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RESUMO

A leishmaniose € um grupo de doengas infecciosas crénicas causadas por protozoarios do
género Leishmania transmitidos por flebotomineos. O amplo espectro de manifestacdes clinicas
varia de lesbes cutaneas leves que podem ser auto curdveis até formas severas mucosas e
viscerais. A Leishmaniose Cutanea (LC) é a forma mais comum e afeta milhdes de pessoas no
mundo. O desfecho clinico de LC € influenciado por respostas especificas de células T do
hospedeiro. O receptor TREM-1(Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells-1) é um
potente amplificador de sinais inflamatdrios pertencente a superfamilia das imunoglobulinas
altamente expresso superficie de neutrofilos e mondcitos no local de infec¢do. A via de
sinalizacdo induzida pela ativacdo de TREM-1 resulta na degranulacdo de neutréfilos, influxo
de célcio, sobrevivéncia celular e potente producdo de citocinas inflamatérias. O gene TREM1
estd localizado no cromossomo 6. Neste estudo, nds investigamos se o polimorfismo
rs22344237 presente no gene TREML1 estd associado com LC causada por Leishmania
guyanensis no estado do Amazonas. Além disso, também verificamos se o polimorfismo
estudado tem influéncia sob a expresséo das citocinas IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 and TNF-a.
Neste estudo caso-controle, utilizamos o método (Polymerase Chain Reaction - Restriction
Fragment Length Polymorphism) PCR-RFLP para a genotipagem. No total, 778 pacientes com
LC e 766 pacientes controles recrutados foram genotipados. As concentragdes das citocinas do
plasma IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a foram mensuradas em 374 controles saudaveis atraves
do equipamento Luminex. Nenhum grupo apresentou desvio para o teste de Equilibrio Hardy-
Weinberg. Os grupos caso e controle foram comparados pelos testes y2 e Odds Ratio (OR) com
Intervalo de Confianca (IC) 95%. O perfil de citocinas foram comparados aos genétipos pelo teste
ANOVA néo-parametrico. Contudo, nossos resultados mostram que ndo ha associacdo o
polimorfismo e LC causada por L. guyanensis. Similarmente, os genétipos deste polimorfismo
ndo mostraram efeito sob a concentracéo das citocinas. Todavia, a auséncia de associagcdo a LC
causada por L. guyanensis ndo descarta o papel do receptor TREM-1 na reposta imune a
doencas infecciosas. Outros polimorfismos neste gene devem ser estudados para que néo se

possa excluir outras associagdes.

Palavras-Chave: Leishmania guyanensis, TREM-1, RFLP, Marcador Genético



Abstract

Leishmaniasis is a group of chronic infectious diseases caused by protozoan of the genus
Leishmania transmitted by phlebotomine bites. The broad spectrum of clinical manifestations
ranges from mild cutaneous lesions that can self-healing lesions to severe mucosal or visceral
lesions. Cutaneous Leishmaniasis (CL) is the most common form and affects millions of people
worldwide. The clinical outcome of CL is influenced by host-specific T cell responses. The
Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells (TREM)-1 is a potent amplifier of
inflammatory signals belongs to the superfamily of immunoglobulin highly expressed on the
neutrophils and monocytes surface in site of infectious. The TREM-1 signaling pathway leads
to neutrophil degranulation, calcium influx, cell survival and cytokine overwhelming. The
TREM1 gene is localized in the chromosome 6. In this study we investigated whether the
TREML1 polymorphism rs22344237 A/T (Ser25Thr) is factor of risk or protection to CL patients
due Leishmania guyanensis infections in the Amazonas state. Furthermore, was verified
whether this polymorphism has influence under concentration of IL-7p, IL-6, IL-8, IL-10 and
TNF-a in plasma. In this case-control study, the variant was genotyped by Polymerase Chain
Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) in 778 CL patients and
766 healthy controls. Plasma cytokines IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 and TNF-a were measured in
374 healthy controls by Luminex. The groups of study not presented Hardy-Weinberg
equilibrium deviation and the alleles and genotype frequencies comparisons between CL
patients and controls was performed with y2 and odds ratio (OR) test with a 95% confidence
interval (Cl). For comparisons between genotypes and cytokines concentrations the ANOVA
non-parametric test was used. The results showed that the polymorphism not is associated how
a risk or protection marker to CL. Similarly, the genotypes not exhibited effects under cytokines
levels. Altogether the lack of association to CL caused by L. guyanensis do not rule out the role
played by TREM1 in the immune response to the disease. Other polymorphisms in this gene

should be studied before ruling out the lack of association.

Key words: Leishmania; TREM1; RFLP; genetic marker
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1.INTRODUCAO

Leishmaniose é uma doenca infecciosa cronica que afeta milhGes de pessoas por ano no
mundo, paises pobres e subdesenvolvidos sdo os alvos principais. Causada por protozoarios do
género Leishmania e transmitida através de vetores flebotomineos, a leishmaniose € a nona
doenca endémica parasitaria considera como problema de saide publica em diversos paises

(ALVAR et al., 2012; DESJEUX, 2004; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

As manifestacdes clinicas sdo diversificadas, na qual dividem-se em trés principais
formas: Leishmaniose Cutanea (LC), Leishmaniose Mucosa (LM) e Leishmaniose Visceral
(LV), que acometem a pele, a mucosa e as visceras, respectivamente (KEVRIC; CAPPEL,;

KEELING, 2015).

A LC é considerada a forma mais comum das leishmanioses. Cerca de 1.3 milhdo de
casos sao registrados por ano com mais de 90% dos casos ocorrendo nas Ameéricas, bacia do
mediterraneo, Oriente Médio e na Asia Central (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).
O Brasil possui grande magnitude com cerca de 20 mil casos de LC por ano. Na regido norte,
0 estado do Amazonas é endémico e 1.645 casos foram registrados em 2015, ficando somente

atras do estado do Par4 (BRASIL, 2017).

A cidade de Manaus, capital do Amazonas, é endémica para a espécie L. guyanensis,
responsavel por uma quantidade significativa de casos de LC (>94%) e apenas alguns poucos
casos ocasionados por L. braziliensis. (BENICIO et al., 2015; BENICIO et al., 2011;

DESJEUX, 2004)

A LC apresenta um desenvolvimento complexo que abrange aspectos socioeconémicos,
ambientais, nutricionais, imunoldgicos e genéticos. O desfecho clinico esta relacionado a

diferentes espécies de Leishmania, reposta do estado imunoldgico e a influéncia do background
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genético hospedeiro (DESJEUX, 2004). As células imunitarias T CD4" helper tipo 1 (Th1) sdo
células efetoras produtoras de interferon (IFN)-y, que ativam mecanismos oxidativos de
macrofagos necessarios para destruir Leishmania e controlar a infeccdo. As células do tipo 2
ou Th2 secretam citocinas interleucina (IL)-4, IL-5 e IL-13 anti-inflamatdrias, e sdo respostas
associadas a suscetibilidade a infeccéo por Leishmania (ABBAS, ABUL ; LICHTMAN, 2012).
O balanco entre as repostas Th1l e Th2 ditam o progresso ou a auto cura da infeccdo (GOLLOB,;

VIANA; DUTRA, 2014)

Uma gama de receptores celulares coordena a ativacdo das respostas imunes contra
Leishmania. TREM (Tiggering Receptor Expressed on Myeloids Cells)-1 é uma glicoproteina
receptora pertencente a superfamilia das imunoglobulinas, seletivamente expresso na superficie
de monacitos/macrofagos e neutrofilos. A ativacdo de TREM-1 leva a trés vias principais PI3K,
MAPK e PKC# que conduz a amplificacdo da resposta inflamatéria através de uma alta
producdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-1, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-8 e IL-12p40 e
quimiocinas como MIP1la, MCP1 e GM-CSF (ARTS et al., 2013; BOUCHON et al., 2001a;
BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000). O gene TREML1 esta localizado no cromossomo

6, alem de outros genes de importancia para respostas imunologicas.

