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RESUMO

A leishmaniose tegumentar (LT) apresenta cerca de 1 milhdo de casos anualmente e
pode ser causada por diversas espécies do protozoario Leishmania, que infectam
mamiferos, sendo, no Brasil e em Pernambuco, a L. (Viannia) braziliensis, a espécie
mais prevalente. A diversidade de espécies permite uma variedade de respostas
imunologicas mediadas pela diferenciagdo das células T em Th1, Th2 e Th17,
relacionadas com a susceptibilidade, resisténcia e controle do balanco inflamatério do
hospedeiro a infeccdo. Consequentemente, diferentes manifestagdes clinicas podem
ser desenvolvidas, variando desde lesbes cutaneas até lesdes viscerais. O
diagnostico da doenca é feito pelos métodos parasitologico, imunoldgico e molecular,
no entanto, esses testes necessitam de amostras invasivas, como a pung¢ao e os
fragmentos de bidpsia de borda da lesdo, que causam desconforto e trazem risco aos
pacientes. Por isso, novos métodos nao invasivos, como o fluido salivar, vem sendo
estudados como alternativa. Portanto, o objetivo desse estudo foi verificar quais
citocinas sdo produzidas com a estimulagdo de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) de individuos saudaveis, utilizando-se que foram identificados pela
primeira vez de cepas isoladas da saliva humana de pacientes com LT. As PBMC
provenientes do sangue de individuos saudaveis, sem histérico de infecgdo por
leishmaniose, foram estimuladas com dois antigenos, individualmente obtidos das
culturas de L. (V.) braziliensis isoladas de salivas humanas de pacientes com LT. Apos
48h e 72h, os sobrenadantes das culturas foram utilizados para mensurar as citocinas
IL-17A, INF-y, TNF-q, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 através da metodologia Cytometric Bead
Array (CBA). Foi possivel demonstrar exacerbag&o na produgao da IL-6 e um aumento
na produgao de IFN-y, com diferengas significativas entre os dois tempos de estudo,
e uma baixa producado de IL-10, sugerindo um possivel direcionamento para o perfil
Th1. A analise das citocinas permitiu demonstrar que os dois antigenos de isolados
de saliva possuem um padréo de producédo de citocinas semelhante ao da cepa
padrao, nao isolada de saliva. Assim, pode-se concluir que os trés antigenos possuem
a mesma capacidade de estimular uma resposta imune.

Palavras-chave: Citometria de fluxo. PBMC. Fluido salivar. Leishmaniose cutanea.
Cultura de células.
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ABSTRACT

The tegumentary leishmaniasis (TL) is responsible for about 1 million cases annually
and can be caused by several species of the protozoan Leishmania, which infect
mammals. In Brazil and in Pernambuco, L. (Viannia) braziliensis is the most prevalent
species. The diversity of species allows a variety of immune responses mediated by
the differentiation of T cells into Th1, Th2 and Th17, related to susceptibility, resistance
and control of the host's inflammatory balance to infection. The diagnosis of the
disease is made by parasitological, immunological and molecular methods, however,
these tests require invasive samples, such as puncture and biopsy fragments from the
edge of the lesion, which cause discomfort and bring risk to patients. For this reason,
new non-invasive methods, such as salivary fluid, have been studied as an alternative.
Therefore, the objective of this study was to verify which cytokines were produced by
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of healthy individuals induced by antigens
from human saliva. PBMC from the blood of healthy individuals, with no history of
leishmaniasis infection, were stimulated with two antigens, individually, obtained from
cultures of L. (V.) braziliensis isolated from human saliva of patients with TL. After 48h
and 72h, the culture supernatants were used to measure the cytokines IL-17A, INF-y,
TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4 and IL-2 through the Cytometric Bead Array (CBA)
methodology. It was possible to demonstrate an exacerbation in the production of IL-6
and an increase in the production of IFN-y, with significant differences between the two
study times, and a low production of IL-10, suggesting a possible direction for the Th1
profile. Cytokine analysis allowed demonstrating that the two antigens isolated from
saliva have a pattern of cytokine production similar to that of the antigen of the standard
strain, not isolated from saliva. Thus, it can be concluded that the three antigens have
the same ability to stimulate an immune response.

Key words: Flow cytometry. PBMC. Salivary fluid. Cutaneous leishmaniasis. Cell
culture.
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1 INTRODUGAO

As leishmanioses s&o doengas vetoriais, com uma grande diversidade de
parasitos, reservatérios e vetores envolvidos na transmissio, e esta distribuida
mundialmente, sendo endémica em cerca de 89 paises (OMS, 2022; OPAS, 2023).
S&o causadas por pelo menos 20 espécies de protozoarios do género Leishmania,
que infectam humanos e animais (ANVERSA et. al., 2018; BURZA et al., 2018;
MARCHI et al., 2019). A variedade de espécies distintas causa diferentes respostas
imunoldgicas induzidas pelos linfécitos T, a Th1, Th2 e Th17 (NEVES et al., 2003).

A Th1 esta associada com a resisténcia do hospedeiro e com a producao de
citocinas pro-inflamatoérias, como o interferon y (IFN-y) (NEVES et al., 2003;
BARATTA-MASINI et al., 2007; BURZA et al., 2018). Th2 esta relacionada com a
susceptibilidade e com a producgao de citocinas anti-inflamatérias, como a interleucina
10 (IL-10) (NEVES et al., 2003; BARATTA-MASINI et al., 2007; BURZA et al., 2018).
Th17 tem sido descrita como responsavel pelo controle do balang¢o da producéo das
citocinas do perfil Th1 e Th2, caracterizada pela producédo da IL-17 (GONCALVES DE
ALBUQUERQUE et al., 2017). No entanto, algumas citocinas ainda ndo apresentam
uma distingao de perfil bem estabelecida (CASTELLANO et al., 2009).

Consequentemente, essa variedade causa diversas manifestagdes clinicas que
variam desde lesbes cutaneas, com remissdes espontaneas, e mucosas,
caracterizando a leishmaniose tegumentar (LT), até lesbes viscerais com risco de
vida, caracterizando a leishmaniose visceral (LV) (BRASIL, 2017; BURZA et al., 2018).

O diagnostico da LT é feito pelo teste parasitologico, considerado padrao ouro,
onde ocorre visualizagdo do parasito através da microscopia optica. Anticorpos e o
DNA da Leishmania também podem ser pesquisados através dos testes imunoldgicos,
como na citometria de fluxo (CF), e moleculares, como na reagdo em cadeia
polimerase (PCR), respectivamente, mas ndo sdo comumente utilizados na rotina
laboratorial (ELMAHALLAWY et al., 2014). Estes testes requerem amostras que sao
coletadas de forma invasiva, a exemplo os fragmentos de bidpsia, que podem causar
desconforto, sangramento e infecgbes, além disso, necessitam de uma boa
infraestrutura e qualificagdo profissional (BOGGILD et. al., 2011). Por isso, novas
alternativas vém sendo estudadas e desenvolvidas para proporcionar maior

segurancga e conforto para os pacientes, como na coleta de fluido salivar, que é um
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método simples, onde a saliva é dispensada em um coletor estéril, permitindo um
maior conforto para o paciente, maior facilidade no transporte da amostra e diminuindo
o risco de contaminagao. Além disso, ja foi demonstrado que esse tipo de material de
coleta possibilita a identificacdo do DNA de Leishmania e o isolamento parasitario
(CORVALAN et al., 2011; BRITO et. al., 2018).

As drogas de primeira escolha para tratamento da LT sdo os antimoniais
pentavalentes, o estibogluconato de sédio (Pentostam) e o antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime) e, recentemente, a miltefosina tem sido utilizada como
alternativa de uso oral. O sucesso da terapia e, consequentemente, a sobrevivéncia
ou resisténcia parasitaria dependem dos fatores imunoldgicos inerentes ao
hospedeiro e ao parasito (ANVERSA et. al., 2018; BRASIL, 2018).

Neste contexto, entender o que ocorre durante a estimulagcdo de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de humanos com antigenos de cepas
de L. (V.) braziliensis, isoladas, pela primeira vez, de salivas humanas, nessa relagéo
parasito-hospedeiro estabelecida, associando aos dados epidemioldgicos, é
fundamental para uma melhor compreenséo da imunopatogenia nas lesdes e salivas

dos pacientes com LT.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) estima que ocorram 0,7-1 Milhdo de
casos de LT por ano, afetando, principalmente, paises negligenciados da Africa, Asia
e América Latina. Dos 200 paises e territorios que possuem casos registrados, 99 séo
endémicos (Figura 1), entre eles o Brasil, que apresenta casos autoctones (Figura 2)
em todos os estados desde 2003 (BRASIL, 2017; BURZA et al., 2018; OMS, 2022).

Figura 1 - Distribuicdo da endemia da leishmaniose tegumentar no mundo.

. Endé o

D Caszos prevamente reportados
D Sem casos autéciones reportados
D Nao splicave

Fonte: Adaptado Organizacdo Mundial de Saude, 2022.
Nota: Distribuicdo da endemia de leishmaniose no mundo. Em vermelho, paises endémicos; em rosa,
paises com casos previamente reportados; em cinza claro, paises sem casos autoctones reportados; em

cinza escuro, paises nao aplicaveis.

Segundo a Organizagdo Panamericana de Saude (OPAS), o Brasil e a regiao
da América andina apresentaram mais de 896 mil casos de LT, entre os anos de 2001
e 2021. Em Pernambuco, no mesmo periodo, cerca de 7 mil casos foram notificados
(OPAS, 2022; Sinan/SVS/MS; 2022).
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Figura 2 - Distribuicdo de casos autdctones de leishmaniose tegumentar no territorio

brasileiro.

