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RESUMO

Introducdo. O parasita Leishmania tem capacidade de sobreviver e se replicar no
macrofago. Estas caracteristicas provavelmente evoluiram como uma estratégia de
resisténcia da Leishmania contra células inflamatorias. Durante a infec¢do por
Leishmania, macréfagos e neutréfilos fagocitam os parasitas, formando o fagossomo,
onde sdo “bombardeados” por uma “cascata oxidante” contendo especialmente ROS.
Este processo contem principalmente superoxido (O2e-) e peroxido de hidrogénio
(H202) formando um complexo conhecido como “explosdo oxidativa”. Para tanto,
nosso objetivo foi investigar polimorfismos genéticos em genes envolvidos no estresse
oxidativo em pacientes com leishmaniose cutanea (LC) infectados por L. (Viannia)
guyanensis utilizando um modelo de estudo caso-controle. Métodos. Foi realizado o
recrutamento de pacientes com LC atendidos na FMT-HVD e os individuos saudaveis,
sem sinais ou historico de leishmaniose, residentes no mesmo local dos Casos. A
dosagem de quimiocinas e citocinas plasmaticas foi realizada pela técnica de Luminex e
os polimorfismos pela técnica de PCR em tempo real (qPCR) utilizando-se o sistema
TagMan® e analisados na plataforma QuantStudio 6 (Applied Biosystems).
Resultados: Um total de 768 pacientes e 744 voluntarios saudaveis concordaram em
participar do estudo. O gendtipo homozigoto selvagem (WT) ¢.-262CC em Catalase
(OD: 1,29 - p=0,041) e WT SOD2 ¢.47CC foram associados como fator de risco para
CL, enquanto WT MPO ¢.-463GG (OD: 0,73 - p=0,004); WT NOX2 ¢.242CC (DO:
0,74 - p=0,005); WT NOS3 ¢.-786TT (OD: 0,75 - p=0,008); WT TGF-81 c.-509CC
(OD: 0,63 - p<0,001) associado como fator protetor. O SNP NOS2 c.-954G>C nao
apresentou associagdes significativas. IL-13 e MCP-1 foram as principais citocinas
associadas fortemente reduzidas em pacientes na presenga de gendtipos mutantes em
comparagdo com WT. Vale a pena notar que as concentragdes plasmaticas de INF-y
foram significativamente reduzidas em gendtipos mutantes de quase todos os SNPs em
pacientes com LC. Conclusdes: Consideramos que os genotipos mutantes diminuiram
as principais citocinas ativadoras de neutrofilos, sendo IL-2 (MPO c.-463AA, TGF-B1
c.-509TT e SOD2 ¢.47TT); IL-8 (CAT ¢.-262TT, TGF-81 ¢.-509TT e SOD2 c.47TT) e
IL-12 (CAT c.-262TT e NOS3 c¢.-786CC), sugerindo menor concentracdo de ROS,
diminui¢do do estresse oxidative e maior progressio da doenca nesses genotipos
mutantes. Os gendtipos mutantes (CAT c.-262TT, NOX2 ¢.242TT, TGF-81 ¢.-509TT e
SOD2 ¢47TT) resultaram em diminuicdo do INF-y, sugerindo menor producao de
citocinas inflamatdrias e progressdo da doenga nestes gendtipos. Enquanto o gendtipo
CAT ¢.-262CC diminuiu os niveis de IL-10 e IL-17 podendo estar associado a
eliminagdo do parasita Leishmania. As citocinas 1L-6, 1L-13, IL-1B, FGF-Basic sdo
produzidas por macrofagos, células dendriticas e linfocitos. Estas citocinas
desempenham um papel vital na suscetibilidade a leishmaniose. Os gendtipos
homozigotos mutantes de TGF-81 c.-509TT e SOD2 ¢.47TT foram associados a niveis
diminuidos nessas citocinas nos pacientes. Desta forma, essas citocinas podem estar
associadas tanto na progressao como na eliminacdo da doenga. Os nossos achados
demonstraram os genétipos (WT MPO ¢.-463GG, WT NOX2 ¢.242CC, WT NOS3 c.-
786TT e WT TGF-B1 c.-509CC) com maior producao de ROS e com isso mostraram-se
como fatores protetores para LC. Enquanto que os gendtipos WT CAT c.-262CC e
SOD2 ¢.47CC, demonstraram a menor produ¢ao de ROS sugerindo-se como fator de
risco para Leishmaniose Cutanea.

Palavras-chave: Leishmaniose, Polimorfimos, Citocinas.



ABSTRACT

Background: The Leishmania parasite has the ability to survive and replicate in the
macrophage. These characteristics probably evolved as a Leishmania resistance strategy
against inflammatory cells. During Leishmania infection, macrophages and neutrophils
phagocytose the parasites, forming the phagosome, where they are “bombarded” by an
“oxidizing cascade” containing especially ROS. This process contains mainly
superoxide (O2e+-) and hydrogen peroxide (H202) forming a complex known as
“oxidative explosion”. To this end, our objective was to investigate genetic
polymorphisms in genes involved in oxidative stress in patients with cutaneous
leishmaniasis (CL) infected by L. (Viannia) guyanensis using a case-control study
model. Methods: Patients with CL treated at FMT-HVD and healthy individuals, with
no signs or history of leishmaniasis, living in the same location as the Cases, were
recruited. plasma chemokines and cytokines were measured using the Luminex
technique and the polymorphisms measured using real-time PCR (qPCR) by TagMan®
system, analyzed on QuantStudio 6 platform (Applied Biosystems). Results: A total of
768 patients and 744 healthy volunteers agreed to participate in the study. The
homozygous wild genotype (WT) ¢.-262CC in Catalase (OD: 1.29 - p=0.041) and WT
SOD2 ¢.47CC were associated as a risk factor for CL, while WT MPO c¢.-463GG (OD:
0.73 - p=0.004); WT NOX2 ¢.242CC (OD: 0.74 - p=0.005); WT NOS3 ¢.-786TT (OD:
0.75 - p=0.008); WT TGF-B1 ¢.-509CC (OD: 0.63 - p<0.001) associated as a protective
factor. The NOS2 ¢.-954G>C SNP did not show significant associations. IL-13 and
MCP-1 were the main associated cytokines strongly reduced in patients in the presence
of mutant genotypes compared to WT. It is worth noting that plasma INF-y
concentrations were significantly reduced in mutant genotypes of almost all SNPs in CL
patients. Conclusions: We consider that the mutant genotypes decreased the main
neutrophil-activating cytokines, being IL-2 (MPO c.-463AA, TGF-B1 ¢.-509TT and
SOD2 c.47TT); IL-8 (CAT ¢.-262TT, TGF-B1 ¢.-509TT and SOD2 ¢.47TT) and IL-12
(CAT ¢.-262TT and NOS3 ¢.-786CC), suggesting lower ROS concentration, decreased
stress oxidative activity and greater disease progression in these mutant genotypes. The
mutant genotypes (CAT c.-262TT, NOX2 ¢.242TT, TGF-81 ¢.-509TT and SOD2
c.47TT) resulted in a decrease in INF-y, suggesting lower production of inflammatory
cytokines and disease progression in these genotypes. While the CAT c¢.-262CC
genotype decreased the levels of IL-10 and IL-17, which may be associated with the
elimination of the Leishmania parasite. The cytokines IL-6, IL-13, IL-1B, FGF-Basic
are produced by macrophages, dendritic cells and lymphocytes. These cytokines play a
vital role in susceptibility to leishmaniasis. The homozygous mutant genotypes of TGF-
31 c.-509TT and SOD2 c.47TT were associated with decreased levels of these cytokines
in patients. Therefore, these cytokines may be associated with both the progression and
elimination of the disease. Our findings demonstrated the genotypes (WT MPO c.-
463GG, WT NOX2 ¢.242CC, WT NOS3 ¢.-786TT and WT TGF-81 ¢.-509CC) with
greater ROS production and thus proved to be protective factors for LC. While the WT
CAT c.-262CC and SOD2 ¢.47CC genotypes demonstrated the lowest production of
ROS, suggesting themselves as a risk factor for Cutaneous Leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis, Polymorphisms, Cytokines.
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INTRODUCAO

A Leishmaniose ¢ uma doenga infecciosa zoonoética ndo contagiosa, ocasionando
diferentes lesdes. De modo geral, essa enfermidade se divide em Leishmaniose Cutanea
(LC), também conhecida como Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e visceral
progressiva conhecida como Leishmaniose Visceral (LV), originadas de infecgdes por
diversas espécies de protozoarios parasitas do género Leishmania (TUON et al., 2008).
Esses parasitas possuem ciclo de vida heteroxénico, alternando entre hospedeiros
mamiferos e invertebrados, transmitidos durante o repasto sanguineo pelos vetores
dipteros da familia Psychodidae (BATES, 2007).