Diversos estudos demonstraram que SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) presentes
em varios genes humanos sdo marcadores associados ao risco ou protecdo para leishmaniose
(CABRERA et al., 1995; CASTELLUCCI et al., 2006; DE ARAUJO et al., 2015a, 2015b;
SALHI et al., 2008). Alguns SNPs presentes no gene TREM1 também foram associados a
diversas doencas infecciosas como choque séptico, formas graves de malaria, endocardite
infecciosa e progndstico de sepse (ADUKPO et al., 2016; DE ARAUJO et al., 2015b;

GOLOVKIN et al., 2014, 2015; PENG et al., 2015; SU et al., 2012).
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Porém nenhum estudo havia investigado SNPs presentes no gene TREM1 em individuos com
LC. Neste presente trabalho, nos investigamos a variante rs2234237A/T (Ser25Tre) presente
no gene TREM1 em pacientes com LC causada por L. guyanensis na cidade de Manaus e

medimos as concentracdes das citocinas IL1B, TNF-a, IL6, IL8 e IL10 presentes no plasma.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia.

O quadro epidemioldgico da leishmaniose é amplamente diverso. Sendo uma doenca tropical
negligenciada presente em 98 paises, a leishmaniose é categorizada no 9° lugar das doencas

infecciosas endémicas e parasitarias (OMS, 2016a).

As condigdes ambientais, o clima, regiGes geograficas e situacdes socioecondmicas estao
relacionadas diretamente ao status de endemicidade da doenga (DESJEUX, 2004). Condi¢Oes
ambientais naturais ndo sdo 0s Unicos critérios para distribuicdo da doenca. A acdo do homem
no meio ambiente também leva a mudancas na distribui¢do da doenca através da circulacao de
humanos em areas de risco, desflorestamento, urbanizagdo, criacdo de novos assentamentos e
pastos para atividades agricolas facilitando a entrada de hospedeiros humanos no ciclo

bioldgico da Leishmania levando ao aumento de casos da doenga (GOTO; LINDOSO, 2010)

Atualmente mais de um bilh&o pessoas vivem em area de risco para leishmaniose no
mundo e cerca de 431 milhdes somente para LC. Os paises mais afetados sdo Afeganistdo,
Argélia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Etiopia, india, Republica Islamica do Ird, Peru, Sudio e
Republica Arabe da Siria no qual representam 70% dos casos para LC (OMS, 2016b;
(KARIMKHANTI et al., 2016). A distribuicdo geografica mundial para LC pode ser visualizada

na Figura 1.
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Um estudo epidemioldgico realizado em 25 paises mostrou que apenas o Brasil apresenta
altamorbidade para LC e LV (OMS, 2016b). Os casos de Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) no Brasil séo altos e permanecem desde 2012 até 2015 entre 20.000 e 25.000. As regides

sudeste, sul e centro-oeste apresentam notificacdes inferiores a 5.000 casos.

Mapa — Distribuicdo Geografica de Novos Casos de LC em 2015

Status de endemicidade
[ " " Endemia
. Morbida;!e .
| Sem casos autoctonos
| Casosanteriores
reportados

LC- Nimeros de novos casos
0

i 1-99
B 100-9%9
I 10004999
-5

Dados ndo disponiveis

¢ W Um L4008
T ——

Figure 1 : Mapa da distribui¢do mundial de novos casos de LC em 2015: As diferentes cores no mapa representam

caracteristicas epidemiolégicas descritas na legenda do mapa. (Adaptado)
Fonte: WHO, 2017
Em contrapartida, a regido norte do pais € que exibe um maior percentual de casos com
cerca de 40% de registros, e aproximadamente 10.000 casos reportados no ano de 2015

(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2015)

No estado do Amazonas e no estado do Para foram notificados 1.645 e 3.610 novos casos
no ano de 2015, respectivamente (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2015). A intensa
modificagdo ambiental devido ao crescimento da cidade de Manaus, capital do Amazonas,
levou ao aumento das atividades de desflorestamento e criacdo de novos assentamentos
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tornando regibes peri-urbanas endémicas para casos de LC causada predominantemente pela
espécie L. guyanensis (BENICIO et al., 2015; BENICIO et al., 2011; GRIMALDI; TESH,

1993).

A Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) é o centro de
referéncia para atendimento de casos de LTA no Amazonas, registrando de 700 a 800 casos

anualmente, mais da metade dos casos em todo o estado (FMT-HVD, 2013).
2.2 Ciclo Biologico/Agente Etioldgico

O parasito Leishmania pertence a ordem Kinetoplastida, da familia Trypanosomatidae e
do género Leishmania e subgéneros Leishmania ou Viannia. Os subgéneros de Leishmania séo
caracterizados por se desenvolver restritamente na parte anterior ao intestino e intestino médio
e 0s do subgénero Viannia se desenvolvem obrigatoriamente na parte posterior do intestino e

migram para parte anterior a boca (LAINSON, 2010).

O parasito é dimorfico, compreende as formas promastigotas e amastigotas.
Promastigotas se desenvolvem no intestino do vetor, apresentam flagelos, séo alongadas e
possuem propriedades infectantes. As formas amastigotas, sdo ovaladas, se desenvolvem no
interior dos fagolisossomos das células fagociticas do hospedeiro, como macro6fagos,

neutrofilos e células dendritica (NEVES et al., 2004; SCOTT; NOVAIS, 2016).

Os hospedeiros vertebrados sdo infectados no momento do repasto sanguineo. O vetor
flebotomineo fémea inocula as formas promastigotas metaciclicas junto com a saliva, que
possui papel quimiotatico, o qual atrai as células ao sitio de infeccdo (JACKSON et al., 1996;
SVENSJO et al., 2012). Dentro dos fagocitos as formas infectantes tornam-se amastigotas apds
sobreviverem ao ambiente oxidativo dos fagossomos. Os amastigotas realizam a multiplicagédo

por divisdo binaria e 0 aumento da carga parasitaria. Os parasitos rompem a membrana celular
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tornando os amastigotas acessiveis para infectar novas células ou sendo novamente transferidos

através do repasto sanguineo para novos vetores (CDC, 2016; NEVES et al., 2004)

O ciclo de vida no hospedeiro invertebrado é iniciado através do repasto sanguineo onde

as formas amastigotas séo ingeridas e logo em seguida chegam ao intestino médio do vetor

onde permanecem até se tornarem pequenos ovoides flagelados, e em alguns dias adquirem

formas alongadas e flageladas, ao diferenciarem-se em formas infectantes, processo conhecido

como metaciclogénese, migram para a proboscide onde permanecem localmente na saliva até

0 momento do repasto sanguineo subsequente (NEVES et al., 2004; SCHLEIN, 1993). (Figura

2)
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Figure 2: Ciclo de vida da Leishmania. (Adaptado) Fonte: VERAS et al., 2016.

Transformacdo de
promastigotas a
amastigotas

20



2.3 Vetor

Os flebotomineos sdo insetos de ordem Diptera, subordem Nematocera, familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotminae. Existe cerca de 800 espécies, mas apenas 98 espécies
pertencentes aos géneros Phebotomus e Lutzomyia podem ou suspeita-se ser vetores da

leishmaniose humana (MAROLI et al., 2013).

No Velho Mundo, 42 espécies do género Phebotomus sdo implicadas na transmissao de
Leishmania. Alguns exemplos de espécies sdo P. argentipes transmite L. donovani causadora
LV e dermatoses p6s Kalazar; P. ariasi transmite L. infantum causadora de LV; P. aculeatus
transmite L. tropica causadora de LCL; P. duboscqi transmite L. major causadora de LCL e P.
pedifer transmitem L. aethiopica causadora de LCL. No Novo mundo, 56 espécies do género
Lutzomyia sdo registradas as quais sdo responsaveis por transmitir 15 espécies de Leishmania

(MAROLI et al., 2013).