Fonte: Adaptado Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude, 2017.
Legenda: Distribuigcdo de casos autdctones de leishmaniose tegumentar no territério brasileiro. Cada

ponto vermelho representa um caso.

2.1.1 Agente Etiologico

O agente etiolégico da LT pertence a ordem Kinetoplastida, a familia
Trypanosomatidae e ao género Leishmania, podendo ainda ser subclassificado de
acordo com o subgénero, Leishmania ou Viannia, diferenciados pelo local de
desenvolvimento e fixagdo das formas promastigotas no intestino do flebotomineo.

Além disso, o subgénero Viannia é caracterizado pela presenca de espécies
que causam lesdes ulcerativas e mucosas, e o Leishmania pela presenca de espécies
que causam lesées nodulares (ANVERSA et al., 2017; BURZA et al., 2018; MORAIS
et al., 2020).

O género Leishmania agrupa espécies de protozoarios unicelulares e
digenéticos, que se apresentam nas formas promastigota e amastigota (Figura 3). As
promastigotas sdo alongadas com 5-15 pym de comprimento, com flagelos livres,

encontrados no tubo digestivo do vetor e em cultura in vitro; as amastigotas sao
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ovaladas com 2,5-5 ym de diametro, sem flagelo livre e parasitam as células do
hospedeiro vertebrado (NEVES, 2003; BRASIL, 2017; ANVERSA et al., 2017).
Atualmente, 12 espécies ja foram identificadas como causadoras dessa doenca
em humanos. No Brasil, ja foram identificadas sete espécies, a L. (V.) guyanensis, a
L. (L.) amazonensis, a L. (V.) lainsoni, a L. (V.) naiffi, a L. (V.) lindenberg, a L. (V.)
shawi e a L. (V.) braziliensis, a mais prevalente e a principal responsavel por causar
uma ampla variedade de manifestagées clinicas (BRASIL, 2017; BRITO et al., 2018).

Figura 3 - Formas evolutivas de Leishmania sp.
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Fonte: Adaptado Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude, 2017.

Legenda: Formas evolutivas de Leishmania sp. (A) Promastigotas. (B) Amastigotas.

2.1.2 Vetor

O inseto vetor responsavel pela transmissdo da LT é o flebotomineo, que
pertence a Ordem Diptera, a Familia Psychodidae, a Subfamilia Phlebotominae e ao
Género Lutzomyia (Figura 4) (ANVERSA et al., 2017; BRASIL; 2017).

Figura 4 - Fémea de Lutzomyia spp.
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Fonte: Adaptado Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude, 2017.

Legenda: Fémea de Lutzomyia spp. durante a hematofagia.

Aproximadamente 700 espécies ja foram identificadas como vetores da
leishmaniose, e 40 outras s&do consideradas suspeitas (ANVERSA et al., 2017;
BRASIL; 2017). No Brasil, Lu. flaviscutellata e Lu. whitmani sdo algumas das mais
encontradas (Figura 5). Em Pernambuco, a Lu. whitmani € predominante no domicilio
e a Lu. complexa esta presente nas demais areas (BRANDAO et al., 1999; DANTAS—
TORRES et al., 2010; GUIMARAES et al., 2012; BRASIL; 2017; SILVA, C. J., 2022).

Figura 5 - Distribuicdo das espécies de Lutzomyia spp. no territorio brasileiro.

Fonte: Adaptado Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude, 2017.
Legenda: Distribuicdo das espécies de Lutzomyia spp. no territério brasileiro. Em azul, Lutzomyia
migonei; em vermelho, Lu. whitmani; em verde, Lu. flaviscutellata; em amarelo, Lu. wellcomei, em preto,

Lu. umbratilis; em marrom, Lu. intermedia.

2.1.3 Hospedeiros e Reservatérios

A Leishmania apresenta uma ampla variedade de hospedeiros e reservatorios

vertebrados, os mamiferos, que inclui humanos e animais, importantes na
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manutencido do ciclo da doenca. Entre os animais silvestres, os roedores, como o
Rattus rattus, ja foram incriminados como reservatorios sinantropicos. E entre os
domesticados, caes e gatos (Figura 6), devido a maior proximidade com os humanos,
mesmo quando assintomaticos (BRANDAO et al. 2003; ANVERSA et al., 2017; BRITO
et al., 2018; SILVA et al., 2022).

Figura 6 - Mamiferos infectados com leishmaniose tegumentar.

Fonte: Adaptado RIVAS et al., 2018; VELEZ et al., 2012.
Legenda: Mamiferos infectados com leishmaniose tegumentar. Lesbes cutaneas da LT no nariz de

animais domésticos. (A) Gata fémea adulta com leséo ulcerativa. (B) Cdo com nédulos multiplos.

2.1.4 Ciclo de Transmissao

O ciclo de transmissao da LT esta intimamente ligado aos fatores ambientais e
socioecondmicos. A ma distribuicdo socioeconémica, a proliferagao descontrolada do
inseto vetor, o desmatamento e avango urbano séo alguns desses fatores (MOKNI,
2019). No nordeste do Brasil, os casos predominam em locais com diferentes plantios
agricolas e em areas remanescentes da Mata Atlantica (SILVA et al., 2022).

As fémeas dos flebotomineos adquirem as formas amastigotas ao realizarem o
repasto sanguineo em um hospedeiro ou reservatorio vertebrado. No trato intestinal
do vetor, as amastigotas sédo depositadas e, durante a migracéo até a regiao faringea,
se diferenciam em promastigotas prociclicas, depois em promastigotas metaciclicas
e, entao, se tornam infectivas. Na valvula faringea do inseto, séo transferidas para um
mamifero durante a hematofagia (ANVERSA et al., 2017).

No hospedeiro, as promastigotas se aderem a membrana plasmatica das
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células fagocitarias e induzem o processo fagocitico. Depois disso, se transformam
em amastigotas e se multiplicam, até o rompimento da célula hospedeira, por divisédo
binaria. As amastigotas deixam as células para infectar outras células e serem
capturadas pelo inseto vetor, dando continuidade ao ciclo biolégico do parasito
(RODRIGUES et al., 2013; ANVERSA et al., 2017).

Figura 7 - Ciclo biolégico da Leishmania sp.
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Fonte: A autora, 2023; Biorender ©.

Legenda: Ciclo biolégico da Leishmania sp. envolvendo vetor, hospedeiros e reservatérios.

2.2 ASPECTOS CLINICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

O periodo de incubacao para o desenvolvimento das manifestagdes clinicas
pode variar de duas semanas a dois meses. Inicialmente, no local da picada, surge
uma macula que permanece por até dois dias, que depois evolui para uma papula e
pode evoluir para uma ulcera, com um fundo avermelhado e as bordas bem
delimitadas e elevadas (Figura 8) (BRASIL, 2017; ANVERSA et al., 2017; BURZA et
al., 2018).
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Figura 8 - Evolugéo da lesdo da leishmaniose tegumentar.

Fonte: Adaptado BRITO, 2012.

Nota: Evolugao da lesdo da leishmaniose tegumentar. (A) Papula. (B-E) Les&o ulcerativa.

Normalmente a lesdo € indolor, exceto quando associada a infeccbes
bacterianas secundarias, que causam dor e secrecéo purulenta (Figura 9) (BRASIL,
2017; ANVERSA et al., 2017; BURZA et al., 2018).

Figura 9 - Les&o ulcerativa da leishmaniose tegumentar.

Fonte: Adaptado BURZA et al., 2018.

Nota: Les&o ulcerativa da leishmaniose tegumentar. (A) Nao purulenta. (B) Purulenta.

Dependendo da resposta imunoldgica do hospedeiro, do tipo de espécie, do
local da lesdo e da evolugao clinica, a LT pode ser classificada em: leishmaniose
cutanea localizada (LCL) (Figura 10A), leishmaniose cutanea disseminada (LD)
(Figura 10B), leishmaniose cutanea difusa (LCD) (Figura 10C) e leishmaniose
mucocutanea (LM) (Figura 10D) (Tabela 1) (ANVERSA et al., 2017; BRASIL; 2017).

Figura 10 - Formas clinicas da leishmaniose tegumentar.
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Fonte: Adaptado Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude, 2017.

Legenda: Formas clinicas da leishmaniose tegumentar. (A) Leishmaniose cutanea localizada. (B) L.

cutanea disseminada. (C) L. difusa. (D) L. mucocutanea.

Tabela 1 - Formas clinicas da leishmaniose tegumentar

Leishmaniose
cutanea

localizada

Lesbes ulcerativas Unicas ou
multiplas em um mesmo segmento
corporal. Precedidas ou nao de
disseminacéao linfatica e envolvimento

dos ganglios linfaticos.

Remissdo espontanea das
lesdes entre 6-15 meses,
nos casos de infecgao por L.
(V.) braziliensis.

Leishmaniose
cutianea

disseminada

Lesbes ulcerativas multiplas, em

varios segmentos corporais
diferentes. Provavelmente, causadas
pela disseminacdo do parasito pela

via hematica ou via linfatica.

O acometimento mucoso e
a parestesia também

podem ser encontrados.

Leishmaniose
difusa

Lesao nodular unica, sem ulceracéo,
que evolui pelo corpo inteiro. Mais
rara e grave, associada a pacientes
com  deficiéncia

na resposta

imunologica celular.

Pacientes apresentam uma
resposta pobre ou ausente
ao tratamento e ndo ha
remissdo espontadnea. No
Brasil, é causada pela L. (L.)

amazonensis.