A Leishmaniose LTA apresenta heterogeneidade nas manifesta¢des clinicas de
pele e mucosas e geralmente esta associada a elevada morbidade, constituindo-se como
grande problema de satde publica mundial, presente em quase metade dos paises do
mundo. Por este motivo, ¢ classificada como doenga endémica de controle prioritario e
inclusa no Program of Tropical Diseases Research (HOTEZ et al., 2007, de MOURA
et al., 2008; ALVAR et al., 2012). Atualmente se destaca com incidéncia anual mundial
entre 2-3 casos por 100.000 habitantes, com aproximadamente 15 milhdes de pessoas
infectadas mundialmente, em uma area de risco que engloba mais de 350 milhdes de
pessoas (WHO, 2020).

Nas Américas, do total de 36 Paises, a LTA esta presente em 18, com registro de
aproximadamente 12 casos por 100.000 habitantes. Do total de casos, aproximadamente
80% estdo concentrados no Brasil, e por isso, ¢ considerada uma doenca negligenciada
com base nos limitados recursos investidos no diagnostico, tratamento e controle
(OPS/OMS, 2021).

No Brasil, estima-se que entre os anos de 1990 e 2015 ocorreram cerca de 700
mil novos casos, com elevadas taxas registradas na Regido Norte e Nordeste do pais
(SINAN, 2017), causados pelas espécies Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e
Leishmania (Leishmania) amazonenses (PEREIRA, 2010; de MESQUITA et al., 2022).
No estado do Amazonas predomina a forma cutanea, ocorrendo principalmente na
regido metropolitana de Manaus, com raros casos de acometimento mucoso (NEVES ef

al., 2011; WHO, 2014).
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A exposicao de Leishmania aos macrofagos levam a geracao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS), que contribuem para a
regulagdo da resposta inflamatéria, sendo controlada pelo sistema de defesa
antioxidante celular (PAIVA, 2013). Apds o reconhecimento de Leishmania spp.,
ocorre a ativacao de macrofagos os quais sdo ativados e tornam-se as descritas "células
efetoras" que podem destruir ou fagocitar o hospedeiro indesejado (GUPTA et al,
2022).

O parasita Leishmania ¢ caracterizado por sua capacidade de sobreviver e
replicar no macréfago apos fagocitose dos promastigotas em fase estacionaria,
ocorrendo entdo a formagdo de um fagossomo em torno do parasita, com fusao gradual
de lisossomos e endossomos, resultando na gera¢do de Vacuolos Parasitéforos (VPs)
que rapidamente adquirem composi¢do e funcdo semelhantes as dos fagolisossomos,
com propriedades hidroliticas e proteoliticas (BURCHMORE & BARRETT, 2001;
BISTI et al., 2006). Essas caracteristicas provavelmente evoluiram como estratégia de
resisténcia por Leishmania contra células inflamatérias durante sua ativagdo para
destruir patdogenos intracelulares e extracelulares (GASPAROTTO et al., 2017).

Entre as respostas do hospedeiro contra a infec¢do por Leishmania, a ativagao da
NADPH oxidase (NOX2), 6xido nitrico sintase induzivel (NOS2), 6xido nitrico sintase
endotelial (NOS3) e mieloperoxidase (MPO) podem contribuir para o estresse oxidativo
do tecido (BLOS et al., 2003; ROCHA et al., 2007). No entanto, a resposta inflamatdria
pode ser ainda mais intensificada dependendo da capacidade do parasita de lidar com o
estresse oxidativo gerado pelo hospedeiro. O aumento da produgdo de oxidantes durante
esta resposta pode contribuir para o desenvolvimento da doenca, visto que contribuem
ainda mais para a lesao tecidual (HALLIWELL & JOHN, 2015). Assim, considerando
esta relacdo entre a ativacdo pro-inflamatoérias e a producdo de espécies reativas, €
possivel que o estresse oxidativo seja um fator contribuinte ao comprometimento da

func¢do do tecido causado pela leishmaniose (GASPAROTTO et al., 2017).
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1. Aspectos Gerais da Leishmaniose

1.1.1. Histérico da doenca

O género Leishmania provavelmente evoluiu na era do Mesozodico e a origem
geografica das diferentes espécies de Leishmania ainda € uma questdo de intensos
debates cientificos (GRIMALDI & TESH, 1993; KERR ef al., 2000). O aumento da
temperatura pode ter sido a razdo pela qual os vetores dipteros da familia Psychodidae
comecaram a habitar o dossel da floresta, ocasionando mamiferos arboreos a se
tornarem novos hospedeiros para os parasitas da Leishmania. Mudancgas climaticas ¢ a
aceitagdo de novos hospedeiros pelo vetor podem explicar a maior diversidade de
Leishmania no Novo Mundo em comparacdo com o Velho Mundo (ROQUE &
JANSEN, 2014; STEVERDING, 2017).

Com a colonizacdo espanhola das Américas no inicio do século XVI, surgiram
relatos de conquistadores e missiondrios descrevendo faces desfiguradas em condicdes
que lembram a LC (COSTA et al., 2009). Um dos primeiros relatos foi descrito pelo
cronista espanhol Pedro Pizarro (1515-1602) em trabalhadores das encostas orientais
inferiores do Andes peruanos que sofriam com a destruicdo do nariz e labios
(LAINSON, 2010). No Novo Mundo, comorbidades clinicas de LC sdo demonstradas
em ceramicas pré-colombianas desde o século V. Somado a isso, quatro cranios de
mulheres descobertos no cemitério arqueoldgico do deserto de San Pedro do Atacama,
norte do Chile, provavelmente do século XI, forneceram interessantes evidéncias
morfoldgicas e até moleculares da leishmaniose (COSTA, 2009).

A cronografia da leishmaniose apresenta evolu¢do da doenca intrinsecamente
ligada a atividade humana, embora a doenga nao se referir a um fator de selegdo e
evolucdo dos humanos. No entanto, evidéncias demonstram que a leishmaniose foi
espalhada por todo o mundo pelo homem durante o inicio da migracdo humana
(STEVERDING, 2008).

Atualmente a leishmaniose constitui um conjunto complexo de doengas com

caracteristicas e peculiaridades diferentes decorrentes da multiplicidade de seus agentes
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etiologicos, vetores, reservatorios, fatores ambientais e a resposta imune disposta pelo
hospedeiro em resposta ao protozodrio e sdo classificadas em trés manifestacdes
principais: visceral (Calazar), mucocutanéa e cutanea (Tegumentar) (AWASTHI et al.,

2004).

1.1.2. Ciclo de transmissao

Os parasitas do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) sao
protozoarios digenéticos (heteroxenos), com ciclo bioldgico desenvolvido em dois
hospedeiros, um vertebrado e um invertebrado. Apresentam dois estdgios evolutivos
principais: promastigota (com flagelo livre) que se desenvolve no aparelho digestivo do
vetor e amastigota (intracelular, com flagelo rudimentar) que parasita o Sistema
Fagocitico Mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado infectado, reproduzindo-se no
interior de macrofagos (LAINSON, 2010).

No continente americano, o ciclo de transmissdo de Leishmania ocorre em
diversos mamiferos (roedores, marsupiais, edentados, equinos, primatas e canideos) que
atuam como reservatorios naturais do parasita, € em insetos hematdéfagos flebotomineos
do género Lutzomyia (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) pertencentes a varias
espécies e diferentes géneros, dependendo da localiza¢do geografica (YOUNG, 1994).

As formas amastigotas imoveis sdo esféricas ou ovais e medem cerca de 2,5-5,0
um de didmetro, possuindo um cinetoplasto localizado proximo ao nucleo,
multiplicando-se dentro das células do SFM do hospedeiro vertebrado. Assim, as
fémeas flebotomineos sdao infectadas durante a alimentacdo de um hospedeiro
vertebrado pela ingestdo de sangue ou linfa intersticial contendo macréfagos parasitados
pelas formas amastigotas (BATES et al., 2004; DAMIANOU et al., 2020).