Com extraordinario papel na distribuicdo epidemioldgica e transmissdo da doenca, a
contribuicdo do vetor também tem sido estudada a nivel molecular. Diversos compostos
salivares do vetor, como proteinas e nucleosideos tém sido estudados e demonstram forte efeito

no sucesso da infeccdo (CARREGARO et al., 2015).

2.4 Manifestacdes Clinicas da LTA

O espectro de manifestacdes clinicas da LTA vai de formas assintomaticas, cutaneas
auto curaveis, e pode progredir a formas mucosas agressivas (AMEEN, 2010; SILVEIRA et

al., 2008).

A LTA caracteriza-se por uma ou multiplas lesbes cutdneas que podem acometer a
mucosa da faringe ou orofaringe (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994). E divide-se em diferentes

grupos de acordo com suas caracteristicas:
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Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL) apresenta de uma a 6 lesdes ulceradas de
bordas elevadas e fundo granulomatoso e sdo causadas por todas as espécies dermotropicas de
Leishmania. A LCL exibe resposta imunoldgica predominante do tipo 1 ou mista, tipol e tipo

2 (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

A Leishmaniose Disseminada (LD) sdao multiplas lesdes nodulares e papulares
acneiformes que acometem principalmente a regido do tronco e da face, podendo ser causada
pelas espécies L. braziliensis e L. amazonensis (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). A LD
exibe uma reposta inflamatoria mais acentuada quando comparada a LCL com altas producdes
de IFN-y e TNFo (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) se desenvolve de uma Unica lesdo e se estende
por grande parte da pele com criacdo de placas nas lesbes e sdo causadas pela espécie L.
amazonensis (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). Diferentemente das demais formas, a
resposta imunolégica para LCD é marcada por uma baixa reposta de células Thl, exibindo alta
carga parasitaria (DIAZ et al., 2006).

As lesdes mucosas sdo mais agressivas e compreendem Ulceras que acometem as
mucosas da regido faringea e cavidade nasal, afetando grandemente o tecido e destruindo a
cartilagem do nariz (CUENTAS et al., 1984). A LM exibe grande reposta inflamatéria com alta
produgdo de IL17, TNFa, IFN-y, infiltrados neutrofilicos, baixa producdo de IL-10 e outras
citocinas anti-inflamatdrias e carga parasitaria extremamente menor (BOAVENTURA et al.,

2010).
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2.5 Aspectos imunologicos

2.5.1 Imunidade Inata

Um progresso produtivo ou possivelmente auto curavel em infecgdes por Leishmania
dependem intrinsecamente do microambiente da les&o, das proporgdes de células infectadas, do
estado de ativacdo das células locais além da viruléncia do parasito no decorrer do momento

inicial da infeccdo (GOLLOB; VIANA; DUTRA, 2014).

Durante o repasto sanguineo, o vetor inocula junto com o parasito proteinas presentes na
saliva que possuem propriedades quimiotaticas, vasodilatadoras e imunomoduladoras
contribuindo grandemente no estabelecimento durante a fase aguda. A regurgitacdo de gel
secretorio de promastigota (PSG) presente na saliva de Lu. longipalpes leva ao aumento da
expressdo de transcritos envolvidos na inflamacao (IL-1p, IL-6, IL-10, TNFa), no recrutamento
celular (CCL2/MCP1, CCL3, CCL4, CXCL2) e, apo6s 6 dias, a proliferacao celular, fibrose e
fibroplasia (FGFR2, EGF, EGFR, IGF1) tanto in vitro como in vivo. IGF1 mostrou papel
fundamental na ativacdo de macréfagos M2 alternativos em infec¢bes induzidas por L.
mexicana (GIRAUD et al., 2018). Em compensacdo, camundongos imunizados com a saliva de
Lu. whitmani contra L. braziliensis apresentaram repostas celulares e humorais robustas com a
presenca de infiltrado celular intenso, producfes de IFN-y e IL-10, baixa carga parasitaria e
lesbes menores, além disso individuos saudaveis residentes de areas endémicas apresentaram
anticorpos responsivos para saliva de Lu. whitmani em comparagdo a baixa resposta de

anticorpos dos pacientes com LC ativa (GOMES et al., 2016).

Apbs o parasito ser inoculado, proteinas do sistema complemento como iC3b se ligam ao

parasito e logo se convertem em C3b, porém logo € inibido para formacdo do complexo MAC
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C5b-9 favorecendo a fagocitose pelas células do hospedeiro que possuem receptores

CR3/MAC-1 que se ligam a C3b (GURUNG; KANNEGANTI, 2015).

Os macrofagos, monacitos, células dendriticas e neutréfilos possuem receptores para C3b
e sdo os principais alvos do parasito (GURUNG; KANNEGANTI, 2015). As producfes de
quimiocinas locais aumentam e atraem células para o sitio de infeccdo (SCOTT; NOVAIS,
2016). A liberacdo de MCP-1 por células endoteliais induz o recrutamento de monadcitos que
exercem fungdes efetoras no momento inicial da infeccdo, como a producédo de radicais de
oxigénio no interior dos fagossomos para destruir a Leishmania independente da ativacdo por

IFN-y (GONCALVES et al., 2011). (Fig. 3)
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Figure 3: Acdo de mondcitos contra Leishmania, diferenciacdo de mondcitos em
células dentriticas e ativacao de células T efetoras. (Adaptado) Fonte: SCOTT & NOVAIS,
2016
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No tecido infectado, varios tipos de células produzem CXCL8 que atraem neutrofilos
rapidamente para o local (DYER et al., 2014). Os neutréfilos atraidos formam armadilhas
externas composta por uma malha densa de cromatina e proteinas chamada de Neutrophils
Extracellular Traps (NETS), que capturam e matam parasitos a qual foi demonstrado com L.

amazonensis (GUIMARAES-COSTA et al., 2009).

Cooperaces entre neutrofilos e macrofagos infectados levam a eliminacéo do parasito.
Os macrofagos do periténio de camundongos infectados por L. (L.) amazonensis co-culturados
com neutrofilos inflamatorios destruiram eficientemente o parasito, porém a eliminacdo do
parasito ndo depende do contato entre neutrofilos e macrofagos infectados, mas TNF-a, elastase
de neutrofilos e fator ativador de plaquetas foram envolvidos aos efeitos leishmanicidas
independente da geracdo de radicais de nitrogénio e oxigénio (DE SOUZA CARMO; KATZ;
BARBIERI, 2010). Os neutr6filos e macréfagos estabelecem uma cooperacéo protetora contra

L. braziliensis. O nivel da carga parasitaria foi significantemente reduzido em macrofagos de
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Figure 4: Neutréfilos contra Leishmania através de NETSs e interagdo entre neutrdfilos e
macrofagos para destruir o parasito. (Adaptado) Fonte: SCOTT & NOVAIS, 2016
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camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis na presenca de neutréfilos, efeito similar

também observado em células humanas (NOVAIS et al., 2009). (Fig.4)

Por outro lado, a protecdo do hospedeiro por neutréfilos ainda permanece contraditéria.
O neutrofilo é utilizado como reservatério altamente carregado de parasitos chamado de
“Cavalo de Troia” e pode ser endocitado por macrofagos contribuindo com o aumento da carga
parasitaria, uma forma silenciosa para o aumento da infeccdo (LASKAY; VAN

ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003)

A infiltracdo de neutrdfilos sdo mecanismos altamente inflamatdrios, e favorecem a
progressdo da infeccéo por L. mexicana levando a cronificacdo das leses correlacionado a alta
producdo de IL-17 que por sua vez estimula a producao de CXCLS8, a quimiocina responsavel
pelo recrutamento dos neutréfilos (PEDRAZA-ZAMORA et al., 2017). As células
apresentadoras de antigenos profissionais estabelecem uma conexdo entre o sistema imune
inato e adaptativo através da apresentacdo de peptideos as células T CD4*. A diferenciacédo dos
linfocitos T estimulada por células dendriticas ocorre por meio de interacfes via receptores de
superficie e citocinas na qual induzem respostas imunoldgicas especificas a Leishmania
(GONZALEZ-LEAL et al., 2014). Alguns mondcitos apresentam plasticidade e diferenciam-
se em células dendriticas no inicio da infecgdo (MoDC- Monocyte-derived Dendritic Cells), em
seguida capturam o parasito e migram para o linfonodo regional mais préximo onde induzem
linfocitos T virgens a diferenciar-se em subconjuntos de células T efetoras CD4" helper. As
células T ativadas sdo recrutadas atraves da liberacdo local de CXCL10 para o local infectado,
onde subsequentemente medeiam respostas especificas contra Leishmania (LEON; LOPEZ-

