

A classificacdo de resisténcia ou protecdo frente a infeccdo a Leishmania é
atribuida ao fato do hospedeiro ser capaz de eliminar parasitos via produgéo de IFN-y,
IL-12 e Oxido Nitrico (NO), que s&o produzidos por macréfagos (M1), esses M1 s&o
polarizados na presenca de IFN-y que € produzido pela interacéo entre células Th1/M1.
Em contraste, a suscetibilidade € determinada pela auséncia da producdo NO que
acontece devido a interagdo entre células Th2/M2 (SOUSA et al,. 2006). Essa interacao
resulta em produc¢do de citocinas como IL-4, IL-5, IL13 que polarizam os macrofagos pela

via alternativa M2.
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Varios estudos relataram associacdes de variantes genéticas presente no gene
IL12B com doenca inflamatdria, como € caso da resisténcia em infeccdo congénita por
citomegalovirus (DOMINIKA et al,. 2020), por infeccao T. cruzi (AMANDA et al., 2020).

Na presenca de infeccdo bacteriana causada por Listeria, a interleucina IL-12
atua na diferenciacado de linfécitos naive (ThO) em linfocitos Thl, além de promover a
manutencdo do fenoétipo Thl (HSIEH et al., 1993). Em cultura de células humanas e
murinos a IL-12 facilitou a resposta Thl, além de aumentar a producdo de IFN-y, a
presenca de IL-12 em clones de CD4* e CD8* aumentou consideravelmente a producao
de IFN-y, quando comparado com clones sem a presenca de IL-12 (MANETTI et al.,
1994). A IL-12 atua como uma citocina chave na diferenciacdo em Thl da resposta imune
adaptativa, além da inducdo de citocinas pré-inflamatéria como IL-12 e IFN-y
(TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018). O desfecho clinico da LC é associado a uma
resposta imunoldgica equilibrada entre subconjuntos Thl e Th2, principalmente. A lesdo
da LC é associada principalmente a uma resposta predominante de Thl (TNF-a, IFN-y,
IL-1b), (SCORZA et al,. 2017). Qualquer fator que cause uma regulacdo positiva ou
negativa no balanco da resposta Thl e Th2, principalmente, pode levar ao
desenvolvimento da lesdo que € caracteristica da LC.

O controle da leishmaniose cutanea causada por L. mexicana € associado ao
eixo IL-12/IFN-y/iNOS; camundongos deficiente em STAT-4 e/ou IFN-y s&do altamente
suscetiveis a desenvolverem a doenca. Camundongos deficientes em IL-12p40
apresentaram crescimento rapido da lesdo, carga parasitaria alta e forte resposta Th2
(BUXBAUM et al., 2002). Doenca de Chagas causada pelo T. cruzi, também é associada
ao eixo IL-12/IFN-y/iNOS; camundongos nocaute de IL-12 e/ou IFN-y sé&o altamente
suscetiveis a doenca (MICHAILOWSKY et al., 2001). O estudo de Amanda e
colaboradores correlacionaram variantes genéticas presente ao longo gene IL12 com
doenca de Chagas, em populagbes brasileiras (Sdo Paulo, Minas Gerais e Bahia), o
presente estudo mostrou correlacdo de duas variantes com suscetibilidade a doenca, a
variante rs2569253 (comparacao T/T + T/C vs. C/C; p = 0.039; OR = 1.371; 95%CI:
1.015-1.852) e rs919766 (A/A vs. A/IC + C/C; p = 0.001; OR = 1.653; 95%CI: 1.241—-
2.198), as frequéncias MAF(C) CT = 40.7%; CS = 35.3% e MAF(C) CT = 8.9%; CS =
19.3%, das variantes rs2569253 e rs919766, respectivamente. (FRADE-BARROS et al.,
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2020). Nosso trabalho desenvolvido no Amazonas, estado do norte do Brasil, mostrou
que individuos portadores do alelo C apresentam risco de desenvolver LC (comparacao
C/T+C/C vs. T/T; p = 0.021; OR = 1.28; 95%IC: 1.04-1.58), e frequéncia do MAF (C) CS
33%; CT 28,3% da variante rs2569253. Em contraste, a variante rs919766 ndo esta
associada com desenvolvimento da doenca LC no nosso estudo, essa divergéncia pode
estar relacionada a diferenca da frequéncia do menor alelo apresentado por cada regiao.
Amazonas, a populacdo do nosso estudo apresentou MAF (C), da variante rs919766,
CS=12,5% e CT=11,9% vs MAF (C) CS = 19.3% e CT = 8.9% Amanda e colaboradores),
(AMANDA et al., 2020).