Fonte: Adaptado REITHINGER et al., 2007; BRASIL, 2017.

2.3 RESPOSTA IMUNOLOGICA NA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
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Os fatores intrinsecos da resposta imunolégica do hospedeiro sdo importantes
para determinar o desenvolvimento das manifestagdes clinicas caracteristicas da LT
(CASTRO et al., 2023). Inicialmente, apods a infecg&o transmitida pelo inseto vetor, as
Leishmanias infectam os macréfagos do hospedeiro e conseguem criar um
mecanismo para resistir a atividade microbicida dessas células, sobrevivendo e

proliferando até a ruptura celular (Figura 11).

Figura 11 — Perfil Th1, Th2 e Th17 envolvidos na resisténcia, susceptibilidade e

controle da resposta imunolégica do hospedeiro na leishmaniose tegumentar.
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Fonte: A autora, 2023; Biorender ©.
Legenda: Os macréfagos fagocitam as amastigotas de Leishmania e, posteriormente, induzem as
células T a desenvolverem as respostas imunolégicas Th1, Th2 e Th17, e suas respectivas citocinas

de resisténcia, susceptibilidade e controle da inflamacgéo.

Com a ruptura, particulas antigénicas séo liberadas e apresentadas, pelas
células apresentadoras de antigenos, aos linfocitos T CD4+, que desenvolvem dois
tipos de respostas: Th1, associada com a resisténcia do hospedeiro e com a produgao
de citocinas pro-inflamatdrias, Th2, associada com a susceptibilidade e com a

producgao de citocina anti-inflamatorias e Th17, associada com controle do balanco do
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perfil Th1 e Th2, caracterizada pela produgao da IL-17 (Figura 11) (NEVES, 2003;
ABBAS, 2015; BRASIL, 2017; GONCALVES DE ALBUQUERQUE et al., 2017).

No caso das formas clinicas causadas pela L. braziliensis, a resposta
predominante normalmente € a Th1, com ativagcdo dos macrofagos e consequente
producao de Oxido nitrico (NO), responsavel pela atividade leishmanicida.
Geralmente, essa resposta apresenta uma maior eficiéncia na eliminagao do parasito,
boa resposta ao tratamento e, em alguns casos, cura espontédnea (DUARTE et al.,
2016; BRASIL, 2017).

Com o desenvolvimento da resposta imunoldgica, € necessario também que
haja a producdo de células T reguladoras (Tregs) para controle da resposta
inflamatoria, contudo, o papel das Tregs ainda ndo esta muito bem esclarecido em
modelo humano (CASTRO et al., 2023).

2.3.1 Citocinas Inflamatérias

Uma das respostas imunoldgicas iniciais contra uma infec¢gdo, como na LT, é a
producao de citocinas. Essas proteinas possuem diferentes estruturas e funcdes, e
atuam regulando e coordenando as atividades das células na imunidade inata e
adaptativa (SU et al., 2012; ABBAS, 2015).

Ainterleucina 2 (IL-2) & uma citocina inflamatoria que promove a sobrevivéncia,
proliferacéo e diferenciacao dos linfocitos T, além de estimular a producao de outras
citocinas, como interferon y (IFN-y) e a interleucina 4 (IL-4) (ABBAS, 2015; MIRZAEI
et al., 2020).

O fator de necrose tumoral (TNF) & produzido por células apresentadoras de
antigenos, como os macréfagos e as células dendriticas, e estimula a producéo de
quimiocinas que levam a um aumento na produgdo, migragcdo, adesao e
transmigracéo de leucocitos no endotélio vascular, além disso, TNF também atua na
coestimulagdo de células B e T, induzindo a protecdo do hospedeiro
(CUMBERBATCH & KIMBER, 1992; ABBAS, 2015; MIRZAEI et al., 2020).

O IFN-y, principal citocina ativadora de macrofagos, atua contra
microrganismos intracelulares e inibe o desenvolvimento da resposta Th2. O IFN-y
também leva a expresséo de diversas proteinas responsaveis pela amplificacdo da
resposta e pela apresentacédo de antigenos (FREITAS et al., 2013; ABBAS, 2015).
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A interleucina 6 (IL-6) é produzida por fagoécitos mononucleares, células
endoteliais vasculares, fibroblastos e outras células e, assim como TNF-a, estimula a
producao de neutréfilos na MO e promove a diferenciagao de células T, além disso,
promove a diferenciagéo das células B (ABBAS, 2015; SAHA et al., 2011; MIRZAEI et
al., 2020).

A IL-4 é produzida pelos mastdcitos e pelas células T, e € a principal citocina
envolvida na estimulacido da resposta Th2, atuando também na inibigdo da resposta
Th1 (FREITAS et al., 2013). Ademais, contribui para a ativagdo alternativa dos
macrofagos, onde ocorre o aumento da produgéo da interleucina 10 (IL-10) e fator
de transformagé&o de crescimento (TGF-) (ABBAS, 2015).

A IL-10 é produzida por alguns tipos de células n&o linféides, principalmente
macrofagos ativados pela via alternativa e é conhecida como reguladora de
retroalimentagcdo negativa, por inibir a produgdo das células que a produzem
(FREITAS et al., 2013; ABBAS, 2015).

A interleucina 17 (IL-17) é uma citocina associada tanto com a resposta
mediada por células T, quanto com a inflamagédo aguda. Atua modulando a IL-10,
potencializa a producédo de NO e induz a inflamacgao tecidual, além disso, aumenta a
producao de neutroéfilos, ao estimular a granulopoiese (FREITAS et al., 2013; ABBAS,
2015; DUARTE et al., 2016).

2.4 METODOS DE DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

O diagndstico preciso da LT envolve uma associagdo dos aspectos
epidemiologicos, clinicos e laboratoriais da doenga. Dentre os métodos laboratoriais
estdo as técnicas parasitologicas, imunolégicas e moleculares (PEREIRA et al., 2012;
ANVERSA et al., 2017). Essas técnicas apresentam sensibilidade e especificidade
variadas devido a diversidade de formas clinicas e de espécies de Leishmania, além
do tempo de evolugéo das lesdes (BRASIL, 2017).

2.4.1 Métodos de Coleta

Para o diagnéstico da LT ser realizado, € necessario que ocorra a coleta de

material biolégico (Figura 12) do paciente e entre os métodos de obtencéo estdo: a
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escarificagdo da borda da lesao (Figura 12A), pungao aspirativa (Figura 12B) e a

bidpsia com impressao do fragmento cutaneo em lamina por aposigéo (Figura 12C).

Figura 12 - Métodos de coleta para o diagndstico da leishmaniose tegumentar.

Fonte: Adaptado BRITO, 2012; SILVA et al., 2018.
Legenda: Métodos de coleta para o diagndstico da leishmaniose tegumentar. (A) Escarificagdo da

borda da lesdo. (B) Pungéao aspirativa. (C) Biopsia. (D) Swab de lesao. (E) Fluido salivar.

Na técnica de escarificacdo, utiliza-se um bisturi ou estilete na borda interna da
ulcera ou da superficie da lesdo fechada. Ja na puncdo, seringa e agulha séo
utilizadas na borda da lesdo ou no linfonodo. Por fim, na bidépsia com impressao, o
fragmento de tecido é obtido por cirurgia e, posteriormente, é feita uma compressao
sobre uma lamina de vidro. A bidpsia pode ainda ser feita com o auxilio de punch ou
uma pinga saca-bocado, que além do esfregaco, pode ser utilizada para confecgao de
cortes histolégicos e inoculagéo in vivo, em animais, e in vitro, em meio de cultura
(BRASIL, 2017).

No entanto, esses métodos séo considerados invasivos e, além do desconforto
causado durante a coleta, apresentam risco de sangramento e infec¢ao, e necessitam
de infraestrutura e qualificagao profissional, que nao sao facilmente encontrados em
areas remotas. Portanto, métodos menos invasivos, mais simples e que permitem um
diagnéstico sensivel vém sendo estudados (BOGGILD et al., 2010, BOGGILD et al.,
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2011).

Entre os métodos menos invasivos estdo o swab de secreg¢ao da lesdo (Figura
12D) e os fluidos corporais (Figura 12E), como a saliva, urina e secregéo nasal, que
podem ser uma alternativa interessante, por ndo necessitar de profissionais altamente
capacitados para a coleta, e por serem métodos mais faceis e rapidos. (BRITO, 2013;
SERENO et al., 2020).

2.4.2 Diagnostico Parasitologico

Os métodos de diagndstico parasitologicos se baseiam na visualizagdo ou
isolamento do parasito. A pesquisa direta, padrao ouro, estabelece o diagndstico da
LT, devido a sua alta especificidade, e permite a visualizagao das formas amastigotas
de Leishmania por microscopia optica (Figura 13) (ANVERSA et al., 2017; BURZA et
al.; 2018).

Esse método é utilizado como primeira escolha por ser classificado como
padréo ouro, ser mais rapido, de baixo custo e de facil execu¢cdo (BRASIL, 2017). No
entanto, nao permite distinguir as espécies e possui baixa sensibilidade,
especialmente em infecgdes por L. (V.) braziliensis, devido a baixa carga parasitaria,
na presencga de infecgbes secundarias e com a evolugéo crénica da lesao (BRITO,
2013; BRASIL, 2017). Essa sensibilidade pode ser aumentada com a repeticdo do

teste e a leitura de mais de uma lamina. (BRASIL; 2017).