BRAVO; ARDAVIN, 2007). (Fig. 3)
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2.5.2 Imunidade Adaptativa

A imunidade celular é coordenada centralmente pelos linfécitos T, a qual € uma
propriedade caracteristica do sistema imune adaptativo e desempenha um papel fundamental
na defesa contra Leishmania. Os tipos diferentes de manifestacdes clinicas estdo relacionados

a polarizacédo de subconjuntos de linfocitos T (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017)

Os linfocitos T CD4" se diferenciam em Th1 por estimulo de IL-12 produzida por células
dendriticas concomitantemente a produgdo de IFN-y por células Natural Killer (NK) no
linfonodo (LEON; LOPEZ-BRAVO; ARDAVIN, 2007). O papel do perfil Thl é bem
esclarecido em modelo animal. A produgdo de citocinas pré-inflamatoérias como IFN-y ¢ TNFa
ativam mecanismos microbicidas nos lisossomos dos macr6fagos como a producéao de reativos
de oxigénio para destruir patdgenos intracelulares representando um mecanismo fundamental

no controle de Leishmania (LIEW; LI; MILLOTT, 1990; WILHELM et al., 2001).

No ser humano, o perfil Thl também exibe papel protetor. Co-culturas de linfocitos T
CD4 com macréfagos infectados com L. braziliensis mostram uma forte habilidade para
eliminacdo do parasito, o que € revertido quando anti-IFN-y é usado (SANTOS et al., 2013).
Uma forte producdo de IFN-y e uma baixa modulacdo de IL-4 e IL-10 detectado por
imunoensaio em PBMC de pacientes curados, mostram que citocinas do tipo 1 estdo associadas
acura clinica (CASTELLANO et al., 2009). As células T IFN-y* e a alta producao de citocinas
do tipo 1 sobre as citocinas do tipo 2, apesar de niveis basais, previnem a infeccdo e o
desenvolvimento da lesdo em individuos ndo infectados residentes de area endémica

(BARATTA-MASINI et al., 2007).

A IL-12 é a principal citocina que induz a diferenciagdo de células T para o fenotipo Thl.

A capacidade de ndo reposta de células T CD4" de pacientes infectados por L. guyanensis aos
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estimulos de IL-12 esta associada com a persisténcia da infecgdo em leishmaniose cutanea ativa

(BOURREAU et al., 2001).

A diferenciacdo de células T para células Th2 ndo é totalmente compreendida, mas células
B regulatorias e fatores transcricionais de células dendriticas do tecido podem estar envolvidos
(CONNOR et al., 2017; RONET et al., 2010). A principal citocina indutora do perfil Th2 é a
IL-4. As citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 sdo secretadas por Th2 e desempenham funcdes anti-
inflamatorias em LC. As citocinas Th2 ativam as células B, estimulam a troca de classe de
anticorpos, recrutam eosindéfilos e dirigem uma resposta humoral incapaz de destruir patégenos
intracelulares como Leishmania (KOPF et al., 1996; REINHARDT; LIANG; LOCKSLEY,

2009).

Camundongos knockout para IL-4 infectados por L. amazonensis e L. major mostraram
lesbes menores quando comparados aos camundongos selvagens apesar de ndo eliminarem o0s
parasitos (FELIZARDO et al., 2012; KOPF et al., 1996). A acdo de IL-4 esta relacionada a
ativacdo da imunidade humoral, além de inibir a expressdo do gene IL12R limitando as
respostas Thl, contribuindo com uma resposta favordvel para a replicacdo Leishmania
(MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; SZABO et
al., 1997). Respostas Th2 sdo predominantes na fase inicial da infec¢do por L. guyanensis e esta
correlacionada positivamente com a carga parasitaria em bidpsias de pacientes (BOURREAU

et al., 2003).

Os Linfdcitos T produtores de IL-17A/F ou Thl7 s&o pro-inflamatorios, ativam a
producdo de citocinas e quimiocinas, como CXCL8 responsavel pelo recrutamento de
neutrofilos. Sua diferenciacdo é estimulada por IL-6, TGFp, IL-1p e IL-23 (MCGEACHY et

al., 2007; MCGEACHY; CUA, 2008).
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Em infec¢des por Leishmania, as células Th17 tém sido envolvidas na inducgéo de fortes
respostas neutrofilicas que levam ao progresso da infeccdo. Os camundongos BALB/c
suscetiveis apresentaram aumento de células Th17 concomitante a neutréfilos exibindo niveis
significantes quando comparados aos camundongos C57BL/6 apds 90 dias de infec¢do por L.
mexicana que permaneceu até a fase de cronificacdo da doenca (PEDRAZA-ZAMORA et al.,

2017).

De modo semelhante, bidpsias de LM de pacientes infectados por L. braziliensis
apresentaram neutréfilos e células T produtoras IL-17 na lesdo necrotica (BOAVENTURA et
al., 2010). O knockout de IL-17 em camundongos suscetiveis diminuiu CXCL2 e neutrofilos
que levou a reducdo significante do tamanho da lesdo quando comparado ao controle

(KOSTKA et al., 2010).

Apesar do paradigma Th1/Th2 ser essencial no combate a Leishmania, células T
regulatorias (Treg) produtoras de IL-10 e TGF-p desempenham fungdes de regulacdo de células
efetoras. As células Treg naturais (CD4"CD25" FoxP3*), um subconjunto de células T
regulatorias, regulam a intensidade das respostas imunoldgicas ou atrasam respostas de células

T efetoras, tais como Thl, Th2 e Th17 (JI et al., 2005).

Ao regular respostas Thl, células Treg mostram-se um mecanismo necessario para o
controle de respostas inflamatorias exacerbadas. A ablacdo de células Treg em camundongos
infectados por L. (V.) panamensis levou ao aumento das lesdes, cargas parasitarias e expressoes
de IL-17 e IFN-y. Diferentemente, a imunoterapia através da transferéncia de células Treg
saudaveis ou tratados com rlL-2/anti-IL-2 reduziu a concentracdo de citocinas inflamatorias,

tamanho de lesGes e cargas parasitarias em camundongos infectados (EHRLICH et al., 2014).

As atividades de células Treg sdo controladas através das citocinas IL-10 e TGF-B. As
Tregs inibiram a producgéo das citocinas IL-17 e IFN-y, mas ndo houve mudancas em IL-13 e
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IL-10 que contribuiu com a reducéo das lesbes de LC observado em camundongos (EHRLICH
et al., 2014). O equilibrio entre os diferentes tipos de respostas imunes é necessario para uma

resposta eficaz e controlada para uma boa resolucédo da infeccdo (GOLLOB; VIANA; DUTRA,

2014).
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Figure 5 : Divisdo de subconjuntos de células T efetoras Thl, Th2, Th17, Treg e citocinas modulatorias

da resposta imune que ativam os macrofagos contra Leishmania. (Adaptado) Fonte: GOLLOB, 2016

2.6 Receptor TREM-1

Uma gama de receptores celulares desempenha importantes fun¢des na modulacdo de
respostas imunoldgicas, como reconhecimento, adesdo e ativacao celular. O receptor TREM-1
¢ uma proteina de 30kDa pertencente a superfamilia das imunoglobulinas, expressa por

monacitos/macréfagos e neutréfilos (BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000).
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A estrutura de TREM-1 possui um dominio extracelular tipo imunoglobulina do tipo V,
um dominio intramembrana com aminoacidos de Lisina carregados positivamente, e um
dominio intracelular com uma curta cauda ausente de dominio ITAM (Immnunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif). Por esse motivo TREM-1 necessita se ligar a uma proteina
adaptadora DAP-12 (DNAx-activating Protein) para transducao de sinais. A proteina DAP12
possui um dominio transmembrana com aminoacidos de Aspartato carregados negativamente
que interagem com o dominio intramembrana de TREM-1 e um dominio ITAM intracelular

responsavel por levar o sinal para o inicio da cascata de sinalizacdo (BOUCHON; DIETRICH,;

COLONNA, 2000). (Fig. 6)
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Figura 6: Estrutura do complexo TREM-1/DAP12 (Adaptado) Fonte: COLONNA, 2003

A ativacdo de TREM-1 leva ao aumento do fluxo de calcio intracelular, secrecdo de varias
citocinas pro-inflamatorias, sobrevivéncia celular via Bcl-2, degranulagdo em neutrofilos e

amplia os sinais de TLRs e NLRs (BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000; PRUFER et

al., 2014; YUAN et al., 2017).