No trato digestivo do inseto, os amastigotas se diferem em promastigotas
alongados, flagelados, com cerca de 5-15 um de comprimento e com cinetoplastos
situados entre o nucleo e a extremidade anterior. Enquanto ainda no trato digestivo do
vetor, as formas promastigotas passam por estagios até se tornarem promastigotas
metaciclicos, que se deslocam para o aparelho bucal do inseto. Os hospedeiros
vertebrados sdo infectados quando os flebotomineos fémeas inoculam as formas
promastigotas metaciclicas junto com a saliva durante a hematofagia (BATES, 2007,

SUNTER & GULL, 2017). Uma vez dentro do hospedeiro vertebrado, os promastigotas
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sao internalizados no vacuolo fagocitico dos macrofagos, e transformados em
amastigotas, que se replicam intensamente até romper a célula parasitada. Os
amastigotas liberados infectam outros macrofagos e o ciclo inicia novamente (de

MENEZES et al., 2016) (Figura 1).
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Figura 1 — Ciclo de Transmissao da Leishmaniose.
Fonte: https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/handle/icict/36310/especializacao_marcia_miyuki %?20has
himoto.pdf;jsessionid=657261cdb0adc2998b27eddb4815830a?sequence=2.

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢ causada por diferentes
espécies de parasitas, sendo caracterizada principalmente pelo comprometimento do
tecido cutdneo. Todavia, dependendo da espécie e fatores imunogenéticos do
hospedeiro, pode ocorrer lesdo do tecido mucoso nasofaringeo, manifestando como
Leishmaniose Cutanea (LC) ou Leishmaniose Cutanea Mucosa (LCM). Outros tipos de
manifestagdes de importancia clinica também podem ocorrer, como as formas
disseminada e difusa (NEVES, 2004).

A Leishmaniose Cutanea apresenta-se com ulcera tipica indolor com formato
arredondado ou ovalado, com consisténcia firme, base eritematosa e medindo
milimetros a centimetros. As bordas s3o bem delimitadas e elevadas com fundo
avermelhado e granulacdes grosseiras (GONTIJO, 2003; SILVEIRA et al., 2008). Nos

dias de hoje, existem aproximadamente 30 espécies de Leishmania descritas e dentre
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essas, 21 causam doenca no homem. Nas Américas, 13 espécies sao conhecidas, destas,
sete foram descritas no Brasil (LAINSON, 2003).

Na Amazonia, a LTA pode ser ocasionada por sete espécies de Leishmania, seis
do subgénero Viannia: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.)
naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi ¢ uma do subgénero Leishmania: L. (L.)
amazonensis. Dentre essas, at¢é o momento, as de maior importancia no estado do
Amazonas sdo: L. (V.) guyanensis e a L. (V.) naiffi, seguidas de L. (V.) braziliensis e L.
(L.) amazonenses (ALVES et al., 2011).

A L. (L.) amazonensis ¢ a unica espécie do subgénero Leishmania que causa a
LC no Brasil. Possui distribuicdo geografica relativamente ampla nas Américas com
casos descritos como leishmaniose cutdnea, cutdnea mucosa, ¢ por uma forma ainda
sem tratamento conhecida como cutanea difusa anérgica (SILVEIRA ef al., 2008). Tem
como principal vetor o Lu. flaviscutellata, um flebotomineo de hdbito noturno e pouco
antropofilico (LAINSON, 2003).

A L. (V.) braziliensis causa lesdes cutaneas e mucosas, ocorrendo de Norte a Sul
do Brasil. O subgénero esta relacionado com animais domésticos e a sua transmissao
esta associada ao vetor Lu. wellcomei em florestas no Para e Sul da Bacia Amazdnica
(MARZOCHI, 1994).

No ano de 1954 foi descrita pela primeira vez a L. guyanensis, com os
hospedeiros primarios a pregui¢a de dois dedos (Choloepus didactylus) e o tamandué-
bandeira (Myrmecophaga tridactyla). Estes, sdo considerados reservatorios secundarios
de L. guyanensis: Didelphis marsupialis (gamba comum), roedores do género
Proechimys, Marmosops incanus (cuica cinza) e Dasypus novemcinctus (LAINSON,
1988). A Leishmania guyanensis € uma espécie encontrada no Brasil, Bolivia,
Colombia, Guiana Francesa, Peru, Suriname e Venezuela. No Brasil, tem ampla
distribuicdo, principalmente na regido amazonica, incluindo os estados do Acre, Amapa,
Roraima, Amazonas e Pard. As principais espécies de vetores que transmitem a L.
guyanensis sao Lutzomyia umbratilis, Lu. anduzei € Lu. whitmani, distribuidos em
varios paises da América do Sul (SCARPASSA, 2012).

O flebotomineo Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis € o principal vetor que causa
a Leishmania (Viannia) guyanensis, sendo um agente infeccioso da LTA no Norte da
América do Sul. Além de sua distribuicao na Bacia Amazodnica, esta espécie também foi

detectada em remanescentes da Mata Atlantica no Nordeste do Brasil (GASPAROTTO
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et al.,, 2017). No Brasil, a L. umbratilis foi registrada em toda regido amazodnica e
também em Pernambuco, estado da regido Nordeste (GIUDICESSI, 2003; de
MENEZES et al., 2016).

Segundo Arias e Freitas (1977), a Lu. umbratilis ¢ naturalmente infectada por L.
guyanensis nas areas do Leste e Norte do Rio Negro, sugerindo que este rio pode atuar
como uma vicariante barreira a transmissdo de L. guyanensis. J4& compararam as
primeiras geragdes criadas em laboratdrio com populacdes de Lu. umbratilis obtidas nas
areas Sul e Norte do Rio Negro. Essas populacdes exibiram notaveis diferencas
biologicas em seu ciclo de vida, fecundidade, fertilidade e longevidade adulta. A
populacdo do Norte era mais produtiva e vivia mais tempo em comparagdo com a
populacao do Sul. Essas diferengas podem ser devido as fei¢des bioldgicas intrinsecas

decorrentes de seu isolamento geografico junto ao Rio Negro (SOARES et al., 2018).

1.1.3. Aspectos epidemiologicos da Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose cutanea ¢ considerada mundialmente a forma mais comum de
infecgdo por Leishmania, afetando mais de 1 milhdo de seres humanos (WHO, 2014),
com prevaléncia em metade do planeta (mais de 90 paises) e comprovada transmissao
endémica em 4reas tropicais e subtropicais do mundo, incluindo areas rurais, florestas
tropicais, areas aridas, semiurbanas e areas urbanas (AUREA etal., 2019).

Entre os anos 2001 e 2020, foram notificados 1.067.759 casos de Leishmaniose
Cutanea (LC) e Leishmaniose Mucosa (LM) a OPAS no mundo, com média de 53.387
casos por ano. Nesse periodo, notou-se uma queda no nimero de casos, atingindo
39.705. Ainda que esta diminui¢do represente menos de 5% do total da Regido no
periodo de 2019, poucos paises registraram diminuigdes significativas que poderiam
estar correlacionadas a paralisagdo total ou parcial das atividades de vigilancia e

assisténcia em decorréncia da pandemia COVID-19 (Figura 2) (OPAS, 2021).
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Figura 2 — Numero de casos de leishmaniose cutdnea e mucosa na Regido das Américas, América
Central, Brasil e Zona Andina no eixo esquerdo; Cone Sul, Caribe ndo latino e México no eixo direito,
2001-2020.

Fonte: Organizagdo Pan-Americana da Saude. Sistema de informagdo regional de leishmaniose
(SisLeish) [Internet]. Washington, D.C.: OPAS; 2021 [acessado em 20 de outubro de 2023].

O Brasil, devido seu tamanho e populagdo, encontra-se entre os cinco paises
com o maior nimero de casos nas Ameéricas, representando um grave problema de
satide publica. No periodo de 2010 a 2015 foram registrados, em média, 20.798 casos,
sendo distribuidos em todas as Unidades Federativas do Brasil, com destaque para as

regides norte e nordeste (ALVAR et al.,, 2012; SINAN, 2017).

1.14. Fatores Genéticos do Hospedeiro no Desenvolvimento da Leishmaniose

As diferentes formas de leishmaniose apresentam-se desde assintomadticas, leves,
graves e até fatais, com varios desfechos dependendo de muitos fatores relacionados ao
hospedeiro, patogeno e ambiente. Dentre os fatores do hospedeiro, destacam-se o
sistema imunologico com papel importante no estabelecimento de inimeras infecg¢des e
sua gravidade (CHAPPUIS et al., 2007).