Na LC, a célula dendritica (DC) inicia a resposta imune especifica com
apresentacao do antigeno da Leishmania para a célula T e € tida como a principal fonte
de producédo de IL-12. A maioria das DCs que migram para os linfonodos sédo de origem
de mondcitos inflamatérios que migraram para o local da infeccdo e posteriormente se
diferenciaram em DCs (LEZZI et al., 2006). DC internaliza parasito da L. major na forma
amastigota, e induz a apresentacdo dos antigenos para célula ThO via de Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) classes 1 e 2 em sua superficie junto com
aumento de moléculas coestimuladoras (CD40, CD54, CD80 e CD86), nas primeiras 18h
de infeccdo a DC libera IL-12p40 e ap0s 72h de infecgéo passa a liberar IL-12p70 sendo
a principal fonte para célula Thl CD4* (VON et al., 1998). Tratamento com IL-12
recombinante curou em 89% dos camundongos BALB/c, que sdo normalmente
suscetiveis, com tratamento houve diminuicdo da carga parasitaria, patas infectadas,
mostrando o papel protetor de células Thl CD4* (HEINZEL et al., 1993). A IL-12 é capaz
de aumentar significativamente a producdo de IFN-y durante uma resposta imune
(MANETTI et al,. 1994).

O fato da IL-12 ser uma citocina chave no desenvolvimento de Th1l, sua producao
precisa possuir uma regulacdo da sua expressdo. Os microRNAs (miRNAs) tém
importante papel na regulacdo da transcricdo e traducédo de genes por isso tém sido
amplamente implicados na regulagdo da resposta imune. Camundongos nocaute para
miR-21 apresentaram alto nivel de IL-12 e consequentemente alto nivel de IFN-y, além
de diminuir a expressdao de marcadores de macréfagos M2 favorecendo a polarizacao

para M1 (LEE et al., 2021). Em infecc&o por Toxaplasma gondii o padrao de expressao
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de miR-187 foi semelhante ao de producédo de IL-12 (JIANG et al., 2020). Em 2021,
Varikuti mostrou que camundongo nocaute para miRNA-155, infectados por L. major, tem
elevados niveis de IL-12 e IFN-y o que contribui para uma rapida resolugcédo da doenca
(VARIKUTI et al.,, 2021). Nosso trabalho observou que os gendtipos das variantes
estudadas ndo possuem influéncias direta sobre os niveis de citocinas circulantes IL-12
e IFN-y, figuras 17, 18,19 e 20, entretanto ndo se pode descartar que essas variantes
estejam influenciando indiretamente nos niveis das citocinas, pois é notado que a
presenca do alelo C, da variante rs2569253 (Fig. 21), causa uma baixa na média de IL-
12 no grupo controle e um aumento no grupo caso ou que essas variantes podem estar
em DL com outras variantes e/ou formando haplétipos que influenciem nos niveis de
citocinas circulantes e consequentemente no desfecho clinico da LC.