A ativagdo de TREM-1 conduz a protegé@o contra infec¢fes bacterianas. Camundongos

infectados por Streptoccocus pneumoniae foram tratados com o TREM-1 agonista mAb e
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resultou no aumento de resposta inflamatoria que foi indiretamente relacionado a diminuicéao
nos niveis de reguladores negativos de TLRs como TOLLIP e a ativacdo de TREM-1 por
estimulo de S. pneumoniae diminuiu da atividade de IRAK-M durante as primeiras seis horas
sem eliminacdo das bactérias. Depois de 48 horas ativacdo de TREM-1 levou a eliminacédo da

infeccdo bacteriana (LAGLER et al., 2009).

O receptor TREM-1 de camundongos infectados por Pseudomonas aeruginosa foi
bloqueado por mMTREM-1/FC e resultou na diminuicdo de infiltrados neutrofilicos, citocinas
pro-inflamatorias e ativacdo de TLRs (WU et al., 2011). Em compensacdo, o bloqueio de
TREM-1 em camundongos com choque séptico induzido por LPS aumentou a sobrevivéncia
em comparacdo aos camundongos tipo-selvagem (BOUCHON et al., 2001b; BOUCHON;
DIETRICH; COLONNA, 2000). Os camundongos TREM1-/- infectados por Klebsiella (K.)
pneumoniae mostraram a resposta imune debilitada, crescimento e disseminacdo bacteriana e

diminuicdo da sobrevivéncia (HOMMES et al., 2015).

O TREM-1 foi bloqueado em camundongos infectados pelo fungo Aspergillus fumigatus
que resultou reducdo da inflamacdo, citocinas pré-inflamatorias como IFN-y, TNF-o e 1L-12
caracteristicas de respostas Thl, porém aumentou 0s niveis citocinas de respostas Th2 como

IL4, IL5 e I1L10, que atenuou a severidade da queratite fingica (ZHONG et al., 2016).

Pacientes com hepatites C ou B apresentaram elevados niveis de TREM-1 soltvel
(STREM-1). Os camundongos TREM1-/- infectados por LCMV (Lymphocytic
Choriomeningitis Virus) apresentaram reducdo da inflamagdo, dano tecidual, nimero de
neutrofilos no figado. Os niveis de concentracGes de CCL2 e TNF-a e favoreceram a eliminacéao
viral, diferentemente dos camundongos tipo-selvagem(KOZIK et al., 2016). A alta expressdo

de TREM-1 em células PBMC de pacientes em resposta a proteina viral gp120 do HIV-1
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favoreceu as atividades anti-apoptoticas dos macréfagos através de Bcl-2 prolongando a

sobrevivéncia das células na fase de laténcia do HIV-1 (YUAN et al., 2017).

Um estudo demonstrou que PGLYRP (Peptidoglycan recognition protein)-1, uma
proteina presente no citosol de neutrofilos, foi liberada durante a ativacdo de neutrofilos e se
ligou ao peptideoglicano de bactérias presente no plasma e formou um complexo chamado de
PGN-PGLYRPL1 que se ligou ao TREM-1 e ativou as células miel6ides, uma evidéncia nova de

um ligante funcional para TREM-1 (READ et al., 2015)

Todavia, o papel imunologico de TREM-1 em LC ainda € pouco conhecido. Mas,
camundongos TREM1-/- infectados por L. major apresentaram reducdo do nimero de
neutrdfilos infiltrados e do tamanho das lesGes, contrariamente os camundongos tipo-selvagem

apresentaram suscetibilidade as infecgdes por L. major (WEBER et al., 2014).

O gene TREM1 humano esta localizado no braco curto do cromossomo 6 na posi¢do
p.21.1. Outros genes que codificam moléculas de grande importancia no sistema imune também

se localizam no cromossomo 6, tais como TNF, HLA-A, HLA-D, LTA, NOD2, IL17A e IL17F.
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Figure 7: Localizacdo do gene TREM1 no cromossomo 6 e a estrutura do gene. A legenda em cores identifica

as regides codificantes dos dominios da proteina. (Adaptado) Fonte: genecard.com; igmt.org
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Em relacdo a genética, SNPs do gene TREM1 foram investigados em doencas infecciosas
e inflamatorias, como maléria na populagio de Gana na Africa, choque séptico na populacéo
chinesa, pneumonia causada por ventilagio mecanica na populacdo norte-americana,
inflamacéo de artéria coronaria e aterosclerose em russos e doencas inflamatdrias intestinais
em coreanos(ADUKPO et al., 2016; GOLOVKIN et al., 2014; JUNG et al., 2011; KUTIKHIN
etal., 2016; PENG et al., 2015; RIVERA-CHAVEZ et al., 2013). Ha a necessidade de pesquisar
e descobrir mais sobre o papel das variantes do gene TREML1 frente a outras infec¢ées, devido
ao forte papel de TREM-1 na imunidade inflamatéria contra diversos patdgenos. O
polimorfismo rs2234237 chama atencdo por ser ndo sinbnimo, responsavel pela troca de Serina
por Treonina na posic¢do do codon 25 podendo implicar em uma possivel alteracdo da funcéo
bioldgica do receptor e esté localizado estrategicamente no éxon-2 responsavel por codificar a

regido extracelular dominio tipo imunoglobulina tipo V local que interage com o ligante.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar uma possivel associacdo da variante rs2234237 do gene TREM1 a LC causada
por L. guyanensis em pacientes e controles saudaveis e sua influéncia na imunidade do

hospedeiro em uma populacdo de area endémica da cidade de Manaus, no Estado do Amazonas.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs2234237 TREM1

em pacientes e controles saudaveis.

34



e Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas do SNP rs2234237 em ambos 0s grupos

para teste de associagéo.

e Correlacionar um possivel efeito do SNP rs2234237 sobre concentra¢Ges das citocinas

IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, e TNF-a presente no plasma de controles saudaveis.

4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Este é um estudo caso-controle para anélise de associacdo genética, e consiste na analise
e comparacao das frequéncias dos alelos polimérficos presentes na populacgao (Caso e Controle)
residente de area endémica para a espécie L. guyanensis onde foi aplicado o teste de associacdo

para investigar o papel da variante polimorfica na suscetibilidade ou protecdo a LC.

4.2 Termos éticos

Esta pesquisa seguiu as recomendacdes da Declaracdo de Helsinque, resolugbes do
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) sobre pesquisa em seres humanos, com as
resolugdes 196/96 e 441/2011.

Os candidatos foram apresentados a opc¢do de autorizar ou ndo 0 armazenamento de suas
amostras biologicas para estudos futuros através do TCLE (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido) e receberam assisténcia a saude no ambulatério de dermatologia da FMT-HVD.
Foram abordadas informacdes basicas sobre a natureza da pesquisa aos participantes do estudo.
Este projeto esteve integrado a um projeto maior intitulado ‘“Polimorfismos genéticos dos genes

envolvidos na resposta imune e na cicatrizacdo das lesbes em pacientes com leishmaniose
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cutdnea”, com aprova¢gdio da CEP do FMT-HVD, sob o numero do CAAE:

09995212.0.0000.0005.