As variagdes genéticas nas populacdes humanas contribuem para a
suscetibilidade ou resisténcia as diversas doencgas infecciosas. Estas alteragdes genéticas

do hospedeiro ocorrem de muitas formas, desde um polimorfismo de nucleotideo Uinico



21

(SNP), insercdo/exclusdo, repetigdes em tandem (minissatélite e microssatélite por
exemplo) e até alteragcdes numéricas estruturais, sendo os SNPs mais frequentemente
relatados (SACHIDANANDAM et al., 2001; ROSTAMI & KHAMESIPOUR, 2021).
Entendemos que o desenvolvimento da infec¢do por LC pode ser afetado por
diversos fatores, normalmente incluindo o meio ambiente, o inseto vetor, o parasita ¢ a
base genética de ambos os hospedeiros, vertebrado e invertebrado. Em populacdes
naturalmente expostas aos parasitas Leishmania, ainda ndo se sabe por que alguns
individuos desenvolvem a LC e outros permanecem assintomaticos € ou saudaveis.
Notadamente, o perfil genético do hospedeiro desempenha um papel vital na gravidade
e resisténcia a LC (BLACKWELL et al., 2020). Destacadamente, SNPs em genes de
citocinas humanas tém sido associados a suscetibilidade de muitas doengas, incluindo as

doengas infecciosas (KEEN, 2002; AKUFFO et al., 2018).

1.2.1. Estresse Oxidativo

Durante os varios processos metabdlicos que ocorrem no corpo humano, os
radicais livres sdo formados como produtos naturais do metabolismo. Alguns destes
atuam como moléculas sinalizadoras que controlam processos fisioldgicos, porém, sua
producdo excessiva pode causar danos celulares e teciduais (DAVIES et al., 2017,
GIORGI et al., 2018). Por esta razdo, as células sdo forcadas a manter um equilibrio na
producao de ROS para manter a homeostase redox (HAJAM et al., 2022). Para este fim,
a familia de compostos antioxidantes, que incluem uma série de complexos enzimaticos
desempenha papel fundamental neste controle oxidativo. Vale salientar que o
desequilibrio entre o excesso de ROS e a capacidade biologica de detoxificar produtos
reativos pode acompanhar muitas condigdes patoldgicas, mas também pode
desempenhar um papel significativo na prevencao do envelhecimento celular (Figura 3)
(RISTOW, 2014).

Atualmente ¢ bem descrito os papeis do estresse e do dano oxidativo na
contribuicdo e progressao de muitas doengas, principalmente na ativacao de respostas
pro-inflamatérias,  especialmente  observadas nas  cardiovasculares, cancer,

neurodegenerativas e doencas metabolicas como a diabetes. Todas, sem excegdo,
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apresentam componentes pro-inflamatorias nos mecanismos moleculares regulando sua
progressao (HALLIWELL & JOHN, 2015; DHAMA et al, 2019; BAl et al., 2022).

Durante a infeccdo, os neutrofilos e macréfagos sdo capazes de fagocitar os
patogenos formando o fagossomo, local onde sao “bombardeados” por uma “cascata
oxidante” contendo especialmente ROS e RNS. Esse processo contendo principalmente
superoxido (O2+-) e perdxido de hidrogénio (H202), ¢ dependente da enzima NADPH-
oxidase (NOX2), formando o complexo NOX2 e mieloperoxidase (MPO) conhecido
como “explosao oxidativa”, (WINTERBOURN et al., 2016). Este complexo parece ser
dependente do pH e menos efetiva em pH mais elevado (ATOSUO, 2019).
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Figura 3 — Esquema demonstrando os principais fatores envolvidos no desenvolvimento da leishmaniose.
A) Ambiente com diferentes reservatorios do parasito e vetores, condigdes de abrigo, alimentagdo e
reprodugdo; B) Condigdes que favoregam o vetor, multiplicacdo das Leishmania e sua transformagdo em
formas infectivas. Além disso, possuir componentes na saliva que permita sucesso no repasto sanguineo e
inoculagdo no hospedeiro vertebrado as formas promastigotas metaciclicas infectantes; C) Espécies de
Leishmania que dispdem de mecanismos de evasdo das respostas imunes do hospedeiro vertebrado e
capacidade de multiplicagdo e manutengdo da espécie; D) O homem, como hospedeiro acidental com
condigdes de desenvolver a leishmaniose.

Fonte: Adaptada de COVAS, 2010.

Em humanos, existem importantes sistemas enzimaticos antioxidantes para
manuten¢do da homeostase redox, os quais, neutralizam compostos potencialmente
danosos e agem na desintoxicacao de radicais livres produzidos durante a metabolizagao
oxidativa. Entre estas enzimas, se destacam a Catalase (CAT), Mieloperoxidase (MPO),

NADPH Oxidase 2 (NOX2), Oxido Nitrico Sintase Endotelial (NOS3), Fator de
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transformagdao do crescimento beta (TGF-B), superdxido dismutase dependente de
manganés (MnSOD2/SOD2) e Oxido Nitrico Sintase Induzida (NOS2) (KARLSSON et
al., 1988; MATES et al., 1999; KRISHNAMURTHY & WADHWANI, 2012).

1.2.2. Catalase (CAT)

A Catalase ¢ uma enzima antioxidante presente em quase todos os organismos
aerobicos. A Catalase humana ¢ codificada pelo gene CAT localizado no cromossomo
11. Possui agdo primordial na inflamagdo, mutagénese e supressdo da apoptose,
condigdes estas normalmente associadas ao aumento do estresse oxidativo. A Catalase
humana ¢ monofuncional tipica, contendo heme um grupo prostético de protoporfirina
férrica IX que reage com H2O> (NANDI et al., 2019).

Com um papel essencial na regulacdo do nivel celular de H>O,, a Catalase
protege as células do “ataque” oxidativo, como por exemplo, protegendo as células 3

pancreaticas da lesdo pelo H2O2 (TIEDGE et al., 1998).
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Figura 4 — Catalase associada a mecanismos que atuam sobre os radicais livres, reduzindo o estresse
oxidativo. Os compostos que podem induzir enzimas antioxidantes (GPx, SOD e CAT) decompdem
(hidroperoxidos, peroxido de hidrogénio e anion superdxido). Em contraste, eles também podem inibir a
expressdo das enzimas.

Fonte: Adaptada de ENARU et al, (2021).
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A figura 4 demonstra um dos mecanismos de dano celular oxidativo. Os radicais
livres sdo reduzidos a 4gua com a cooperacdo de trés principais enzimas antioxidantes:
SOD, Catalase e Glutationa peroxidase (GSHPx). A geracdo de radicais hidroxila a
partir do hidroperoxido pode levar ao desenvolvimento de lesdo celular oxidativa, sendo
o dano ao DNA, carboxilacao de proteinas e peroxidacao lipidica (incluindo lipidios das
membranas mitocondriais) os principais. Entdo, uma das fungdes da Catalase ¢ evitar o
dano oxidativo que leve a morte celular (GARCIA-FERNANDEZ et al., 2008).

Alteragdes genéticas localizadas na regido promotora do CAT, tem demonstrado
diminui¢do da atividade da enzima Catalase, favorecendo a patogénese de varias
doengas (PARK et al., 2006; NANDI et al., 2019). Dois polimorfismos sdo bem
descritos na literatura influenciando a diminuicdo da transcricdo do CAT (c.-262C>T e
c.-844G>A) e consequentemente decréscimo de sua atividade antioxidante
(KODYDKOVA et al., 2014). Interessantemente, estudos vem demonstrando que
parasitas que expressam Catalase estdo gravemente comprometidos em sua capacidade
de se desenvolver em insetos e de sua transmissao em camundongos ¢ testes “In Vitro”.
Em resumo, trabalhos suportam a hipdtese de que a presenca da Catalase ndo ¢
compativel com o ciclo de vida dixeno da Leishmania, resultando na perda desse gene
do genoma durante a evolugdo desses parasitos (KHAN et al., 2018; BIANCHI et al.,
2019; HORAKOVA et al., 2020). Existem muitos outros polimorfismos envolvidos no
desenvolvimento de inimeras doengas que variam entre as populacdes, porém, até o
presente momento, ndo houve estudos demonstrando a correlacdo da Catalase Humana

com Leishmaniose.