Figura 13 - Amastigotas de Leishmania sp. visualizadas por microscopia 6ptica no

exame direto.
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Fonte: Adaptado CROFT & BUFFET, 2012.
Legenda: Amastigotas de Leishmania sp. visualizadas por microscopia optica no exame direto em

uma amostra de uma leséo de pele ulcerativa.

O isolamento parasitario in vitro, por meio cultura, além de confirmar a presenca
do parasito, permite a identificacdo posterior da espécie de Leishmania. O isolamento
in vivo, por inoculagdo em animais, sendo o Mesocricetus auratus (hamster)
comumente utilizado devido a sua alta sensibilidade, também pode ser feito.

No entanto, apesar de serem dois métodos muito sensiveis, o longo periodo de
desenvolvimento, especialmente no isolamento in vivo, e o alto custo, torna-os
inviaveis na rotina laboratorial (BRASIL, 2017; ANVERSA et al., 2017).

2.4.3 Diagndstico Molecular

O diagnéstico molecular vem sendo aprimorado extensivamente nas ultimas
décadas, e entre esses métodos esta a reagcdo em cadeia polimerase (PCR)
(REITHINGER et al., 2007).

Essa técnica se baseia na amplificagdao do DNA de Leishmania e apresenta
uma alta sensibilidade, permitindo a deteccdo da infeccdo mesmo com uma baixa
carga parasitaria, e uma alta especificidade, podendo utilizar alvos especificos para
identificacdo do género ou da espécie do parasito. Além do diagnéstico, a PCR
permite também o monitoramento do tratamento (REITHINGER et al., 2007; BRASIL,
2017).

Apresenta uma alta sensibilidade, especificidade e rapidez na detecg¢ao de
DNA, mas, possui um custo alto e necessita de uma infraestrutura adequada, que
ainda nao é encontrada na rotina laboratorial (REITHINGER et al., 2007; BRITO, 2013;
BRASIL, 2017).

2.4 .4 Diagnostico Imunologico

Os métodos de diagnédstico imunoldgicos, apresentam sensibilidades e
especificidades variadas e permitem, geralmente, a detecgdo da LT e o
monitoramento do tratamento. Contudo, assim como o diagndstico molecular,

algumas técnicas séo de alto custo e necessitam de infraestrutura laboratorial, nem
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sempre encontrada na rotina (BRASIL, 2017).

Entre algumas dessas técnicas estdo: a intradermorreacédo de Montenegro
(IDRM), que n&o € mais utilizada na rotina, e o imunoensaio enzimatico (ELISA) e a
citometria de fluxo (CF), que ainda ndo sao utilizados na rotina laboratorial.

A IDRM baseia-se na resposta de hipersensibilidade celular retardada. No
entanto, pode apresentar um resultado negativo na fase inicial da doenga, na
leishmaniose visceral e em individuos fraco-reatores, como na leishmaniose difusa, e
pode permanecer positivo mesmo apods o tratamento e a cura clinica.

O ELISA se baseia na detecgao de anticorpos anti-Leishmania, contudo,
apresenta uma sensibilidade e especificidade que varia de acordo com a forma clinica
da leishmaniose apresentada pelo paciente (ROMERO et al., 2005).

A CF analisa, simultaneamente, varias caracteristicas de uma particula
individual em fluxo fluido, através de uma fonte luminosa, e apresenta uma
sensibilidade superior quando comparada a outros imunodiagnésticos (OLIVEIRA et
al., 2013; BRASIL, 2017).

2.5 TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

O controle da LT é baseado em medidas profilaticas, para eliminar o vetor e os
reservatorios, e no tratamento da infecgcdo com farmacos (BEZERRA et al., 2004). A
maioria das lesdes tendem a sofrer remissao espontanea entre 8 e 12 meses. A
decisdo de tratar € movida pela necessidade de atingir a cura mais rapidamente,
reduzir as cicatrizes, evitar a disseminacao e evolugao para a forma mucocutanea, e
contribuir para o controle da doenca. Outro critério para o inicio da terapia € a
quantidade e o didmetro das lesbdes (BRASIL, 2017; BURZA et al., 2018).

2.5.1 Farmacos

Entre os medicamentos disponiveis estdo o antimonial pentavalente, a
anfotericina B, a pentamidina e a miltefosina (BRASIL, 2017; CONITEC, 2018). O
antimonial pentavalente € o farmaco de primeira escolha para o tratamento da LT,
exceto em pacientes com mais de 50 anos, com doengas cardiacas, renais e

hepaticas, com hipersensibilidade aos componentes da medicagao, e pacientes em
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uso de medicamentos que prolongam o intervalo QTc (BRASIL, 2017).

Pode ser administrado nas formas endovenosa (EV), intramuscular (IM) e
intralesional (BRASIL, 2017; FARAJZADEH et al., 2018). Possui um mecanismo de
acao nao muito esclarecido, mas estudos demonstram que é possivel que esse
medicamento seja um pro-farmaco, que sofre ativagcdo nos macrofagos, e atua
inibindo a produgao de energia do parasito, por inibicdo da glicélise e da B-oxidagéo
de acidos graxos (BEZERRA et al., 2004; BRASIL, 2017).

A anfotericina B é um antibiético que possui atividade antifungica e
antileishmanicida. Esse farmaco atua se ligando ao ergosterol, presente na membrana
plasmatica das Leishmanias, alterando a permeabilidade de membrana e o equilibrio
osmético do parasito (BEZERRA et al., 2004; BRASIL, 2017). E administrado por
infusdo intravenosa lenta, por quatro a seis horas (BRASIL, 2017).

A pentamidina € um farmaco que tem acao antitripanossomatidea, antifungica,
antibacteriana, antiviral e antitumoral, e é utilizado como alternativa para pacientes
nao responsivos ao antimonial pentavalente e por apresentar menos efeitos colaterais
(BEZERRA et al., 2004). Atua inibindo enzimas como a ornitina descarboxilase e a
espermidina sintetase, impedindo a sintese de moléculas importantes para o parasito
e pode ser administrada por via EV ou IM (BEZERRA et al., 2004; BRASIL, 2017).

A miltefosina € uma droga alternativa que pode ser utilizada por via oral e atua
interferindo na membrana celular, no metabolismo de fosfolipidios e na transmissao
de sinal proliferativo, também induz a apoptose (CAMPOS et al., 2018). O sucesso do
tratamento depende de diversos fatores, tais como: fatores genéticos, resposta
imunologica e a apresentacgéo clinica do hospedeiro; a qualidade e a dosagem da
droga; o tempo de duragao e a finalizagdo do tratamento; e os fatores intrinsecos e

falta de resisténcia medicamentosa do parasito (ANVERSA et al., 2017).

2.5.2 Vacinas

Algumas vacinas tém sido desenvolvidas para prevencgao e tratamento da LT,
mas apenas algumas avancgaram para a fase clinica. Entre as estratégias vacinais
estdo as vacinas de subunidades, de DNA, de saliva do inseto vetor e de células
dendriticas. O objetivo principal € a indugdo da resposta Th1 e a produgédo de

anticorpos contra o parasito.
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Contudo, alguns aspectos como a falta de informacao suficiente para a
indicagao de uso em cada fase da doencga e a carga parasitaria que varia anualmente,
dificultam esse desenvolvimento (UZONNA & OKWOR, 2009; MALVOLTI et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar quais citocinas sdo produzidas na cultura de células de individuos
saudaveis estimuladas com antigenos de L. (V.) braziliensis, isolados de salivas

humanas de pacientes com leishmaniose tegumentar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Selecionar e caracterizar o grupo de estudo quanto aos aspectos
epidemioldgicos;

b) Cultivar e obter antigenos a partir de promastigotas de L. (V.) braziliensis,
isoladas de salivas humanas;

c) ldentificar as citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17) produzidas
em sobrenadante de cultura de PBMC de individuos saudaveis;

d) Comparar a produgao de citocinas no sobrenadantes de PBMC de individuos
saudaveis apos estimulo com antigenos isolados de saliva humana e isolado

do parasita.
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4 METODOLOGIA

4.1 SELECAO DO GRUPO DE ESTUDO

Dez individuos saudaveis, nomeados como grupo controle, sem lesdes tipicas,
residentes de areas ndo endémicas e sem historia epidemioldgica compativel com
leishmaniose foram selecionados, de forma voluntaria. No entanto, ndo foram
realizados testes laboratoriais para comprovacdo. Todos os individuos estavam
cientes do objetivo do estudo e da necessidade de realizagdo de coleta de pungao

venosa.

4.2 CULTIVO DAS CEPAS ISOLADAS DA SALIVA HUMANA

Dois isolados de L. (V.) braziliensis, caracterizados como IOCL 3630 e IOCL
3632 foram obtidos, de forma inédita por BRITO et al., 2018, da saliva de dois
pacientes com LT. Esses pacientes apresentavam lesdes cutaneas localizadas e eram
oriundos dos municipios de Moreno e Abreu e Lima, Regidao Metropolitana do Recife,
Pernambuco. As cepas foram depositas e caracterizadas na Colecao de Leishmania
do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOCL/FIOCRUZ-RJ) com o padrdo de “Leishmania
Multi-locus sequence typing” (MLST) (Boité et al. 2016). Posteriormente, foram
estocadas em nitrogénio liquido no laboratério de Imunopatologia, do Departamento
de Imunologia, FIOCRUZ -PE.

As amostras foram descongeladas e mantidas em meio Schneider’'s (pH 7,2),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibittico (100 Ul/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina), a 25°C + 1°C em uma estufa incubadora.
O cultivo dessas cepas permitiu a realizacdo da obtencédo de antigeno bruto para os
ensaios de estimulagéo das células mononucleares do sangue periférico (PBMC). A
cepa IOCL 566 também foi utilizada, no entanto, € uma cepa padrdo denominada
MHOM/BR/1975/M2903, nao isolada da saliva humana.