4.3 Populacdo amostral

A populacdo estudada teve n amostral conveniente para estudos de associacao genética
(MARCHINI et al., 2004). Foram 1.544 individuos, dentre os quais, 778 pacientes tinham LC
e 766 individuos controles saudaveis eram residentes de areas endémicas e ndo tinham historico

de leishmaniose.

4.4 Area de Estudo

O estudo foi realizado em individuos de regides endémicas para leishmaniose localizadas
nas proximidades do municipio de Manaus. As regifes das rodovias AM-010 Manaus —
Itacoatiara; e BR-174 Manaus — Boa Vista. Algumas das localidades utilizadas para o estudo
no qual apresenta casos confirmados de leishmaniose sdo: 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 Ledo (Km 37).

4.7 Critérios de inclusao

Pacientes de sexo masculino e feminino com idade minima de 12 anos e maxima de 65
anos que tiveram diagnéstico positivo recente para leishmaniose, com no minimo uma lesdo
ulcerada e no maximo seis, identificadas através de diagndstico especifico para leishmaniose
cuténea (identificacdo de amastigotas de material bioldgico escarificado das bordas das les6es
e corado com GIEMSA) e espécies identificadas através de sequenciamento especifico feito a

partir de DNA obtido de bidpsias da lesdo ou da cultura do parasito.
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4.8 Critérios de nao inclusao

Né&o foram incluidos individuos que apresentaram evidéncia de doenca subjacente grave
(cardiaca, renal, hepatica, pulmonar e infecciosa) ou com imunodeficiéncia ou anticorpos
positivos para HIV ou individuos que estavam em tratamento de imunossupressores e mulheres

gestantes ou em fase de amamentacéo.

4.9 Material Bioldgico

Amostras de 5mL de sangue periférico foram coletadas em tubo contendo &cido etileno
diamino tetra-acético (EDTA) como anticoagulante para pacientes e controles. As amostras
foram encaminhadas ao Laboratorio de Pesquisa em Doencas Endémicas (LPDE) da FMT-

HVD para separacdo do plasma e extracdo de DNA.

4.10 Extracéo de DNA

As amostras de sangue periférico foram centrifugadas a 2.000 rota¢des por minuto (RPM)
em centrifuga de bancada por 10 minutos, sendo coletados aproximadamente 120 a 200 pL da
camada de leucdcitos (Buffy Coat). A extracdo de DNA foi realizada segundo a metodologia
de “salting-out” (Sambrook, 1986). As amostras de DNA purificadas foram ressuspendidas em

agua livre de nucleases e armazenadas a —80°C.

4.11 Quantificacdo do DNA extraido

O DNA foi quantificado em espectrofotdmetro de microvolume, em comprimentos de
onda de 260nm e 280 nm pelo NanoDrop ND- 2000 (Thermo Scientific). Apds a
homogeneizagdo da amostra foi utilizado 1 pL para quantificagdo do DNA em ng/uL e

determinagdo da pureza através da razdo entre a absorbancia 260/280nm.
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4.12 PCR para genotipagem

A genotipagem foi feita pela técnica de PCR-RFLP. Os primers para o0 SNP rs2234237
do gene TREM1 foram desenhados para cobrir a regido gendémica do SNP. Os seguintes primers
senso e anti-senso Foward: 5° TCT TTC CCT GCT TAT AGA ACT CCG 3’ e Reverse: 5’
GGT CTT GGG CAT CTC TCC GTC CTT 3’ foram usados para amplificar a regido genémica

do SNP gerando um fragmento de 166 pb.

A PCR foi realizada em um volume final de 25 pl contendo 50 ng de DNA genbémico,
MgCl; 1,5 mM, os iniciadores senso e antisenso 0,10 pM cada, dNTP 40mM e 1U de Taq

polimerase.

A PCR foi realizada em um termociclador Mastercycler® EP graduent S (Ependorf,

Germany).

4.13 Digestdo Enzimatica

A digestdo enzimatica de cada amostra foi realizada através da enzima de restricdo Msel
gue reconhece um padréo de sequéncia de 4 nucleotideos 5>’ TTAA3’. A digestdo enzimatica foi
realizada em um volume final de 25uL (10uL de produto de PCR + 15uL de mix para digestdo
enzimatica). O mix final (PCR + Mix) foi conduzido para conter 2U de enzima Msel, tampéao
da reacdo a 1X de Cutsmart (50 mM Potassium Acetate, 20 mM Tris-acetate, 10 mM
Magnesium Acetate e100 pg/ml BSA). As amostras foram incubadas por no minimo 2 horas a
37°C em banho Maria e em seguida foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 3%
corado com brometo de etidio para a visualizagdo dos fragmentos digeridos. A digestdo

enzimatica gerou fragmentos de 166pb e 128pb mostrados na tabela 1.
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Discriminagéo alélica para rs2234237

Genotipos Tamanho de fragmentos
AIA 128pb
AIT 166pb +128pb
TIT 166pb

Tabela 1: Tamanhos de fragmentos gerados pela digestdo enzimatica.

4.14 Dosagem de Citocinas

A dosagem de citocinas IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1 e IL-10 foi realizada em plasma
de controles através do Kit Bio-Plex ProTM Human Cytokine Grp | Panel 27-plex (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA), seguindo as instrucbes do fabricante. As concentra¢Ges foram medidas
através do método de imunoensaio multiplex. Este método emprega a utilizacdo de microesferas
sensibilizadas com anticorpos de captura especificos para distintas citocinas e utilizacdo de
anticorpos de deteccdo marcados com fluorescéncia e analisadas pelo Bioplex 200 Protein
Array System (Luminex Corporation, Austin, TX, USA). Os valores gerados ap6s analises para

cada citocina foram observados em picogramas por mililitro (pg/ml).

4.15 Analise Estatistica

A frequéncia alélica e genotipica foi determinada através de contagem direta. Para
verificar se a distribuicdo genotipica estava em Equilibrio de Hardy-Weinberg, as frequéncias
dos gendtipos esperados foram calculadas usando a formula p? + 2pq + g> = 1 onde “p”
representa o alelo com maior frequéncia e “q” o de menor frequéncia. A comparagdo entre os
gendtipos observados e esperados foi feito pelo o teste de chi-quadrado. O teste de chi-quadrado
com o Odds Ratio (OR) com intervalo de confianga de 95% (IC) foi utilizado para comparagéo
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entre 0s grupos caso e controle. A influéncia dos genotipos sobre as concentracfes de citocinas
foi realizada através do Teste ANOVA ndo-paramétrico em individuos controles utilizando o

software Graph Pad Prism 7.0. Os valores inferiores P<0,05 foram considerados significativos.
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Figure 8: Fluxograma de atividades do trabalho, locais onde foram realizadas as atividades e métodos utilizados

41



5.RESULTADOS

5.1 Caracteristica da Populacdo Estudada

Neste estudo foram recrutados 1.544 individuos, 778 pacientes confirmados por exame
direto e 766 individuos controles sem sinal ou historico de leishmaniose. Entre os 778 pacientes,
59,9% sdo do sexo masculino e 40,03% do sexo feminino. Dos 766 individuos grupo controle,

49,61% sdo do sexo masculino e 50,39% sdo de sexo feminino.

A populacdo recrutada é proveniente da estrada AM-010 e seus ramais e BR-174 onde na

regido do Pau Rosa teve maior enfoque de casos.

5.2 Frequéncia Alélica e Genotipica, EHW, OR para rs2234237

Para avaliar o SNP rs2234237 A/T (Ser25Tre), a frequéncia alélica e genotipica foi
verificada por contagem direta. As frequéncias alélicas e genotipicas ndo apresentaram desvio
para Equilibrio de Hardy-Weinberg nos dois grupos. Nao houve diferenca de frequéncia entre
0s grupos. As comparacdes feitas por Odds Ratio (OR) e sua significancia estdo apresentados
na Tabela 2. Nossos resultados mostram que ndo houve associacdo entre os alelos do

polimorfismo no gene TREM1 a LC causada por L. guyanensis.