1.2.3. Mieloperoxidase (MPO)

A enzima mieloperoxidase (MPO) pertence ao subgrupo peroxidase-
ciclooxigenase da familia de enzimas heme peroxidase, sendo uma das principais
constituintes de neutrofilos e mondcitos, desempenhando papel importante na
imunidade inata (ZAMOCKY et al, 2088; ARNHOLD, 2020). Em sua fun¢do na
fagocitose microbicida, participa catalisando a formacdo de acido hipocloroso (HOCI),
uma das moléculas oxidantes mais fortes produzidas no corpo humano (ARATANI,

2018). Em seus fagossomas recém-formados, a MPO esta envolvida na criacdo e
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manuten¢do de um meio alcalino, ideal para combater os agentes infecciosos (PARKER
et al, 2021). Outrossim, a MPO também ¢ uma componente chave nas armadilhas
extracelulares de neutréfilos (ARNHOLD, 2020).

Apesar da aparente importancia da MPO como antimicrobiana, sabe-se que
cerca de 50% dos individuos com deficiéncia de MPO permanecem assintomaticos e
sem presenca de comorbidades graves (PATIROGLU et al., 2013). A deficiéncia de
MPO pode se tornar mais critica se o individuo sofrer de outras doengas ou alteragdes
genéticas que comprometam o sistema imune. Por outro lado, a deficiéncia secundaria
de MPO pode resultar de varios estados de doenga ou exposicdo a xenobidticos
(MILLIGAN et al., 2016; SIRAKI, 2021).

Muitos estudos vém correlacionando o SNP ¢.-463G>A como fator de risco de
amplo espectro de doencas humanas, incluindo cancer, fibrose cistica, hipertensao,
doengas malignas, vasculites inflamatorias e doengas neurodegenerativas (BOUALI et
al., 2009; YANG et al., 2017; CUEVAS et al., 2019). Dado que muitos dos distirbios
de interesse sdo de origem poligénica, a falha em identificar associagdes claras com um
SNP em um Unico gene, como o MPO, tem sido um desafio (NAUSEEF, 2018).

Além de fungdo antipatogénica ou bactericida da MPO em condi¢des normais,
sob algumas circunstancias patologicas, a elevagdo de sua concentragdo pode levar ao
dano oxidativo de proteinas e até do acido desoxirribonucléico (DNA), envolvendo
diversos tipos de lesdes teciduais, incluindo patogénese direta de diversas doengas
cronicas (MIRONSKA, 2015; KARGAPOLOVA et al., 2021).

Niveis elevados de MPO ¢ considerado um bom marcador de estresse
inflamatério e oxidativo nessas doencas (KHAN et al, 2018), porém até o presente
momento, ndo ha estudos demonstrando ligacdo direta entre MPO e Leishmaniose.
Grande parte dos trabalhos demonstrando a fun¢do dos neutrdfilos na leishmaniose foi
realizada em modelo experimental e com diferentes espécies do parasito
(GUIMARAES-COSTA et al.,2009; NOVALIS et al., 2009). Todavia, Boaventura e col.
(2010) demonstraram elevagao de neutréfilos nas lesdes da leishmaniose mucosa e que
estes expressavam concentragdes elevadas da elastase neutrofilica, MPO e
metaloproteinase de matriz-9, enzimas que normalmente estdo relacionadas com a
potencializacdo de mecanismos microbicidas € com a progressdao da lesdo, sugerindo

que talvez estejam ligados na patogénese da leishamniose.
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1.2.4. Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Oxidase 2 (NOX2)

A Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato (NADPH) oxidase 2 (NOX2) ¢
um complexo multimérico-proteico que consiste em varias subunidades protéicas
facilitando exclusivamente a “explosdo oxidativa”, descrita pela produ¢do inicialmente
lenta de anion superéxido (O2e-), e elevando-se com o tempo. Geralmente, o radical
O2e- possui fungdes tanto na sinalizagdo celular quanto na defesa imunologica. A
explosdo oxidativa de NOX2 ¢ considerada crucial para a defesa imunolégica,
especialmente pela liberagdo e produgdo de O2e- em resposta a infec¢des (HOANG et
al., 2021).

Os fagocitos sdo estimulados para gerar NOX2 derivados de ROS ao se deparar
com microbios em um processo referido como uma "explosdo respiratoria”. Quando os
componentes de NOX2 se juntam na membrana do fagolisossomo, geram-se ROS
intracelular, enquanto a montagem na membrana plasmatica gera-se ROS extracelulares
(KOTSIAS et al, 2023). A explosdo respiratoria fagocitica ¢ critica para morte de
microrganismos, uma vez que quando ausente, ocorre suscetibilidade para infecgdes
bacterianas e fungicas (ARNOLD, 2017).

Inativar a montagem de NOX2 ¢ uma estratégia desenvolvida por varios
patdgenos para subverter a exposi¢do aos oxidantes. Nas infec¢des por Leishmania, a
inibi¢do da maturacdo do fagolisossomo € caracterizada por uma montagem prejudicada
de NOX2 (ARANGO et al, 2019). Além disso, a resposta anti-Leishmania em
macréfagos também consiste na produgdo de ROS pela Oxido Nitrico Sintetase
induzivel (NOS2). Evidentemente, os parasitas Leishmania poderiam se beneficiar da
diminuicdo da explosdo oxidativa devido a indugdo da resposta antioxidante do
hospedeiro, favorecendo assim sua sobrevivéncia (REVERTE et al., 2021).

Os neutrofilos fagocitam e matam 80-90% dos parasitas Leishmania invasores.
Os macréfagos também participam da remogdo de parasitas, porém, com papel duplo,
pois conseguem matar alguns dos parasitas fagocitados, mas também constituem um
nicho replicativo (RIBEIRO-GOMES et al., 2012; SCOTT & NOVALIS, 2016; ROSSI
& FASEL, 2018). Pelo menos uma subespécie, Leishmania major, prejudica ativamente
o recrutamento de NOX2 para fagossomas, o que leva a reducdo da produgdo
extracelular de ROS (MATTE et al., 2016). E notavel que todas as subespécies de

Leishmania sao capazes de reduzir a producdo direta de ROS antiparasitarias por meio
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da inibi¢do do recrutamento de NOX2. A infec¢do por Leishmania amazonensis induziu

um aumento nos niveis de proteina NOX2 e nos niveis celulares totais de ROS

(ALONSO et al., 2019).
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Figura 5 — Representacdo esquematica da capacidade de produgdo de ROS pela célula hospedeira durante
a entrada de qualquer particula estranha ou Leishmania sp. O reconhecimento da particula estranha ativa
as enzimas geradoras de NADPH oxidase e mitocondriais, levando a geracdo de ROS e sua apoptose. Na
entrada da Leishmania sp., a geragdo de ROS pela célula hospedeira é inibida por varias vias, pela
degradag@o do heme celular e ndo fosforilagdo da NADPH oxidase.

Fonte: Adaptada de MOUMITA & PIJUSH (2019).

A figura 5 demonstra a infec¢do por Leishmania levando a uma regulagdo
negativa da proteina mitocondrial na geracdo de ROS. Assim, o nivel reduzido de ROS
na célula infectada por Leishmania permite a persisténcia do parasita dentro da célula e

na progressao da doenca.

1.2.5. Oxido Nitrico Sintase Induzida (NOS2)

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ uma importante molécula sinalizadora celular com
participacdo em diversas fungdes fisioldgicas, incluindo vasodilatagdo, relaxamento da
musculatura lisa, neurotransmissor e na resposta imune. O 6xido nitrico como um
radical livre, € produzido por uma familia de enzimas denominadas ¢xido nitrico sintase

(NOS) pela oxidagdo da L-arginina (L-Arg) em L-citrulina. Duas isoformas, a neuronal
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(nNOS ou NOS1) e a endotelial (eNOS ou NOS3) sdo expressas constitutivamente,
enquanto uma ¢ induzivel (iNOS ou NOS2) (CINELLI et al., 2020).