4.3 OBTENCAO DE ANTIGENO

Apds o cultivo e crescimento das formas promastigotas de Leishmania,
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provenientes das cepas IOCL 3630 e IOCL 3632, isoladas de salivas humanas, e IOCL
566, cepa padrdo, o conteudo das garrafas de cultura foi transferido para um falcon
de 50 mL e depois centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. Apods isso, o sobrenadante
foi descartado e o “pellet”’ lavado com 10 mL de tampéao fosfato-salino (PBS) estéril
em uma centrifugagao de 2200 rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado novamente e 750 yL do tampao de lise e 250 pL do inibidor de protease
foram adicionados. Depois da homogeneizagao, o conteudo foi transferido para um
criotubo de 2 mL. O criotubo foi congelado no nitrogénio liquido e, em sequéncia,
descongelado no Banho-Maria, a 37°C, por 6 vezes. O antigeno bruto de cada cepa

foi obtido separadamente.

4.3.1 Quantificacdo do Antigeno

A quantificacdo do antigeno foi feita pela medida da absorbancia no
espectrofotdmetro, utilizando o método de Bradford (BRADFORD, 1976). Duas
cubetas foram separadas, sendo uma para o branco e outra para o antigeno. Na
cubeta do branco, foi adicionado 200 pL do reagente de Bradford e 800 pL de agua
destilada. Na cubeta do antigeno, foi adicionado 200 uL do reagente de Bradford, 799
ML de agua destilada e 1 yL do antigeno bruto. As quantificagbes foram dadas em

Mg/ul.

4.4 OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC)

Apos a coleta, 20 mL do sangue venoso, de cada paciente, foi transferido para
um tubo falcon contendo Ficoll Hypaque, na proporc¢do 1:2 e, em seguida, esse tubo
passou por uma centrifugacao a 700 G por 30 minutos a 20°C, para formagao do anel
de PBMC. O anel, localizado entre o Ficoll Hypaque e o plasma, foi removido e
depositado em um novo tubo contendo 10 mL de meio RPMI suplementado com 10%
de SFB. Depois do depdsito, uma nova centrifugagao a 300 G por 10 minutos a 20°C
foi feita e o sobrenadante foi descartado. Apods isso, o “pellet” foi ressuspendido
novamente em 10 mL de meio RPMI com 10% de SFB e centrifugado a 300 G, nas
mesmas condi¢cdes. Para quantificacdo das células, uma aliquota foi removida, diluida
na propor¢ao de 1:20 em azul de trypan e quantificada na camara de Neubauer.
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4.5 CULTIVO CELULAR DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC)

As PBMC provenientes do sangue de individuos saudaveis, foram cultivadas
em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB em placas de 24
pocos, na concentragdo de 5x10° células/pogo. Em seguida, as células foram
estimuladas, com o antigeno bruto da cepa padréo IOCL 566 e das cepas isoladas da
saliva de pacientes infectados com L. (V.) braziliensis, I0CL 3630 e IOCL 3632,
individualmente, na concentragéao de 10 ug/mL (BRELAZ et al., 2012). Como controle,
foram utilizadas células mantidas apenas em meio de cultura. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C/5% de CO2 e, apdés 48h e 72h, as células foram
centrifugadas a 300 G por 10 minutos, e os sobrenadantes foram coletados e
armazenados a -20°C para posterior analise das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF,
IFN-y e IL-17A.

4.6 IDENTIFICAGAO DE CITOCINAS POR CYTOMETRIC BEAD ARRAY (CBA)

As citocinas inflamatdrias IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17A foram
mensuradas nos sobrenadantes das culturas de PBMC, 48h e 72h apés a estimulagao
com os antigenos das cepas de L. (V.) braziliensis padrao (IOCL 566) e as isoladas
de salivas humanas (IOCL 3630 e IOCL 3632), individualmente. O kit CBA humano
Th1/Th2/Th17 (BD™ Cytometric Bead Array CBA, Catalogo #560484, BD Bioscience,
San Jose, CA) foi utilizado seguindo as recomendacdes do fabricante. Esse método
permite a quantificagdo simultdnea de multiplos analitos, reduz a quantidade de
amostra utilizada e minimiza o tempo necessario para analise dos resultados
(MORGAN et al., 2003).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism 9. O teste

de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificacdo de normalidade. Quando havia

normalidade, para comparagao de dois grupos, o teste T student foi utilizado, quando
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nao havia normalidade, o teste U de Mann-Whitney foi utilizado. Para comparagao de
mais de dois grupos, o teste ANOVA foi utilizado quando havia normalidade, e o teste
de Kruskal-Wallis quando ndo havia normalidade. Todas as conclusdes foram

tomadas a nivel de significancia de 5% (p<0,05 = estatisticamente significativo).

4.8 CONSIDERACOES ETICAS

O procedimento de coleta de material biolégico foi realizado apds o
consentimento e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
pelos individuos do grupo de estudo (Anexo B). O grupo é composto por voluntarios
saudaveis, sem leishmaniose e residentes em areas ndo endémicas para a LT. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do IAM-FIOCRUZ-PE (Anexo A), com o
CAAE de numero 11083812.7.0000.5190.
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5 RESULTADOS
5.1 CARACTERIZAGCAO DO GRUPO DE ESTUDO

O grupo de estudo, denominado de grupo controle, foi composto por dez
individuos, sendo cinco do sexo feminino e cinco do sexo masculino, com a faixa etaria
entre 22 e 33 anos (Tabela 2). Todos eram sadios, residentes de areas n&do endémicas

e sem historico epidemiolégico compativel com leishmaniose.

Tabela 2 - Caracterizagao do grupo de estudo.

Caracteristicas Grupo de estudo
Numero total de individuos 10
controles
Faixa etaria 22-33
Relagdo sexo masculino/feminino 5/5

Fonte: A autora, 2023.

5.2 OBTENCAO E QUANTIFICACAO DO ANTIGENO

Os antigenos das cepas de L. (V.) braziliensis, denominados IOCL 566 (cepa
padrao, MHOM/BR/1975/M2903), IOCL 3630 e IOCL 3632 (cepas isoladas de salivas
humanas) foram obtidos e, posteriormente, quantificados pelo método de Bradford
através da leitura no espectrofotémetro (Tabela 3). A quantificagao foi dada em pg/uL.

Tabela 3 - Quantificacdo dos antigenos.

Antigeno Quantificagéao

IOCL 566 10,180 pg/pL
MHOM/BR/1975/M2903

IOCL 3630 3,328 pg/pL

IOCL 3632 4,583 pg/uL

Fonte: A autora, 2023.
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Uma eletroforese com gel de poliacrilamida (Figura 14) foi realizada para
verificagao da integridade dos antigenos obtidos, para que pudessem, posteriormente,

serem utilizados na estimulacdo das PBMC.

Figura 14 - Gel de poliacrilamida dos antigenos das cepas de L. (V.) braziliensis,

padrao e isoladas de salivas humanas.
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Fonte: A autora, 2023; Sigma-Aldrich ©
Legenda: (A) IOCL 3630 (Isolada de saliva humana). (B) IOCL 566 (Padrdo). (C) Marcador proteico.
(D) IOCL 3632 (Isolada de saliva humana).

5.3 PERFIL DE CITOCINAS INDUZIDO PELOS ANTIGENOS

Apds 48h e 72h de estimulagdo celular, analisamos o perfil de citocinas
induzido por cada antigeno. Todos os trés antigenos, obtidos da cepa padrao e das
cepas isoladas de saliva, analisados apés 48h apresentaram um aumento significativo
da expresséao da IL-6, quando comparada com as demais citocinas (Figura 15, 16).

O antigeno IOCL 566 (Figura 15A, 16A) e o IOCL 3632 (Figura 16B) quando
comparados com o IOCL 3630 (Figura 15B) apresentam uma expressao bem mais

significativa. Quando comparada a produgéao das citocinas entre as mesmas, todos os
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trés antigenos apresentaram individualmente a mesma significancia estatistica com
p<0.0001.

Figura 15 - Perfil de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) induzido pelo antigeno (ng/mL)
da cepa padrdao IOCL 566 e da cepa isolada de saliva IOCL 3630 apds 48h de
estimulacgéo in vitro de PBMC (ug/mL).
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Fonte: A autora, 2023.

Legenda: Perfil de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) induzido pelo antigeno da cepa padrao (A) IOCL
566 (10 ng/mL) e da cepa isolada de saliva (B) IOCL 3630 (10 ng/mL) apds 48h da estimulagéo in vitro
de PBMC (10 pg/mL). Diferengas entre as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17A foram

consideradas significantes no valor de p<0,05 e estéo representadas pelo (*).

Figura 16 - Perfil de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) induzido pelo antigeno (ng/mL)
da cepa padrdao IOCL 566 e da cepa isolada de saliva IOCL 3632 apds 48h de
estimulacéo in vitro de PBMC (ug/mL).
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Fonte: A autora, 2023.

Legenda: Perfil de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) induzido pelo antigeno da cepa padrao (A) IOCL
566 (10 ng/mL) e da cepa isolada de saliva (B) IOCL 3632 (10 ng/mL) apds 48h da estimulagéo in vitro
de PBMC (10 pg/mL). Diferengas entre as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17A foram

consideradas significantes no valor de p<0,05 e estéo representadas pelo (*).