Células do sistema inato sdo as primeiras produtoras de IFN-y, que antes do
desenvolvimento da resposta Thl contra L. major, células Natural Killer (NK) séo
recrutadas e comecam a produzir IFN-y (BAJENOFF et al., 2006). IFN-y tem forte
influéncia no desfecho clinico da LC, pelo importante papel desenvolvido na ativacdo de
macrofagos M1 que sdo produtores de substancias microbicidas como 6xido nitrico (NO)
e espécie reativa de oxigénio (ROS), entretanto alta producdo de IFN-y pode acabar
sendo prejudicial ao hospedeiro (SOUSA et al,. 2006). Estudos mostraram que variantes
genéticas presente no gene IFNG podem influenciar, para mais ou para menos, 0s niveis
de IFN-y circulantes (GUERRA et al., 2014, GONSKY et al., e 2014 SILVA et al., 2020).
Guerra e colaboradores mostraram correlacdo de variantes genéticas com o0s niveis de
IFN-y em infeccdo por T. gondii, individuos heterozigotos do grupo controle AG
(rs2069718) e CT (rs3181035) possuem alta producéo de IFN-y quando comparado com
grupo de pacientes com lesdes (GUERRA et al., 2014). Gonsky e colaboradores
mostraram que pacientes (doenca inflamatoria intestinal) portadores do alelo T da
variante rs1861494, localizada na regido do 3 intron do gene IFNG, possuem maior
secrecdo de IFN-y (GONSKY et al.,, 2014). Nosso grupo mostrou uma correlacdo do
haplétipo H1 G/G/T/T/A/T/G/C/G com baixos niveis IFN-y circulantes em pacientes com
LC causada por L.guyanensis (SILVA et al., 2020). Na linha de que a IL-12 influéncia a
producdo de IFN-y, nosso trabalho mostrou um risco de 62% de desenvolver LC para
individuos que carregam o haplétipo H3 C/A/A/A no gene IL12 (OR 1.6; IC 95% [1.20-
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2.27]; P=0.001). Em contraste, ndo foi observado influéncia das variantes do gene IL12B
sobre os niveis circulantes de IFN-y. Essa citocina deve possuir uma fina regulacéo, pois
uma baixa ou alta producdo pode acarretar em aumento da carga parasitaria ou dano ao
tecido, respectivamente, uma vez que ela estd diretamente ligada a ativacdo e
polarizacdo de macréfagos M1 que séo células importantes para eliminacdo do parasito
da LC.

. CONCLUSAO

Neste trabalho foi estudado quatro variantes presente ao longo do gene IL12B,
que codifica a subunidade p40 da IL-12. Os resultados gerados mostraram duas variantes
associadas com LC causada por L. guyanensis, a variante rs2569253 mostrou que a
presenca do alelo C é associada com suscetibilidade frente a LC, enquanto que o
gendtipo G/G da variante rs3181224 é associada com resisténcia frente a LC.

E observado ainda que as variantes estudadas na populacdo Amazonense n&o
estdo influenciando as concentracdes das citocinas IL-12 e IFN-y. Em contraste, é
formado um haplétipo C/A/A/A, aqui denominado H3, que € correlacionado com
suscetibilidade frente a LC causada por L. guyanensis.

O trabalho desenvolvido mostrou resultados interessantes, entretanto é
necessario estudar outras variantes que estdo distribuidas ao longo gene IL12B para
realizar uma cobertura maior do gene, gerando mais informacdes. Segundo dados do site
SNPinfo a variante rs1368439 esta numa regidao UTR’ e recebe ligagdo do microRNA-
220c (miR-220c), outra variante rs3212227 mostrou bons resultados como, correlagéo
com a doenca em diversos estudos genéticos.