As enzimas NOS2 tem muitas func¢des e foi descrita principalmente, devido seus
efeitos reguladores na angiogénese, metastase tumoral e adesdo celular. Sua func¢ao na
producao de NO desempenha papel crucial na protecdo imunoldgica contra patogenos
intracelulares, pois esta diretamente relacionada a sua eliminagdo. Assim, a NOS2 ¢ um
dos principais agentes mediadores da resposta imune a muitas infec¢des, geralmente as
microbianas (BATH et al., 2021; KOPELYANSKIY et al., 2022). Embora a NOS2 seja
necessaria para a fisiologia normal, quantidades elevadas de NO como resultado da
superexpressdo ou desregulacdio da NOS2 estdo implicadas em algumas doencgas
humanas, como sepse, choque séptico, cancer e¢ cardiopatia (ANNANE et al., 2000;

KIELBIK et al., 2019; WILMES et al., 2020).
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Figura 6 — Mecanismo de ac¢do e biossintese de NO. O NO ¢ produzido pelas trés isoformas NOSI,
NOS2 e NOS3 que catalisam a oxidagdo de L-arginina a L-citrulina. O NO ativa a enzima guanilato
ciclase soliivel (GC) com a producdo do segundo mensageiro cGMP que inicia a sinaliza¢do celular. O
NO também modifica proteinas por meio da s-nitrosilagdo, (reagdo entre o NO e o grupo tiol de um
residuo especifico de cisteina de proteinas intracelulares), desencadeando a sinalizagdo celular.

Fonte: Servier Medical Art. (https://smart.servier.com). Adaptado de (MONTEIRO et al., 2019).

A enzima NOS2 ¢ encontrada principalmente no sistema nervoso € musculatura
esquelética e possui multiplas fungdes, sendo as principais na plasticidade sinaptica no

sistema nervoso central (SNC), relaxamento muscular e vasodilatagio dos nervos
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nitrérgicos periféricos (FORSTERMANN & SESSA, 2012). A NOS2, por outro lado,
ndo esta constantemente presente nas células e s6 ¢ expressa quando a célula ¢ induzida
ou estimulada, normalmente por citocinas pro-inflamatérias. Apds a inducdo, NOS2
gera quantidades significativas de NO (faixa micromolar), que dura até que a enzima
seja degradada (SHARMA et al., 2007) (Figura 6).

A Leishmania desenvolve multiplas estratégias para evadir ou se beneficiar da
resposta imune do hospedeiro e garantir sua sobrevivéncia dentro do hospedeiro. Dentre
essas estratégias, a regulacao do catabolismo da L-arginina via NOS2 e Arginase-1
(ARG-1) surgiu como uma via critica envolvida no estabelecimento e progressao da
leishmaniose. Nesse contexto, os macrofagos podem matar ou hospedar parasitas
intracelulares de Leishmania, dependendo de sua capacidade de metabolizar a L-
arginina por meio de NOS2 ou ARG-1, cuja expressdo ¢ induzida e regulada
diferencialmente nesses fagocitos, de acordo com seu estado de ativagdo (WILKINS et
al., 2020).

A ativagdo da NOS2 ¢ dependente da transcricdo do NF-kB e parasitas do
género Leishmania podem clivar a subunidade NF-kB p65, impedindo a transcri¢do de
varios mediadores pro-inflamatdrios e consequentemente afetando a expressdo de NOS2
e a producdo de NO (GREGORY et al., 2008). Sabe-se que o NO ¢ uma das moléculas
cruciais no controle da carga parasitaria durante o desenvolvimento da LTA (KHOURI
et al., 2009). Para driblar a imunidade do hospedeiro, os parasitas do género Leishmania
modulam a resposta nos macréfagos diminuindo a atividade da NOS2 e a produgado de
NO pela deplecao do substrato enzimatico, além de aumentar a produgao de poliaminas
essenciais que sdao necessarias para o crescimento e diferenciacdo dos parasitas

(MARCUSSO et al., 2016).

1.2.6. Oxido Nitrico Sintase Endotelial (NOS3)

A Oxido Nitrico Sintase Endotelial (eNOS, também descrita como NOS3) ¢ a
1soforma prototipica encontrada nas células endoteliais (KONE et al., 2003; ATOCHIN
& HUANG, 2010). Possui acdo na sintese do 6xido nitrico de curta duragdo, com
fun¢do vasodilatadora e inibidora fisioldégica da agregacdo e adesdo plaquetaria,

prevenindo adesdo de leucdcitos ao endotélio e inibindo a proliferacdo de células
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musculares lisas vasculares (KATUSIC & AUSTIN, 2014; NAVARATHNA et al.,
2019).

Normalmente, a NOS3 ¢ expressa constitutivamente em células em estado
inativo (ALDERTON et al., 2001; ZOU et al., 2021), com alguns mecanismos
hipotetizados na correlagdo da diminui¢dao da producdo endotelial de NO durante a
inflamacao prolongada induzida por endotoxinas (LUIKING et al., 2009). Acredita-se
que a produgdo prejudicada de NO na microcirculacao seja mediada pela disfungdo da
NOS3, que ¢ mediada, parcialmente, pela deficiéncia de arginina (WIINANDS et al.,
2012).

A NOS3 estd associada a doengas cardiovasculares como hipertensao,
aterosclerose e diabetes mellitus (XIA et al., 2010). Nos ultimos anos, descreveram a
NOS3 desempenhando varios papéis em tumores malignos, inibidora da apoptose, além
de promover angiogénese, proliferagdo, invasividade e imunossupressao (TRAN ef al.,
2022). No entanto, o padrao de expressdo de NOS3 e o seu potencial diagnostico e

progndstico ndo foram investigados na Leishmaniose.

1.2.7. Fator de Crescimento Transformador Beta (TGF-$1)

O Fator de Crescimento Transformador Beta (TGF-B1) ¢ uma citocina capaz de
regular multiplos processos celulares, incluindo proliferacdo celular, cicatrizacdo de
feridas e resposta imune com caracteristicas imunossupressoras € anti-inflamatorias
(HANSEN et al., 2000). O Fator de Crescimento Transformador Beta ¢ identificado em
diversas células do sistema imunologico e sua atividade modifica em diferentes tipos de
células (WANG et al., 2023). E produzido por células T CD4+ (Tregs), mondcitos,
neutréfilos e células dendriticas (WAN & Flavell, 2007).

Curiosamente, o TGF-B1 foi identificado inicialmente como fator de crescimento
peptidico individual que conferia fendtipo “transformador” em células ndo malignas.
Esses peptideos foram batizados como fator de crescimento transformador alfa (TGF-a)
e fator de crescimento transformador beta (TGF-f1) (ROBERTS ef al., 1981; CHILDS
et al., 1982; SPORN, 1999).

O TGF-B1 e as células T reguladoras (Tregs) sdo essenciais para o controle das
respostas imunes contra patdgenos estranhos, manuten¢do da homeostase € a promogao

da tolerancia imunoldgica, suprimindo a resposta imune adaptativa e inata, acarretando
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a inibicdo da funcao das c€lulas inflamatorias e promovendo a fungdo das células Tregs
(LAOUAR et al., 2005).

Estudos vem demonstrando que na infec¢do por Leishmania ocorre a modulacao
da resposta imune do hospedeiro na secre¢ao de citocinas imunossupressoras, como IL-
10 e TGF-B1, o que favorece a sobrevivéncia do parasito ao desativar os fagdcitos do
hospedeiro (FALEIRO et al., 2014). O efeito inibitdrio das citocinas imunossupressoras
sobre a funcao efetora das células T helper 1 (Thl) ¢ relatado em diferentes formas de
leishmaniose (SABUR el al., 2014). Na infec¢ao por Leishmania, ocorre elevagao das
concentragdes séricas de TGF-B1, ocorrendo a inibigdo das respostas Thl contra o
parasito, devido principalmente pela regulacdo negativa de IFN-y, inativagdo de
macrofagos e inibi¢do da estimulagdo de IL-2R (BARRAL et al., 1995). Relatos
também correlacionam elevagao da suscetibilidade a infec¢ao por Leishmania devido a
supressdo da producao de NO, TNF-a e IFN-y pela elevacao do TGF-B1 (GORELIK et
al., 2002; KEDZIERSKI & EVANS, 2014).

1.2.8. Superoxido Dismutase 2 (SOD2)

Superoxido dismutase 2 (SOD2) ¢ uma metaloenzimas com papel importante
contra o estresse oxidativo no organismo, exercendo defesa crucial antioxidante em
organismos aerdbicos, removendo o excesso de radicais O2e- e convertendo-os em
H>O2 e oxigénio molecular (O2). A SOD2, também descrita como Mn-SOD esté
localizada dentro da mitocondria com fungdo de eliminar o O2e- gerado a partir do O2
na cadeia respiratoria, realizando desta forma, papel antioxidante mitocondrial
(WEISIGER & FRIDOVICH, 1973; GIULIVI et al., 1995).