Ap06s 72h, o perfil induzido por cada antigeno também foi semelhante, com a
expressao significativa da IL-6 e sucinta do IFN-y (Figura 17). Quando as citocinas
induzidas por cada antigeno foram comparadas entre si, todos os trés antigenos, IOCL
566 (Figura 17A), IOCL 3630 (Figura 17B) e IOCL 3632 (Figura 17C) apresentaram
individualmente a mesma significancia estatistica com p<0.0001.

Figura 17 - Perfil de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) induzido por cada antigeno
(ng/mL) ap6s 72h de estimulagao in vitro de PBMC (pg/mL).
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Fonte: A autora, 2023.

Legenda: Perfil de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) induzido pelo antigeno padréo (A) IOCL 566 (10
ng/mL) e pelos antigenos isolados de salivas humanas (B) IOCL 3630 (10 ng/mL) (C) IOCL 3632 (10
ng/mL) apos 72h da estimulagao in vitro de PBMC (10 ug/mL). Diferengas entre as citocinas IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17A foram consideradas significantes no valor de p<0,05 e estédo

representadas pelo (*).

5.4 EXPRESSAO DA |IL-6 EM DIFERENTES TEMPOS POS ESTIMULACAO

Apods a expressao consideravel da IL-6, analisamos o perfil induzido por cada
antigeno (Figura 15 e 16), comparamos a expressao desta citocina, entre os tempos

48h e 72h apds estimulagao, induzida por cada antigeno individualmente (Figura 18).
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Todos os trés antigenos apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre
os dois tempos, com o p=0.0008 para o IOCL 566 (Figura 18A), p=0.0007 para o IOCL
3630 (Figura 18B) e p<0.0001 para o IOCL 3632 (Figura 18C).

Figura 18 - Comparacgéao da expressao da IL-6 (pg/mL) induzida por cada um dos trés

antigenos (ng/mL) apos 48h e 72h de estimulagéo in vitro de PBMC (pg/mL).
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Fonte: A autora, 2023.

Legenda: Comparacao da expressao da IL-6 (pg/mL) induzida pelo antigeno padréo (A) IOCL 566 (10
ng/mL) e pelos antigenos isolados de salivas humanas (B) IOCL 3630 (10 ng/mL) (C) IOCL 3632 (10
ng/mL) apds 48h e 72h da estimulacéo in vitro de PBMC (10 ug/mL). Diferengas entre os tempos foram

consideradas significantes no valor de p <0,05 e estao representadas pelo (*).

5.5 EXPRESSAO DO IFN—Y EM DIFERENTES TEMPOS POS ESTIMULACAO

Na analise do perfil de citocinas induzido por cada antigeno, o IFN-y também
apresentou uma expressao aumentada, sendo bem menos expressiva que a da IL-6
(Figura 15 e 16). Considerando essa expressao, foi feita uma analise comparando os
dois tempos apo0s a estimulagéo, 48h e 72h (Figura 19).

Na analise de significancia, o IOCL 566 (Figura 19A) e o IOCL 3632 (Figura
19C) apresentaram significancia estatistica, com p=0.0216 e p=0.0325,
respectivamente. Contudo, o IOCL 3630 (Figura 19B) nao apresentou significancia

estatistica.
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Figura 19 - Comparagéo da expressao de IFN-y (pg/mL) induzida por cada um dos

trés antigenos (ng/mL) apds 48h e 72h de estimulagao in vitro de PBMC (ug/mL).
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Fonte: A autora, 2023.

Legenda: Comparagéo da expressao do IFN-y (pg/mL) induzida pelo antigeno padréao (A) IOCL 566
(10 ng/mL) e pelos antigenos isolados de salivas humanas (B) IOCL 3630 (10 ng/mL) (C) IOCL 3632
(10 ng/mL) ap6s 48h e 72h da estimulagdo in vitro de PBMC (10 pg/mL). Diferengas entre os tempos

foram consideradas significantes no valor de p <0,05 e estdo representadas pelo (*).

5.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE CITOCINAS INDUZIDA PELOS ANTIGENOS BRUTOS

Analisamos cada citocina, separadamente, comparando a expressao induzida
pelos antigenos entre si e com o basal, composto por células ndo estimuladas, em
48h e 72h apods a estimulacéo (Figura 20 e 21). Apos 48h (Figura 20), a IL-17A (Figura
20A), IFN-y (Figura 20B), TNF (Figura 20C), IL-6 (Figura 20E) e IL-4 (Figura 20F) n&o
apresentaram significancia estatistica entre os antigenos padréo e os isolados de
salivas humanas, nem em relagcido ao basal.

A IL-10 (Figura 20D) apresentou significancia estatistica com p=0.0186, quando
houve a comparacdo entre os antigenos 2 e 3, IOCL 3630 e IOCL 3632,
respectivamente. A IL-2 (Figura 20F) também apresentou significancia estatistica com
p=0.0325, quando o antigeno padrdo IOCL 566 e o antigeno isolado de saliva
humana, |IOCL 3632, foram comparados.
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Figura 20 - Comparagéo da expressao de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) entre o
basal e os antigenos padrao IOCL 566 e os isolados de saliva IOCL 3630, IOCL 3632
(ng/mL) apds 48h de estimulagao in vitro de PBMC (ug/mL).
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Fonte: A autora, 2023.

Legenda: Comparacao da expressao de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) entre o basal, composto
de células ndo estimuladas, e os antigenos IOCL 566 (Ag.1) (10 ng/mL), padréo, IOCL 3630 (Ag.2) (10
ng/mL), IOCL 3632 (Ag.3) (10 ng/mL), isolados de salivas humanas, apos 48h da estimulagdo in vitro
de PBMC (10 pg/mL). Diferencas entre os tempos foram consideradas significantes no valor de p <0,05

e estao representadas pelo (*).
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Apods 72h (Figura 21), as citocinas IL-17A (Figura 21A), IFN-y (Figura 21B), TNF
(Figura 21C), IL-6 (Figura 21E) e IL-4 (Figura 21F) também nao apresentaram
significancia estatistica entre os antigenos, nem em relagédo ao basal. A IL-10 (Figura
21D) apresentou significancia estatistica com p=0.0325, quando houve a comparagéo
entre os antigenos 2 e 3, IOCL 3630 e IOCL 3632, respectivamente. A IL-2 (Figura
21F) também apresentou significancia estatistica com p=0.0108, quando a

comparacgao foi feita entre o basal e o antigeno 2, IOCL 3630.

Figura 21 - Comparacgao da expressao de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) entre o
basal e os antigenos padrao IOCL 566 e os isolados de saliva IOCL 3630, IOCL 3632
(ng/mL) ap6s 72h de estimulagao in vitro de PBMC (pg/mL).
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Fonte: A autora, 2023.

Legenda: Comparacgao da expresséao de citocinas Th1, Th2 e Th17 (pg/mL) entre o basal, composto
de células ndo estimuladas, e os antigenos IOCL 566 (Ag.1) (10 ng/mL), padrao, IOCL 3630 (Ag.2) (10
ng/mL), IOCL 3632 (Ag.3) (10 ng/mL), isolados de salivas humanas, apos 72h da estimulagao in vitro
de PBMC (10 pg/mL). Diferencas entre os tempos foram consideradas significantes no valor de p <0,05

e estdo representadas pelo ().

Algumas citocinas (Figura 20, 21) também foram produzidas pelo controle
basal, composto apenas de células sem estimulacdo antigénica. Os individuos
controles utilizados no nosso estudo ndo possuiam clinica e nem historico
epidemiologico compativel com leishmaniose, no entanto, eles ndo foram testados ou
questionados quanto a outras doencgas infecciosas. Portanto, essa producao pode ter

sido causada por outros processos infecciosos e/ou inflamatérios.
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6 DISCUSSAO

A LT é uma doenga que afeta, endemicamente, 99 paises, e entre esses paises
esta o Brasil, onde a L. (V.) braziliensis é a principal espécie responsavel pelos mais
de 14 mil casos reportados s6 em 2021 (BRASIL, 2017; BURZA et al., 2018; OMS,
2022). Afetando principalmente paises negligenciados, onde nem sempre ha
infraestrutura laboratorial a servigo de toda a populagéo, para um diagnostico rapido
e preciso da LT, tornou-se entao necessario a busca por métodos mais simples, mais
acessiveis e menos invasivos de coleta e diagndstico. Entre esses possiveis métodos
de coleta, a saliva, associada aos métodos de diagnostico, como a PCR, vem sendo
estudada (BOGGILD et. al., 2011; BRASIL, 2017; BRITO et. al., 2018).

CORVALAN et al., 2012 demonstraram, através da PCR, a possibilidade de
identificacdo do DNA de Leishmania (V.) braziliensis em amostras de salivas
humanas. Em 2018, de forma inédita, BRITO et. al. isolaram sete cepas de Leishmania
(V.) braziliensis a partir da saliva de pacientes com LT sem lesdes mucosas, apenas
com lesdes cutaneas localizadas.

Com a identificacdo e o isolamento parasitario, € possivel que esse tipo de
coleta, apds o aprimoramento e associada aos métodos moleculares e/ou
imunologicos, possa fazer parte do diagnostico da LT. Além disso, esse isolamento
também permite que novos conhecimentos sejam adquiridos para melhor entender a
imunopatogenia da doenca e buscar por novas estratégias de prevengdo e

monitoramento de cura.

A sobrevivéncia e a persisténcia da Leishmania em pacientes infectados com
a leishmaniose dependem de estratégias de escape da resposta imune inata e
adaptativa do hospedeiro, que incluem a diferenciacao de células T em uma resposta
Th1 ou Th2 e, consequentemente, a produg¢ao de citocinas inflamatorias (NEVES et
al., 2003; BURZA et al., 2018).