E essencial verificar as informacdes que essas duas variantes carregam e somar
com as informacdes que foram geradas neste trabalho para melhor inferir o papel das
variantes genéticas presente ao longo do gene IL12 com o desfecho clinico da LC na

populacao estudada.
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ANEXO

Controle Caso Total
Valor- Valor- Valor-
rs2569253 n Me + SE p n Me £ SE p n Me + SE p
T/T 136 0.31+£0.05 94 0.84 £ 0.06 230 0.53+0.04
IL-12 T/C 100 0.31+£0.06 0.13 79 0.83 £0.07 0.31 179 0.54 £ 0.05 0.88
c/C 23 0.04 £0.10 17 1.08 £0.10 40 0.48+0.11
T/T 142 2.82 +£0.04 115 3.05+0.06 257 2.92+0.03
IFN.y T/C 109 2.72 £ 0.05 0.24 108 3.06 £ 0.06 0.98 217 2.90+0.04 0.77
C/C 22 2.66 £0.10 27 3.05+0.11 49 2.88 £ 0.08
rs919766
A/A 221 0.22+£0.04 179 0.92 £0.05 400 0.53+0.03
IL-12 A/C 56 0.27 £ 0.07 0.84 55 0.84 £ 0.06 0.16 111 0.55+0.05 0.12
C/C 3 0.34+£0.28 5 1.42 £0.20 8 1.02+0.24
A/A 233 2.72 £0.03 232 3.03+0.04 465 2.87 £0.03
IFN.y A/C 59 2.65+£0.07 0.61 65 2.96 £ 0.09 0.69 124 2.81+£0.05 0.57
c/C 3 2.70+£0.57 9 294 +0.16 12 2.88+0.17
Tabela 08. Correlagbes dos genotipos das variantes rs2569253 e rs919766 com niveis plasmaticos das
citocinas (IL-12 e IFN.y), 2022.
Controle Caso Total
Valor- Valor- Valor-
rs3181224 n Me + SE p n Me + SE p n Me + SE p
A/A 267 0.22 £0.03 222 0.92+0.04 489 0.54 +£0.03
IL-12 G/A 53 0.24 £ 0.07 0.96 24 0.82+£0.13 0.03 77 0.42 £0.07 0.10
G/G 2 0.16 £ 0.37 2 0.19+0.14 4 0.01+0.19
A/A 258 2.69 £0.03 212 3.15+0.05 470 2.90+0.03
IFN.y G/A 52 2.65+0.07 0.28 22 3.02+0.12 0.76 74 2.74 £ 0.06 0.23
G/G 2 2.13+£0.00 2 3.13+0.01 4 2.63+£0.28
rs3181225
G/G 266 0.23+£0.03 208 0.90+0.04 474 0.52 +0.03
IL-12 A/G 63 0.24 £0.09 0.95 41 0.96 £0.10 0.68 104 0.52 £0.07 0.87
A/A 2 0.40+£0.38 1 1.37+£0.00 3 0.72+£0.39
G/G 276 2.86 £0.03 253 3.02+0.04 529 2.84 £0.02
IFN.y A/G 67 2.78 £0.06 0.38 63 3.03+£0.08 0.79 130 2.90 £ 0.05 0.58
A/A 2 2.83+0.12 1 3.39+0.00 3 3.02+0.25

Tabela 09. Correlagdes dos genétipos das variantes rs3181224 e rs3181225 com niveis plasmaticos das

citocinas (IL-12 e IFN.y), 2022.
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Controle Caso Total
rs2569253 n Me + SE Va,'fr | n Me + SE Va}f’ | n Me + SE Va/'f’ ”
c/C 23 0.04 +£0.10 17 1.08 £0.10 40 0.48 +0.11
IL-12 T/T 136 0.31+0.05 0.05 94 0.84 +0.06 0.13 | 230 0.53+0.04 0.69

Tabela 10. Correlagdes dos gendtipos (sem a presenca do C/T) da variante rs2569253 com niveis
plasmaticos da citocina IL-12, 2022.
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DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 280,683
Data da Relatoria: 24/05/2013

Apresentagao do Projeto:

Este & um estudo genetico/epidemiclogico guantitativo, transversal, de ciencia basica, que ufilizara
ferramentas de analise genéfica para avangar na dissecgio do componente genético de conirole da
susceptibilidade do hospedeiro 4 LTA causada pela espécie Leishmania guyanensis. Brevemente, analise
de associagio caso-controle sera aplicada, a fim de se detectar distribuigio distinta das frequéncias alélicas
e genotipicas enfre grupos de casos e controles ndo afetados pela doenga, recrutados de forma prospectiva,
o que indicaria envolvimento do gene investigado no controle da suscetibilidade 4 doenga.