5.3 Dosagem de Citocinas

As concentrages das citocinas IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a do plasma mensuradas

em 374 controles saudaveis foram comparadas aos gendtipos dos individuos.
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Frequéncia dos Genotipos e Alelos

Gendtipos Casos Controles
TREM1 A/T n=778 n =766
AA 569 (73%) 535 (70%)
AT 193 (25%) 215 (27%)
TT 16 (2%) 16 (3%)
Alelos
A 666 (86%) 643 (84%)
T 113 (14%) 124 (16%)
Comparacao de Alelos e Geno6tipos
Caso vs Controle Valor P OR [95% IC]
AAVSTT 0.86 0.9[0.4-1.8]
AA VS AT+TT 0.15 0.8[0.6-1.0]
AA vs AT 0.14 0.8[0.6-1.0]
AvsT 0.19 0.8[0.7-1.0]

Tabela 2: Frequéncia e comparagdes de alelos e gendtipos dos grupos casos e controles. Foi utilizado
o software GraphPad Prism v7.0. OR= odds rario, IC=intervalo de confianga, n = nimero total de

individuos analisados (P <0,05).

O SNP rs2234237 (A/T) ndo apresentou nenhum efeito nas concentracdes citocinas
dosadas. As relacBes entre gendtipos e concentracdes de citocinas sdo mostradas através dos

gréficos na figura 9.

6. CONCLUSAO

Neste estudo, nos investigamos o papel do polimorfismo rs2234237 (A/T) presente no
gene TREML. Este polimorfismo ndo-sindbnimo (Ser25Tre) esté localizado no éxon 2, regido
gendmica que codifica o dominio de interacdo do receptor ao ligante implicando em uma

possivel alteragcdo na sua funcdo bioldgica.
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Muitos polimorfismos presentes no gene TREM1 foram associados a diferentes tipos de
doencas infecciosas e inflamatdrias. Em doencas intestinais como a doenca de Behcet, 0s
polimorfismos rs9471535(C/T) e rs3789205 (C/T) além do rs2234237 (A/T) investigado neste
estudo, foram associados com o0 aumento do risco do desenvolvimento da doenca (JUNG et al.,

2011).

O engajamento de TREM-1 é um potencial indutor inflamatorio para sepse. Os alelos do
rs2234237 (A/T) também foram associados ao prognostico de sepse nos trés modelos de
heranca, dominante, codominante e recessivo (SU et al., 2012). Em pacientes com ferimentos
de queimadura ou de inalacdo, a variante rs2234237 (A/T) foi responsavel por aumentar mais
de trés vezes o risco para pneumonia causada por ventilacdo mecanica (RIVERA-CHAVEZ et
al., 2013). Também com malaria severa em criancas e relacionado a uma maior concentracdo
de sSTREM-1 no plasma o polimorfismo rs2234237 (A/T) foi associado, apesar deste estudo ndo
apresentar tamanho amostral adequado para estudos genéticos (ADUKPO et al., 2016). O
gendtipo A/A foi associado com a elevacao do risco a doencga coronaria em um estudo realizado
na populacéo russa (GOLOVKIN et al., 2014). Em contrapartida, ndo foi encontrada associacao
entre o polimorfismo rs2234237 A/T em sepse, choque séptico e endocardite infecciosa(CHEN
etal., 2008; GOLOVKIN etal., 2015; PENG et al., 2015). Mas o genétipo AA do polimorfismo
rs2234246 (A/G) mostrou ter efeito no aumento de IL-6 no plasma em pacientes. A
concentragdo de 1L-6 foi maior no grupo de ndo sobreviventes em choque séptico(PENG et al.,
2015). O alelo T do polimorfismo rs2234246 de TREM1 foi associado ao aumento de STREM-
1, L-selectina, expressdo de mRNA, contribuindo com a hipétese de que TREM-1 leva ao
extravasamento de mondcitos e consequentemente ao aumento do progresso da aterosclerose

(ALDASORO ARGUINANO et al., 2017).

A leishmaniose cutanea é uma doenca tropical, infecciosa e cronica considerada um

problema de salde publica em varias partes do mundo. A LC é a forma mais comum das
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leishmanioses e afeta varios estados do Brasil. Neste estudo, mostramos que polimorfismo
rs2234237 (A/T) ndo esta associado com a susceptibilidade ou protecdo a LC causada por L.
guyanensis e 0s genoétipos ndo apresentaram efeitos sobre as concentracdes das citocinas
presente no plasma. Porém, séo necessarios mais estudos para identificar outros polimorfismos
que possam estar envolvidos com protecdo ou suscetibilidade a LC causada por L. guyanensis
no gene TREM1, a fim de elucidar o papel de variantes genéticas frente a infeccdes por L.

guyanensis.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa; POLIMORFISMOS GENETICOS DOS GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA IMUNE
E NA CICATRIZAGAOQ DAS LESOES EM PCACIENTES COM LEISHMANIOSE
CUTANEA EM UMA POPULAGAO CASO-CONTROLE DE MANALS, AMAZONAS

Pesquisader: RAJENDRAMNATH RAMASAWMY

Area Tematica: Area 1. Genética Humana,
(Trata-se de pesquisa envolvendo genélica humana nao contemplada acima.);

Versdo: 3

CAAE: 00905212 .0,0000.0005

Instituigio Proponente: Diretoria de Ensino @ Pesquisa - DENPE

Patrocinador Principal: Conselho Macional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico ((CNPq))

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 289,683
Data da Relatoria: 24/05/2013

Apresentagio do Projeto:

Este & um estudo gendtico/epidemioldgico quantitativo, transversal, de ciéncia basica, que utilizara
ferramentas de analise genética para avangar na dissecgio do componente genético de controle da
susceptibilidade do hospedeiro a4 LTA causada pela espécie Leishmania guyanensis. Brevemente, analise
de associagio caso-controle serd aplicada, a fim de se detectar distibuigio distinta das frequéncias alélicas
@ genotipicas entre grupos de casos @ controles ndo afetados pela doencga, recrutados de forma prospectiva,
0 que indicaria envolvimento do gene investigado no controle da suscelibilidade & doenga,

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Priméario;

- Avangar no enfendimento da complexa natureza do controle molecular da susceptibilidade e a cura da
lesdo do ser humano a LTA. Para isso, nos aplicaremos técnicas de andlise genética de associagio
baseada em populagdes, na investigagdo de locus candidato ao controle da susceptibilidade a doenga em
uma populagio brasilaira.
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Objetivo Secundario:;

- Descraver, clinicamente & epidemiclogicamenta, uma amostra populacional de individuos afetados por
LTA, recrutados na FMT-HVD, Manaus, adequada para estudos de anilise genética da susceptibilidade do
hospedeiro a fendlipos da leishmaniose,

- Descrever uma populagio sem sinal ou histdrico de leishmaniose, recrutada na mesma regido geografica
que o grupo de casos € pareada para idade, género € etnia, para compor © grupo controle;

= Genotipar marcadores dos genes citados acima nos individuos de ambos os grupos de casos e controles,
a fim de se estabelecer as frequéncias alélicas @ genotipicas em cada grupo;

- Dosar as citecinas em amostras de sangue dos pacientes com LC antes e apds o tratamento

com miltefesing;

- Aplicar analise de associagio baseada em populagbes a fim de buscar evidéncias da paricipacio de
variantas dos genes envolvidos no controle da suscetibilidade do hospedeiro & doenga;

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

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

- Os riscos de participagdo dos voluntarios de pesquisa neste estudo slo aceitaveis levando-se em
considera¢do os eventos adversos (EAs) ja descritos em indmeros ensaies clinicos que utilizaram a
Miltefosina no tratamento da Leishmaniose Visceral e da Leishmaniose Tegumentar, Os riscos fisicos par a
saide de participagio neste estudo s&0 muito pequenos e limitados ao procedimento de bidpsia e coleta de
sangue, ambos de

rotina nos laboratdrics cinicos. Em ambos os cacs, vooé poder sentir um descenforto temporanio devido a
introdugdo da agulha, Tanle a bidpsia quanto a coleta de sangue podera resultar em uma pequena lesio
que quase sempre cura-se sozinha, Em raros casos, pode ocorrer infecgdo localizada.