Dependendo da forma clinica e da espécie envolvida, esse perfil de citocinas
imunoldgicas varia. Essa variagao pode acontecer pela exacerbagao de citocinas proé-
inflamatdérias ou anti-inflamatoérias, ou ainda, pela exacerbacdo de citocinas
especificas, ja que, diferente dos modelos animais, em humanos, a subdivisdo dessas

citocinas em resisténcia e susceptibilidade a infeccéo, ainda nao é bem estabelecida
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(NEVES et al., 2003; CASTELLANO et al., 2009).

Analisando o perfil de citocinas induzido pelos dois antigenos isolados de
salivas humanas e o antigeno padrao, nos individuos saudaveis utilizados no estudo,
foi possivel perceber um padrao semelhante na expressao dessas moléculas, com a
exacerbacao expressiva da IL-6, inclusive nos dois tempos analisados.

Quando os antigenos foram comparados entre si e com o controle basal, quase
todas as citocinas, com excecdo da IL-2 e IL-10, demonstraram que n&o houve
diferenga estatistica significativa entre os grupos. Provavelmente, essa semelhanca
pode ser explicada pelo fato de as trés cepas serem provenientes da mesma espécie,
L. (V.) braziliensis. Esse achado permite concluir que as cepas isoladas de saliva
apresentaram a mesma capacidade de estimulagdo que a cepa padrao, nao isolada
da saliva.

Apesar da producédo significativa da IL-6, as demais citocinas apresentaram
nenhuma ou uma baixa expressdo. O grupo controle utilizado no nosso estudo é
composto de individuos residentes de areas ndo endémicas e sem contato prévio com
a Leishmania; portanto, a resposta imunolégica induzida pode ter sido inespecifica,
causando a expressao de niveis baixos dessas citocinas.

CASTELLANO et al., 2009, analisaram a produgéao das citocinas TNF-a, IFN-y,
IL-4, e IL-10 induzidas por um antigeno de L. (V.) braziliensis no sobrenadante das
células de pacientes divididos em trés grupos: i) grupo controle, com individuos sadios,
nas mesmas condi¢gées do nosso estudo; ii) grupo de pacientes com lesdes ativas e
iii) grupo de pacientes pos tratamento. Essa analise permitiu demonstrar que as
citocinas apresentaram uma expressdo menos exacerbada no grupo de controles,
quando comparado aos demais grupos, especialmente em relagdo ao grupo de

pacientes com lesdes ativas.

A IL-6 é uma citocina produzida por células T e células fagociticas e &
comumente associada a resposta pro-inflamatéria, contudo, em murinos, é produzida
pelas células Th2, responsaveis pela resposta anti-inflamatdria. Além disso, atua
estimulando a producédo de neutréfilos e promovendo a diferenciagdo de células T
(HATZIGEORGIOU et al., 1993; MIRZAEI et al., 2020).

Em nosso estudo, verificamos uma producéo consideravel dessa citocina no
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antigeno padrao e nos dois antigenos de isolados de saliva analisados. Ademais, foi
possivel também observar diferengas significativas entre os dois tempos poés
estimulac&o, onde houve um aumento apds 72h, com significancia estatistica.

GOMES et al., 2014 analisaram a produgao das citocinas IL-183, IL-6, IL-10 e
TGF-B nas PBMC de individuos saudaveis, induzida pela infecgao por amastigotas e
promastigotas de diversas cepas de L. (V.) braziliensis. Foi possivel demonstrar que
quase todas as cepas tiveram producao significativa da IL-6, 24h e 48h apds a
estimulagao.

O IFN-y é a principal citocina ativadora de macrofagos e, em altas
concentragbes é comumente associada com a cura espontédnea na LT. Alguns
estudos sugerem que o seu aumento, em conjunto com a diminui¢gao da expressao de
IL-10, pode estar associado com a indugdo inicial da inflamagcao e,
consequentemente, resisténcia do hospedeiro a infecgao (CASTELLANO et al., 2009;
BRELAZ et al., 2012; FREITAS et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014).

A IL-10 é descrita como uma citocina que atua na regulacdo da resposta
imunologica, inibindo a produgéo do IFN-y e a ativagdo dos macrofagos. A sua baixa
expressao tem sido associada com a progressao da doenga, quando produzida em
altos niveis, e com producgao de células T de memaria, quando produzida em baixos
niveis (CASTELLANO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2014).

Em nosso estudo, o IFN-y apresentou uma baixa producédo nas trés cepas
analisadas, embora a analise estatistica da comparacgéao entre os dois tempos, sugere
gue essa citocina aumentou significativamente em um periodo de 24h, entre 48h e
72h, na cepa padrao (IOCL 566), e na cepa isolada de saliva (IOCL 3632). Em relag&o
a IL-10, nosso estudo também demonstrou uma baixa expressdo, sugerindo-se
possivel perfil pro-inflamatério.

POMPEU et al., 2001, demonstraram que a baixa expressao de IFN-y tem sido
associada também com a baixa expressao de IL-10, e que o aumento da IL-10 pode
favorecer o aumento do IFN-y. Possivelmente, ocorre um contrabalanco entre as duas
citocinas. OLIVEIRA et al., 2014, também demonstraram que a alta expressao de IFN-
y € TNF, associada com a baixa produc¢ao de IL-10, leva a produg¢ao de uma resposta
inflamatdria exacerbada, podendo causar o desenvolvimento de lesdes cutaneas e

mucosas.
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Analisando a expressao das citocinas induzidas pela estimulagdo de antigenos
obtidos das cepas de L. (V.) braziliensis isoladas de salivas humanas, é possivel
perceber um perfil mais voltado para Th1, com a producao de IL-6 e IFN-y. Esse perfil
geralmente esta associado com a resposta imunoldgica pré-inflamatéria. Além disso,
nao houve expressao significativa da IL-10, comumente associada a resposta Th2.

Esses achados corroboram com o fato de as cepas utilizadas na estimulagao
serem provenientes de pacientes com leishmaniose cutanea localizada, uma forma
clinica da LT caracterizada por uma resposta pro inflamatéria, com consequentemente
formacao de ulceragdes e lesbes na pele (BRASIL, 2017; ANVERSA et. al., 2018;
BRITO et al., 2018). Além disso, foi possivel demonstrar que as cepas isoladas de
salivas humanas induziram a producéo de citocinas de forma bem semelhante a da

cepa padrao, ndo isolada de saliva.
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7 CONCLUSAO

e As cepas de L. (V.) braziliensis isoladas da saliva de pacientes com LT
permitiram a obtencéo de antigenos brutos;

e Os antigenos obtidos permitiram a estimulagao e analise das citocinas IL-17A,
IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 no sobrenadante da cultura de PBMC,;

e Foi possivel demonstrar exacerbagao na producéo da IL-6 e um aumento na
producado de IFN-y, com diferengas significativas entre os dois tempos de
estudo, e uma baixa produgéao de IL-10, sugerindo um possivel direcionamento
para o perfil Th1;

e A analise das citocinas permitiu demonstrar que os dois antigenos de isolados
de saliva possuem um padrao de producio de citocinas semelhante ao da cepa
padrao, isolada do parasito. Assim, pode-se concluir que os trés antigenos
possuem a mesma capacidade de estimular uma resposta imune;

e Esse estudo pode assim corroborar no aprimoramento da saliva como método
de coleta ndo invasivo, além de poder contribuir com o desenvolvimento de
estratégias vacinais e de diagnéstico baseadas na capacidade antigénica dos
antigenos estudados, questbes importantes na prevengdo e no controle da

leishmaniose.
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ANEXO A
Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisa Aggeu Magalh&es,
FIOCRUZ-PE
I ™

m INSTITUTO AGGEU Plataforma
Eomits, de, Cuica MAGALHAES (IAM) asil

TRCjLAT SN

g ARNA Pl . e

e
=

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA EM PACIENTES
PORTADORES DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA ATIVA E APOS

Pesquisador: Valéria Pereira Hernandes

Area Temitica:

Versdo: 6

CAAE: 11083812.7.0000.5190

Instituicdo Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.839.158

Apresentacao do Projeto:
Trata-se de uma Emenda elaborada para prorrogacao e alteracao da equipe de pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:
Prorrogar de cronograma e alterar equipe.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A coleta de sangue pode causar um leve desconforto, como dor no local da pungao, e, raramente, pode
levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada, causada pelo extravasamento de pequena
quantidade de sangue (hematoma). A bi6psia é a retirada de um pequeno pedago da lesao, aplicando-se
um anestésico; normalmente, nao oferece riscos, exceto um pequeno sangramento no local ou um ponto de
infecgao, que pode ser tratado com limpeza e medicagao locais. A bidpsia sera realizada pela médica
participante do projeto no hospital onde ela trabalha.

Beneficios:

Avaliar se o participante apresenta algum sinal de infec¢ao ou se é imune a desenvolver a leishmaniose.
Esse trabalho trara grande beneficio no estudo da leishmaniose, pois ajudara a entender melhor sobre a

protegiio das pessoas a esta doenga.

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, sin®

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50670420
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comieetica@cpqam fiocruz br
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Contnuagdo do Parecer: 3.839.158

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma emenda do projeto, cuja hipétese é a indisponibilidade de tratamentos profilaticos eficazes
e a toxicidade da maioria dos medicamentos disponiveis para tratar infecgdes parasitarias, tém estimulado a
busca de marcadores de suscetibilidade genética em diferentes populagdes, nos quais a administragao de
intervengdes profilaticas ou terapéuticas poderia prevenir o estabelecimento da doenga. Dessa maneira,
além de fatores imunolégicos, a constituicao genética de individuos acometidos pela leishmaniose também
exerce influéncia no desfecho da doenga.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Todos os termos estao apresentados sem pendéncias.