Objetive da Pesquisa:

Objetive Primario:

- Avangar no entendimento da complexa natureza do controle molecular da susceptibilidade e a cura da
lesSo do ser humano & LTA. Para isso, nés aplicaremos técnicas de analise genética de associagio
baseada em populagies, na investigacio de locus candidato ao controle da susceptibilidade & doenca em
uma populagio brasileira.
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Objetive Secundario:

- Descrever, clinicamente e epidemiclogicamente, uma amostra populacional de individuos afetados por
LTA, recrutados na FMT-HVD, Manaus, adequada para estudos de analise genéfica da susceptibilidade do
hospedeiro a fendtipos da leishmaniose;

- Descrever uma populagio sem sinal ou historico de |leishmaniose, recrutada na mesma regido geografica
que o grupo de casos e pareada para idade, género e efnia, para compor o grupo controke;

- Genotipar marcadores dos genes citados acima nos individuos de ambos os grupos de casos e controles,

a fim de se estabelecer as frequéncias alélicas e genotipicas em cada grupo;

- Diosar as citocinas em amosfras de sangue dos pacientes com LC antes e apos o tratamento

com miltefosina;

- Aplicar analise de associagio baseada em populagies a fim de buscar evidéncias da participacio de
variantes dos genes envolvidos no controle da suscetibilidade do hospedeiro & doenga;

- Comparar os gendtipos dos genes estudados e a concentraco das citocinas com o tempo de cura.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

- Os riscos de participagio dos voluntaries de pesquisa neste estudo s3o0 aceitaveis levando-se em
consideragdo os eventes adversos (EAs) ja descritos em indmeros ensaios clinicos que utilizaram a
Miltefosina no tratamento da Leishmaniose Visceral e da Leishmaniose Tegumentar. Os riscos fisicos para a
salde de participagio neste estudo s3o muite pequencs e limitados ao procedimento de bidpsia e coleta de
samgue, ambos de

rotina nos laboratorios clinicos. Em ambos os caos, vocé podera sentir um desconforto temporario devido a
intreducdo da agulha. Tanto a biopsia quanto a coleta de sangue podera resultar em uma pequena lesio
que quase Sempre cura-se sozinha. Em raros casos, pode ocomer infeccdo localizada.

Beneficios:

- Possivelmente os resultados deste estudo, contribuirio para a incorporagio da miltefosina como
medicaments a ser recomendado pelo MS no tratamento da leishmaniose cutdnea. A longo prazo, os
procedimentos médicos e laboratoriais aos quais vocé serd submetido poderdo facilitar a detecgio de

resisténcia a leishmaniose e seu tratamento, tomando possivel evitar fratamentos inadequados. Alem disso,

espera-se gque conhecimenios cientificos adicionais sejam alcangados,
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com consequente melhoria do tratamento de pessoas afetadas pela leishmaniose.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

A pesquisa & de grande relevancia pois pretende elucidar A susceptibilidade do ser humano a fendtipos da
lsishmaniose. Pretende verificar o papel de genes envolvidos no sistemna imune & na cura de lesdo sobre o
controle da suscetibilidade do hospedeiro a doengas infecciosas causadas por pelo diferentes parasitas
intracelulares. O Pesquisador cré que variantes dos genes possam estar envolvidos no controle da
suscefibilidade do ser humano e & cura da les3o a leishmaniose cutinea causada pela L. guyanensis em
uma populagSo recrutada no municipio de Manaus.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

O protocole contém os itens fundamentais para ser avaliado pelo CEF descritas na Resolugio 106/26, item
W1 - Protocolo de Pesquisa.