Beneflcios:

- Possivelmente os resultados deste estudo, contribuirdo para a incorporagio da miltefosina como
medicamento a ser recomendado pelo M3 no tratamento da leishmaniose cutinea, A longo prazo, o8
procedimentos médicos e laboratoriais aos quais vocd sera submetido poderdo fadilitar a detecgdo de
resisténcia a leishmanicse e seu tratamento, tomando possivel evitar trmtamentes inadequades. Alem disso,
espera-se que conhecimentos cientlficos adicionais sejam alcangados,
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com consequente melhoria do tratamento de pessoas afetadas pela leishmaniose.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

A pesquisa é de grande relevancia pois pretende elucidar A susceptibilidade do ser humano a fendtipos da
leishmaniose. Pretende verificar o papel de genes envolvidos no sistema imune @ na cura de lesio sobre o
controle da suscetibilidade do hospedeiro a doengas infecciosas causadas por pelo diferentes parasitas
intracelulares, O Pesquisador ¢ré que variantes dos genes possam estar envolvidos no controle da
suscetibilidade do ser humano e a cura da lesdo a leishmaniose cutdnea causada pela L. guyanensis em
uma populagdo recrutada no municipio de Manaus,

Consideragfes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
O protocolo contém os itens fundamentais para ser avaliado pelo CEP descritas na Resolugdo 196/96, item
V|- Protocolo de Pesquisa.

Recomendages:
Adequar o projeto @ TCLE conforme as pendéncias relatadas a seguir,

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Felha de rosto:

1- Falta preenchimentos dos itens: 10 (Outro Telefone), 12 (camgo), 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 mio, escanear e posteriormente anexar &
Plataforma Brasil para analise por este CEP,

Resposta do pesquisador: Os campos foram preenchidos e a nova Folha de Rosto foi anexada,

Conclusio do relator: Pendéncia atendida,

Termo de Censentimento Livre e Esclarecido:

Apés andlise do TCLE observa-se houve adequacéo de algumas pendéncias, porém outras ainda carecem
de maior esclarecimento, segundo o relatado abaixo;

a) Observa-se discrepdncia nos métodos descrites no modelo de projeto da plataforma Brasil e o TCLE, pois
no projeto esta descrito a retimda de 5 ml de sangue & no TCLE esse volume & de 10ml.

Resposta do pesquisador: Os itens foram corrigidos.

Parecer do relator: Identificado no TCLE a referencia de coleta de 5ml de sangue. Pendéncia atendida

b} Descrever o procedimento, riscos e desconfortos da biopsia de pele esdarecendo como sera
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feito 0 exame.

Resposta do pesquisador: Os itens foram corrigidos.

Parecer do relater: O TCLE informa o desconforto, sangramento e infecgdo, além de quebra da
conficendialidade, informando como serd realizado os exames, bem as medidas para minimizar os riscos,
Pendéncia atendida,

c) No tépico local do estudo, ndo esta dara a procedéncia do grupo controle @ o TCLE nem menciona o
recrutamento do grupo controle.

Resposta do pesquisador: Foi corrigido no TCLE - métodos,

Parecer do relator: Pendéncia atentida,

d} No topico permissfo para estocagem, adicionar apés a palavra estocagem os termos guarda ou
armazenamento, a fim de facilitar a compreansdo do sujeito da pesquisa.

Resposta do pesquisador: Foi realizado a mudanga conforme solicitado pelo relator, Anexado a permissio
de eslocagem.

Parecer do relator: Pendéncia atendida.

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

Resposta do pesquisador: Foi comigido no TCLE.

Parecer do relator; © TCLE informa o desconforto, sangramento e infecgdo, além de quebra da
conficendialidade, informando como serd realizado os exames, bem as medidas para minimizar os riscos,
Pendé&ncia atendida.

f} Dentro das atribuigbes previstas noitem VI1.4.c.B da resolugdo 196/96, cabe a CONEP, apbs aprovagio
do CEP institucional, aprediar as pesquisas enquadradas nessa area tematica,

Resposta do pesquisador: De acordo com a revisio da Resolugao 446/2011, este protocolo nio se inclui
mais em area tematica especial e, portanto, ndo deve ser encaminhado a CONEP: Segéo VIl das
competéncias da comissio - [V - Analisar e emitir parecer, no pmazo de 60 dias, e acompanhar os protocolos
de pesquisa em areas tematicas especiais em gendtica humana sempne que o
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projeto envolver: 1) envie para o exterior de material genético ou qualguer material biclégico humano para
obtenc¢do de material genético; 2) amazenamento de material biclégico ou dados genéticos humanos no
axterior @ no Pals, quando de forma conveniada com instituighes estrangeiras ou em instituiches comerciais;
3) alteragdes da estrutura genética de células humanas para ulilizagdo in vivo, 4) pesquisas na érea de
genélica da reprodugdo humana (reprogenélica); 5) pesquisa em genética do comportamento e 6)
pesquisas em que esteja prevista a dissociagdo irmeversivel dos dados dos sujeitos da pesquisa.

Parecer do relator: A resolugio citada trata da reestruturagio da comissdo da COMEP, contudo a descrigio
5@ refere a resolugdo 340/04. VI1.3. O projeto ndo preenche nenhum desses critérios. Pendéncia atendida.

Detalhar na metodologia e no TCLE:

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

Resposta do pesquisador: Fei detalhade tanto na metedelogia (projeto de pesquisa quanto no TCLE.
Parecer do relator: Pendéncia atendida.

b) Mo tdpico critério de exclusdo esta mencionando “criangas que ndo conseguem ingedr as capsulas®, |sso
deixa dividas com relagdo 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 pesquisador: Como sugerido pelo relator, foi cordgido no projeto - critério de inclulsdo ™10 a 65
anos”,

Parecer do relator; Pendéncia atendida,

¢} Mo topico riscos, volto a reforgar a necessidade de descrever os riscos, que ndo podem ser considerados
pequencs, pois akém dos riscos resultantes dos procedimentos, ha o risco de perda da confidencialidade.
Resposta do pesquisador; Foi comigido tanto no projeto como no TCLE.,

Parecer do relator: Pendéndia atendida.

d) Ajustar cronograma para inicio do projeto apés aprovagdo em comité de élica, pois segundo o

cronograma existente o recrutamento de pacientes iniciou em 031212,
Resposta do pesquisador; O cronograma foi cordgido tanto no projeto anexo pelo pesquisador
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Continuagiio do Parecer; 281,653

quanto na Flataforma Brasil,
Pamecer do melator: Pendéncia atendida.

e) Solicitar a permissao para estocagem do material biokigico, CHNS Resolugao 441/2011,

Resposta do pesquisador; Foi anexado ao protocole o formuldrio padriio de armazenamento de material
biokogico, assinado pelo dirtor da DEMPE.

Parecer do relator: Pend&ncia atendida.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Considerando o feriado de 30/05/13 e o decreto de ponto facultative em 310513 que implicou em
suspensdo da reuniio ordinana deste CEP, o coordenador-1 acata ad referendum o parecer da relatora,
considerando que o interessado atendeu a todas as pendéncias apontadas.,

0O presente projeto estda APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatbrios pardiais e final do estudo, conforme prevé a Resolugio CHNS n® 196/96 de 10 de outubro de 1996,
itemn 1X.2,"¢", utiizando o formulano de Roteiro para Relatorio Parcial'Final de estudos clinicos Unicéntricos
e Multicéntricos, proposto pela COMER em nossa home page.

MANALIS, 31 de Maio de 2013

Assinador por:
Maria Paula Gomes Mourio
({Coordenador)
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