A superexpressao de SOD2 protege a funcao respiratdria mitocondrial, bloqueia
a inducdo de apoptose e atenua a geracdo mitocondrial dos ROS, peroxidagdo lipidica
intracelular e morte celular (MOTOORI et al, 2001). Interessantemente, seu papel
antioxidante ¢ fortemente dependente de seu nivel de expressdo, podendo afetar
significativamente os niveis de ROS (KOWALD & KLIPP, 2004). Desta forma, a auto
regulacdo cuidadosa da expressao de SOD2 ¢ critica para que células e tecidos se

beneficiem de seu efeito antioxidante (Figura 7).
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A atividade da SOD2 pode ter uma funcao dupla e oposta: Possuir fungao
antioxidante quando sua atividade ¢ complexada com as enzimas CAT, GPx ou Prx/Trx,
que evitam o actiimulo de H20O> neutralizando-o em H2O; e atuar como um pro-oxidante,
pois o H>O»2 pode acumular levando a superproducao de ROS e a toxicidade celular
(SINGH et al., 2017).

Muitas enzimas superoxido dismutase foram identificadas com base no ion
metalico como cofator (KIRKINEZOS & MORAES, 2001). A SOD2 humana difere
dos patogenos intracelulares por ter Cobre (Cu), Zinco (Zn) e Manganes (Mn) como
cofatores metalicos. No entanto, SOD2 de patdgenos intracelulares como Leishmania,
Plasmodium e Mycobacterium, por exemplo, possui ferro (Fe) como cofatores
metalicos, dando a esta enzima fun¢do de neutralizar o radical livre de oxigénio (O2) e
impedindo a formagdo de anion peroxinitrito (ONOO-), ajudando os patogenos a
escapar da morte citotoxica baseada em redox (ASSCHE et al, 2020; MAURYA &
NAMDEQO, 2021).
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Figura 7 — Esquema demonstrando o papel importante da SOD2 na homeostase redox na mitocondria.

A) Célula de camundongo normal para a atividade da SOD2 (Atividade antioxidante Normal).

B) Camundongos knockout para SOD2 apresentaram elevacdo do estresse oxidativo, alteracdes na
morfologia celular e na estrutura e fungao das mitocondrias.

Fonte: Adaptado de BROWN et al., 2019.
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Em resumo, SOD2 ¢ uma enzima crucial necessaria para manter o potencial
redox das células, com papel vital na protecao contra ROS produzidas durante muitas

infecgdes por patdogenos intracelulares (BABIOR, 2000; STAFFORD et al., 2002).

1.3. Citocinas Inflamatdrias no Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo ¢ uma condi¢do deletéria que pode causar dano celular e
subsequente morte celular, devido a oxidagdo de componentes celulares, como lipidios,
proteinas e DNA (GILGUN-SHERKI ef al., 2001). O ambiente oxidante pode facilitar a
ligagdo de patdgenos ou antigenos as células efetoras, levando a um sistema imune inato
hiperresponsivo. Este ambiente oxidante leva ao aumento da liberacio de ROS
incluindo superoxido e oOxido nitrico e aumento da producdo de citocinas,
principalmente o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina IL-1, IL-6 e IL-12,
com a criacao de um ambiente acentuadamente reduzido pela adicdo de antioxidantes
mesmo com respostas primarias do sistema imunolégico inato (CRAPO, 2003) (Figura

8).
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Figura 8 — Representacdo do ambiente oxidante gerando ambiente que propicia a infegdo.
Fonte: Adaptada de PENG et al., 2019.

Normalmente, uma resposta inflamatoria € iniciada apds reconhecimento de
moléculas de padrdao molecular associadas a patogenos (PAMPs) e moléculas de padrao

molecular associadas a danos (DAMPs), o que leva a ativacdo de receptores de
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reconhecimento de padrao, como os receptores Toll-like (TLRs) e os receptores NOD-
like (NLRs), que sdo expressos na superficie de neutréfilos e macrofagos, ocasionando
alteragdes nas vias de sinalizacao celular inflamatéria (BEDARD & KRAUSE, 2007).

Estas cascatas intracelulares induzem rapidamente a expressdao de genes pro-
inflamatoérios e a sintese de citocinas associadas a inflamagao, como as IL-6, TNF-a ¢
IL-1B, que normalmente alteram a permeabilidade vascular e a fun¢do endotelial pela
elevacdo de moléculas de adesdo como L-selectina e E-selectina, causando rolamento
das células efetoras ao longo do endotélio vascular, com consequente ativagao de
integrinas. Essas moléculas se ligam a moléculas de adesdo endotelial vascular (ICAM-
1 e VCAM-1), facilitando a transmigragao de leucocitos através do endotélio ativado até
o local da lesao (BENNETT et al., 2018).

A funcdo das quimiocinas reside principalmente no recrutamento de células e
proteinas imunes adicionais, como NOS2 para geracdao de NO e elevados niveis de ROS
(TSCHOPP, 2011; MAGNANI et al., 2020). Somado a isso, alguns trabalhos vém
demonstrando forte interacdo entre TNF-a e IL-6 como fundamental na disfunc¢do
endotelial mediada pelo aumento do estresse oxidativo e reducdo da fosforilagao da
NOS3 (LI et al, 2007; LEE et al., 2017).

A interleucina 6 (IL-6), produzida de forma imediata e transitoriamente em
resposta a infeccdes e lesdes teciduais, contribui para a defesa do hospedeiro por meio
da estimulagdo de respostas de fase aguda, hematopoese e reacdes imunes. Embora sua
expressdo seja estritamente controlada por mecanismos transcricionais € pOs-
transcricionais, a sintese continua e desregulada de IL-6 desempenha um efeito
patoldgico na inflamacdo cronica e na autoimunidade (TANAKA et al., 2014). Uma
expressao imediata ou transitoria de IL-6 ocorre em resposta a fatores de estresse
ambiental, como infecgdes e lesdes teciduais, ativando mecanismos de defesa do
hospedeiro contra o estresse, o que se atenua quando a fonte do estresse ¢ eliminada
(NAKA et al., 1997). No entanto, a producdo desregulada e persistente de IL-6, de
etiologia ainda desconhecida, estd associada com o desenvolvimento das varias doengas,
principalmente as inflamatorias (HIRANO et al., 1987; NISHIMOTO et al., 1989,
2005).

O TNF-a desempenha papel critico no estabelecimento da resisténcia do
hospedeiro a diversos patogenos e também esta implicado na maior expressao e

producdo de ROS (MALVEZI et al., 2004). Se as mitocondrias sdo a principal fonte de



35

ROS, ¢ bastante concebivel supor que o TNF-a prejudica diretamente a atividade de
transporte de elétrons mitocondriais e eleva a concentracdo de ROS no interior das
células ativas na producdo de energias, como os da musculatura esquelética
(GOOSSENS et al., 1995; CORDA et al., 2001). De fato, em células tumorais,
hepatécitos e células endoteliais vasculares, as mitocondrias foram identificadas como
uma importante fonte de producdo de ROS induzida por TNF-a. Além disso, a producao
de ROS pode causar danos ao mtDNA, diminuir a atividade e, assim, contribuir para o
aumento do estresse oxidativo (MILLS, 2015).

Diversas respostas imunoldgicas podem ocorrer dependendo principalmente da
ativacdo dos macrofagos e espécie de Leishmania (MOSSER et al., 1987; NOVAIS et
al., 2008; KUMAR et al., 2019). Somado a sua capacidade de controlar a replicacdo do
parasito, os macrofagos sdo capacitados para elevar a producdo das citocinas
inflamatorias como TNF-a e IL-1, e citocinas reguladoras como TGF-f e IL-10
(HSIAO et al., 2011; FU & HARRISON, 2021). Alteragdes genéticas do hospedeiro
geralmente determinam mudangas na resposta contra a leishmania, caracterizando ou
nao o desenvolvimento da doenca (RIBEIRO et al., 2020; CARNEIRO ef al., 2021).