Recomendagies:

Adequar o projeto & TCLE conforme as pendéncias relatadas a seguir.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Faolha de rosto:

1- Falta preenchimentos dos itens: 10 (Outro Telefone), 12 (cango). 16 (telefone), 17 (outro telefone). Todos
os itens da folha de rosto devem ser preenchidos, se houver dificuldade em preencher devido
inconsisténcias do sistema, sugerimos imprimir, preencher a mdo, escanear e posteriormente anexar a
Platafoma Brasil para analise por este CEP.

Resposta do pesquisador: Os campos foram preenchidos e a nova Folha de Rosto fioi anexada.

ConclusSo do relator: Pendéncia atendida.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:

Apos andlise do TCLE observa-se houve adequag3o de algumas pendéncias, porém outras ainda carecem
de maior esclarecimento, segundo o relatado abaixo:

a) Observa-se discrepancia nos metodos descritos no modelo de projeto da plataforma Brasil e o TCLE, pois
no projeto esta descrito a retirada de 5 ml de sangue e no TCLE esse volume & de 10ml.

Resposta do pesquisador: Os itens foram comigidos.

Parecer do relator: Identificado no TCLE a referencia de coleta de Sml de sangue. Pendéncia atendida

b} Descrever o procedimento, riscos e desconforios da biopsia de pele esclarecendo como sera

Endersgo:  Av. Pedm Telxeia, 25

Balrmo: . Pedro | CEP: §9.040-100
UF: AM Municipio:  MANSLS
Talefome: (52)3127-3572 Faw- (92)2127-3572 E-mall: cap@fmiam.gov.br

Priagires 1% S 08

82



FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA & “ﬁ“"ﬂ
DOURADO ((FMT-HVD))

feito 0 exame.
Resposta do pesquisador: Os itens foram comigidos.
Parecer do relater: O TCLE informa o desconforto, sangramente e infecgde, além de quebra da

conficencialidade, informando como sera realizado os exames, bem as medidas para minimizar os riscos.

Pendéncia atendida.

c) Mo topico local do estudo, ndo esta clara a procedéncia do grupo controle & o TCLE nem menciona o
recrutamento do grupo controle.

Resposta do pesquisador: Foi comigido no TCLE - métodos.

Parecer do relator: Pendéncia atentida.

d) No topico permissdo para estocagem, adicionar apds a palavra estocagem os termos guarda ou
armazenamento, a fim de facilitar a compreensio do sujeito da pesquisa.

Resposta do pesquisador: Foi realizado a mudanga conforme solicitado pelo relator. Anexado a permissao
de estocagem.

Parecer do relator: Pendéncia atendida.

&) Mo topico riscos para a saude/desconforto esclarecer quais seriam os desconfortos que o paciente pode
sentir (dor, sangramento, roxo, inchago no local e até infecgSo no local). Relatando ainda que existe o risco
de perda da confidencialidade e gque mecanismos o projeto pretende adotar para minimiza-los. Este topico
foi abordade no item 10 confidencialidade dos dados, mas merece a mengio pois essa perda de
confidencialidade também representa risco ao individuo.

Resposta do pesquisador: Foi comgido mo TCLE.

Parecer do relater: O TCLE informa o desconforto, sangramento e infecg.ﬁru, além de quebra da

conficencialidade, informando como sera realizado os exames, bem as medidas para minimizar os riscos.

Pendéncia atendida.

f) Dentro das atribuigdes previstas no item Vill.4.c.8 da resolugdo 196/86, cabe a COMEF, apds aprovagdo
do CEP institucional, apreciar as pesquisas enguadradas nessa area tematica.