Recomendagdes:

Entrega de relatérios parciais e final via notificagao, assim como informar qualquer alteragao no protocolo no
decorrer da pesquisa, como também mudanca de equipe, via emenda. Todas as a¢des deve ser realizadas
via Plataforma Brasil.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Respostas de pendéncias:

1. PAGINACAO ERRADA E O PRONOME DE TRATAMENTO NAO FOI ALTERADO. Apenas espago para
rubrica foi acrescentado.ATENDIDA.

2.0 RESPONSAVEL DEVE AUTORIZAR EM TCLE A PARTE. ATENDIDA.

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodolégicos do Projeto em questao estao
condizentes com a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o
Cédigo de Etica, Resolugao 466/12 do Conselho Nacional de Saide, de 12 de dezembro de 2012 e
complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua ultima formatacao apresentada ao CEP.

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

Vale ressaltar que, em relagao ao protocolo de pesquisa, é previsto na Resolugao 466/2012 no item XI - DO
PESQUISADOR RESPONSAVEL, que o pesquisador deve apresentar ao CEP relatérios parciais e finais
(subitem: d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final). Pede-se que o pesquisador entregue os
relatérios como previsto no texto da resolug¢ao. Informamos que a entrega dos relatérios parciais precisam
ser feitas a cada semestre, conforme cronograma de

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, sin®

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50670420
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comiteetica@dcpgam.fiocruz br
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Contnuagdo do Parecer: 3.839.158

execucao da pesquisa, via Plataforma Brasil.

INSTITUTO AGGEU
MAGALHAES (IAM)

o ™

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo 38304! Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas PB_INFORMACGES_QSICASJ 03/12/2019 Aceito
do Projeto 8 E1.pdf 12:48:03
Outros carta_resposta.pdf 03/12/2019 |Valéria Pereira Aceito

12:44:32 _|Hemandes
TCLE / Termos de |tclepaisresponsaveis.pdf 03/12/2019 |Valéria Pereira Aceito
Assentimento / 12:42:09 |Hemandes
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de  |tclepacientesmaior.pdf 03/12/2019 |Valéria Pereira Aceito
Assentimento / 12:41:54 |Hemandes
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de  |tclecontrole.pdf 03/12/2019 |Valéria Pereira Aceito
Assentimento / 12:41:31 |Hemandes
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |talepacientesmenor.pdf 03/12/2019 |Valéria Pereira Aceito
Assentimento / 12:38:16 |Hemandes
Justificativa de
Auséncia
Outros relatorio_parcial.pdf 03/12/2019 |Valéria Pereira Aceito
12:36:24 _|Hermandes
Projeto Detalhado / |PROJETO_VALERIA_PEREIRA_06_08| 06/08/2019 |Valéria Pereira Aceito
Brochura _2019.pdf 20:00:31 |Hemandes
| Investigador
Declaragao de anuencia_marton.pdf 19/06/2019 |Valéria Pereira Aceito
Pesquisadores L 17:10:41 _|Hemandes
Outros Resposta-pendencia-final- 27/03/2013 Aceito
ValeriaPereira.doc 10:09:59
Projeto Detalhado / | Projeto-CPqAM-PereiraVRA-15-02- 18/02/2013 Aceito
Brochura 13.pdf 14:25:41
Investigador
Outros resposta-pendencia-projeto- 18/02/2013 Aceito
leishmaniose-geral-15-02-13.pdf 14:25:25
Outros cv_novembro-VRAP.doc 20/11/2012 Aceito
- 13:09:14
Outros Participantes-CEP-2012.pdf 20/11/2012 Aceito
13:04:06
Outros Carta-encaminhamento-CEP-2012.pdf 20/11/2012 Aceito
13:02:18
Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, sin®
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670420
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comiteetica@cpqam. fiocruz br
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Continuagdo do Parecer: 3.839.158

INSTITUTO AGGEU
MAGALHAES (IAM)

Qo ™

Outros Declaraca-compromisso-relatorios-CEP-| 20/11/2012 Aceito
2012 pdf _ 13:02:02
Outros Angela_Medeiros_UPE_anuencia_2012| 20/11/2012 Aceito
com-CPF_pdf 12:35:01
Outros Anuencia-leishmania-Vitoria-CEP- 20/11/2012 Aceito
2012.doc.pdf _ 12:34:33
Outros Projeto-CPqAM-PereiraVRA-20-11- 20/11/2012 Aceito
12.doc 12:22:00
Folha de Rosto folha de rosto-Valeria.pdf 20/11/2012 Aceito
12:16:19
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

RECIFE, 14 de Fevereiro de 2020

Assinado por:

Maria Almerice Lopes da Silva

(Coordenador(a))

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, sin®

Bairro: Cidade Universitaria

UF: PE

Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101.2639

CEP: 50670420
Municipio: RECIFE

E-mail: comieetica@cpqam fiocruz be
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ANEXO B

Termo de consentimento livre e esclarecido - Grupo de Controles

Mimdaidrio da Saude

FIDCAUZ
Fundagio Oswaldo Cruz

Instituto Aggeu Magalhaes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — GRUPO CONTROLE

Projeto: "Caracterizacdo da resposta imunclégica em pacientes portadores de Leishmaniose
Tegumentar Americana Ativa e apos cura clinica”.

O objetivo principal desse projeto & a andlise de aspectos bioldgicos que pode ter
influéncia na doenca causada pelo microbio Leishmania Viannia braziliensis. A Leishmania é
um parasita do homem que causa doenca (lesGes) na pele, conhecida como leishmaniose
tegumentar (ferida brava).

O(A) senhor esta sendo convidado(a) a participar deste estudo por se encontrar no
grupo controle, ou seja, grupo de individuos que ndo apresentam a doenca, e reside em
regiao em que ndo € endémica para a doenca, e gue servirao de comparacdoc com os
individuos doentes. Ao senhor(a) sera solicitada uma unica coleta de sangue de 20 ml o que
equivale a duas colheres de sopa. Todo procedimento sera realizado com material estéril
descartavel e por profissionais de saldde de reconhecida capacidade. A coleta de sangue
pode causar um leve desconforto, como dor no local da puncéo, e, raramente, pode levar ao
aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada, causada pelo extravasamento de
pequena quantidade de sangue (hematoma). Esse trabalho trara grande beneficio no estudo
da leishmaniose, pois ajudara a entender melhor sobre a protecdo das pessoas a esta
doenca. O(A) senhor(a) pode solicitar informacbes sobre o projeto a qualgquer momento
caso julgue necessario. O{A) senhor{a) podera recusar ou retirar o seu consentimento, em
qualquer momento da investigacio, sem gualquer punicdo ou prejuizo.

A Fundacdo Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ) esta autorizada a utilizar as informaces
obtidas através dos resultados dos procedimentos em reunides, congressos, patentes e
publicacbes cientificas preservando, neste caso, a sua identidade. O IAM/FIOCRUZ podera
também estocar o material coletado para posteriores estudos, apenas se ofa) senhor(a)
concordar. OfA) senhor{a) podera contactar o CEP/IAM para saber se a pesquisa foi
avaliada e aprovada quanto & ética do estudo. Da mesma forma o CEP podera ser
contactado através do endereco Centro de Pesquisas Aggeu Magalhies, FIOCRUZ,
Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, caixa postal 7472, CEP: 50670-420,
Recife-PE, Brasil, telefone (81) 21012639 em caso de alguma denidncia de sua parte
referente a essa pesquisa.

Rubricas (Participante) 2

(Pezquisader)
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Mindstério da Sadde

FIDCAUZ
Fundagio Oswaldo Cruz

Instituto Aggeu Magalhies

Este documento & feito em duas vias, ficando uma em sua posse e a outra com a equipe do
projeto e que todas e quaisquer dividas que ofa) senhor{a) venha a ter sobre o significado
dos termos empregados no presente texto lhe serdo completamente esclarecidos por um
dos membros do projeto antes que o senhor assine este impresso.

DECLARAGAOQ DO PARTICIPANTE

Recife, / 20

Eu, . declaro gue

compreendi este termo e aceito paricipar do estudo.

Assinatura da pariicipante:

Impressio
digital

Assinatura Testemunha:

Assinatura do entrevistadar

Duavidas ou outras informacgdes posteriores poderdo ser obtidas com:

Dra. Valéria Pereira Hemandes
Pesquisadora do Instituto Aggeu Magalhdes
Av. Moraes Rego, s/n, no Campus da UFPE
CEF: 50670-420 Recife-PE

Fone: 0XX381 2101-2631

Em caso de dividas ou preocupactes quanto aos seus direitos como participante deste estudo, o (a)
senhor () pode entrar em contato com o Comité de Efica em Pesquisa (CEP) deste centro de
pesquisas,

localizado na Av. Professor Morass Rego, s/n - Campus da UFPE - Cidade Universitiria, Recife/PE,
CEP:50.670-420, através do telefone (81) 2101-2639 ou pelo e-mail: comitestica@cpgam fiocruz.br. O
hordrio de funcionamento & das 8 — 12 h e das 13 — 17h. O CEP & responsavel pela avaliacio e
acompanhamento dos aspectos éficos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos.

Esse projeto antes de seu inicio foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Aggeu Magalhées, podendo ser confirmado no site www.saude.gov.br/sisnep

Fubricas (Participante)

(Pezquizador)