Resposta do pesquisador: De acordo com a revisdo da Resolugio 446/2011, este profocolo ndo se inclui
mais em area tematica especial e, portanto, ndo deve ser encaminhado a COMEP: Secdo VIl das
competéncias da comissao - [V - Analisar e emitir parecer, no prazo de &0 dias, e acompanhar os protocolos
de pesquisa em areas tematicas especiais em genética humana sempre que o
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projeto envolver: 1) envio para o exterior de material genético ou qualquer material biclégico humana para
obtengio de material genético; 2) armazenamento de material bicldgico ou dados genéticos humanos no
exterior e no Pais, quande de forma conveniada com instituigbes estrangeiras ow em instituigies comerciais;
3) alteragbes da estrutura genética de células humanas para utilizagio in vivo; 4) pesquisas na area de
genética da reprodugdo humana (reprogenética); 5) pesguisa em genética do comportamento e 6)
pesquisas em que esteja prevista a dissociagdo irreversivel dos dados dos sujeitos da pesquisa.

Parecer do relator: A resolugdo citada trata da reestruturagdo da comissSo da COMER, contudo a descrigio
se refere a resclugdo 340/4. V1.3, O projeto ndo preenche nenhum desses critérios. Pendéncia atendida.

Detalhar na metodologia e no TCLE:

a) Mo topico critério de inclus3o, ndo ha referéncia sobre o grupo controle.

Resposta do pesquisador: Foi detalhado tanto na metodologia (projeto de pesquisa guanto no TCLE.
Parecer do relator: Pendéncia atendida.

b} Mo topico critério de exclus3o esta mencionando "criangas que ndo conseguem ingerir as capsulas”™. Isso
deixa dividas com relagio a faixa etaria de 4 a 65 anos, pois criangas de 4 anos ndo ingerem capsulas.
Sugiro rever a faixa etaria com base nesse critério de exclusio.

Resposta do pesquisader: Como sugerido pelo relator, foi comigido no projeto - eritério de inclulsdo "10 a 85

anos.

Parecer do relator: Pendéncia atendida.

¢} Mo tpico riscos, volio a reforgar a necessidade de descrever os riscos, que ndo podem ser considerados
pequencs, pois além dos riscos resultantes dos procedimentos, ha o risco de perda da confidencialidade.
Resposta do pesquisador: Foi comgido tanfo no projeto como no TCLE.

Parecer do relator: Pendéncia atendida.

d} Ajustar cronegrama para inicic do projeto apds aprovagio em comité de &tica, pois segunde o

cronograma existente o recrutamento de pacientes inmiciou em 037/112M12.
Resposta do pesquisador: O cronograma foi comigido tanto no projeto anexo pelo pesquisador
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quanto na Plataforma Brasil.
Parecer do relator: Pendéncia atendida.

€} Solicitar a permissdo para estocagem do material biolégico: CHNS ResolugSo 4412011,

Resposta do pesquisador: Foi anexado ao protocolo o formulario padrdo de armazenamento de material
bioldgico, assinado pelo diretor da DEMPE.

Parecer do relator: Pendéncia atendida.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

Mao

Consideragoes Finais a critéric do CEP:

Considerando o feriado de 30/05/13 e o decreto de ponto facultativo em 31/05/13 que implicou em
suspensao da reunido ordinaria deste CEP, o coordenador-1 acata ad referendum o parecer da relatora,
considerando que o interessado atendeu a todas as pendeéncias apontadas.

O presente projeto esta APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatdrios parciais e final do estudo, conforme prevé a Resolugio CHNS n® 196/06 de 10 de outubro de 1906,
itemn 120.2,"c", utilizando o formulario de Roteino para Relatorio Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos
e Multicéntricos, proposto pela CONEF em nossa home page.

MANALUS, 31 de Maio de 2013

Assinador por:
Maria Paula Gomes Mourdo
[Coordenador)
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