Diversos estudos vém demonstrando o papel dos linfocitos T CD4+ na secregado
de citocinas produzidas pelas células Thl, sempre relacionadas nas respostas imunes
contra a leishmania eficiente (MURRAY et al, 1997, GHOSH et al, 2013;
MESQUITA et alk., 2018; SAMANT et al., 2021). A progressdo da leishmaniose tem
sido correlacionada ao aumento da concentracdo de células T CD8+ expressando
principalmente granzimas (UENO & WILSON, 2012), tendo desta forma, papel
fundamental na patologia da doenca Leishmaniose, principalmente na lesdao (GOLLOB
et al., 2014). Vale salientar que as células Thl secretam citocinas associadas a defesa
contra patdgenos intracelulares ativando os macrofagos, principalmente na produgdo de
IFN-y e TNFa. Ja a resposta T helper 2 (Th2) estdo associadas a secrecao de citocinas
que “ajudam” a sobrevivéncia da Leishmania no hospedeiro, como as IL-4, IL-5 e IL-13
(MASPI et al., 2016).

Devido ao exposto, entendemos que a identificacdo dos gendtipos e dos
parasitas, correlacionados com o resultado clinico dos pacientes estdo estabelecendo
abordagens mais significativas aos regimes de tratamento. Acreditamos que a
leishmaniose pode afetar o metabolismo oxidativo, ativacdo e a propria apoptose das

principais células efetoras na resposta a Leishmania. Desta forma, propusemos
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investigar alteragdes genéticas em genes importantes envolvidos na producao e
inativagao do estresse oxidativo que ocorre a nivel do metabolismo celular oxidativo.

Portanto, evidenciamos que este projeto ¢ de importancia especial na regido
Norte do Brasil, mais especificamente na regido metropolitana de Manaus, onde ha
elevada incidéncia de leishmaniose. Esperamos que nossos resultados possam descrever
possiveis interferentes e ou moduladores genéticos e ou laboratoriais em individuos
portadores de leishmaniose, de forma a demonstrar diferengas no padrao de resposta
nestes pacientes frente aos parasitas.

Outrossim, consideramos que o conhecimento destes provaveis mecanismos,
ajudara na antecipagdo do curso clinico mais grave nestes pacientes, de forma a criar
melhor assisténcia aos mesmos, especialmente no caso das infecgdes recorrentes. Além
do mais, julgamos que o presente estudo poderd contribuir para estratégias de combate

ao surto de Leishmania, no contexto particular pela L. guyanensis.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral

Investigar polimorfismos genéticos em genes envolvidos no estresse oxidativo de
pacientes com leishmaniose cutanea infectados por L. (Viannia) guyanensis utilizando

um modelo de estudo caso-controle.

2.2.  Objetivos Especificos

° Descrever o perfil demografico e clinico da populagao recrutada na Fundagao de
Medicina Tropical;

° Determinar e comparar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
nos genes CAT - rs1001179 (c.-262C>T), MPO - 152333227 (c.-463G>A), NOX2 -
154673 (c.242C>T), NOS3 - 152070744 (c.-786T>C), TGF-f - rs1800469 (c.-509C>T),
SOD?2 - 154880 (c.47C>T) e NOS2 -rs1800482 (c.-954G>C) em cada populacao;

° Quantificar as concentragdes das moléculas imunologicas soliveis em cada
populacdo;
° Correlacionar as concentragdes das moléculas imunoldgicas soliveis com os

polimorfismos em cada populagao;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Tipo de Estudo

O modelo de estudo baseia-se em um estudo caso-controle utilizando
ferramentas e técnicas da biologia molecular para analise de frequéncias alélicas e
genotipicas com possivel associagdo a susceptibilidade ou resisténcia em individuos

com Leishmaniose Cutinea causada pela L. guyanensis.
3.2.  Aspectos Eticos

Este estudo ¢ parte integrante de um projeto maior intitulado “Polimorfismos
genéticos dos genes envolvidos na resposta imune e na cicatrizacdo das lesdes em
pacientes com leishmaniose cutinea”, com aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da FMT-HVD, sob o niimero do CAAE: 09995212.0.0000.0005. Todos os
participantes incluidos no estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE), devidamente aprovado pelo Comité de Etica (CEP) pertinente.
3.3. Areas de Estudo

A populacio do estudo reside em regides endémicas para leishmaniose,
localizadas nas proximidades do municipio de Manaus, especificamente na rodovia
AM-010. Estas regides sdo consideradas endémicas por serem areas de floresta tropical
que, ao longo dos anos sofreram desmatamento, dando lugar a assentamentos
populacionais nos arredores das areas de mata. A atividade agropecuaria e seu tipo de
moradia, localizadas proximo as éareas de floresta, tornam essa popula¢do exposta a

infeccdo por Leishmania.

3.4. Amostragem

O recrutamento dos participantes do nosso Grupo Caso ¢ composto por pacientes

atendidos no ambulatério de Leishmaniose da FMT-HVD, com diagnéstico confirmado
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de LC causada por L. guyanensis. Ja o Grupo Controle ¢ composto por individuos sem

sinal ou historico de leishmaniose residentes no mesmo local dos Casos.

3.5. Critérios de Inclusio e Exclusao

Para ambos os grupos, a participacdo no estudo exigiu idade entre 12 e 65 anos e
ser natural do Estado do Amazonas. Para o grupo caso, foram selecionados
aleatoriamente pacientes de ambos os géneros e que apresentassem alguma lesdao
cutinea caracteristica de Leishmaniose. A confirmacao diagndstica de LC foi realizada
por meio do exame direto e confirmacao da espécie por metodologia molecular. Para o
Grupo Controle o participante obrigatoriamente teria que ser morador da 4rea endémica
por no minimo 10 anos, e ndo apresentar sinais ou histdrico da doenga. Os critérios de
ndo inclusdo e ou exclusdo no estudo ocorreram para ambos casos e controles, com
exclusdo dos participantes que apresentaram sorologia positiva para infecgdes (HIV e

hepatites), gestante em qualquer idade gestacional e militar.

3.6. Fluxograma de atividades

A Figura 9 resume as atividades desde o inicio, com entrevistas aos participantes
do grupo Caso e do grupo Controle, até o processamento dos dados com a andlise

estatistica.

Grupo Caso
(EMT-HVIN
Identificacio das D I, e
. izgnostico
Espécies —i conf o
1

[ Entrevista (TCLE) ]— Grupo Controle
I (Regides Endémicas)

Genctipagem molecular

PCE. em tempo rezal hétodo Taghlan®

=1z CAT,MPO, NOXZI,

Analise NOS2, NOS3, TGF-p
Estatistica SOD?

Figura 9 — Fluxograma das Atividades.
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3.7. Coleta de Material Biologico

Todos os participantes da pesquisa foram submetidos a uma pung¢ao venosa para
coleta de SmL de sangue periférico em tubo contendo anticoagulante EDTA (Acido
Etileno Diamino Tetra-Acético). Apos coletadas, as amostras foram armazenadas em

gelo para preservacao das citocinas no Laboratoério de Pesquisa da FMT-HVD.
3.8. Dosagem de Citocinas Plasmaticas

A dosagem das quimiocinas e citocinas plasmaticas em ambos os grupos Casos e
Controles, foi realizada pela técnica de LUMINEX, determinadas utilizando os kits
comerciais multiplex Bio-PlexPro-Human Cytokine Grpl Panel 27-Plex (Bio-Rad) de
acordo com as instru¢cdes do fabricante no Bio-Plex 200 Protein Array System
(Luminex Corporation). O calculo final das concentragdes para cada citocinas foi

realizado no software FCAP-ArrayTM (v3.1).
3.9. Caracterizacdes do Agente Etiologico

A caracterizagdo da espécie foi realizada por meio da PCR-RFLP com a digestao
enzimatica utilizando-se a enzima Haelll (MBI Fermentas, St Leon-Rot, Germany)
utilizando-se os primers L hsp70 Reverso (5° CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3’) e
Direto (5> GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 3’), com termociclagem seguindo a
ciclagem a seguir: 94°C: 2 minuto, seguido de 20 ciclos de: 96°C: 12 segundos, 55°C:
20 segundos, 60°C: 1:30 minutos, seguido de mais 15 ciclos de: 96°C: 10 segundos,
55°C: 15 segundos, 60°C: 2:30 minutos. Apds amplificagdo, os produtos foram cortados

enzimaticamente com Haelll para confirmagao da espécie.
3.10. Genotipagem molecular dos Genes Humanos

Apds a extragdo do DNA gendmico a partir de 200pL de sangue de cada
participante do estudo pelo método direto QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen), conforme
protocolo do fabricante, o DNA foi armazenado a -20°C até o momento das analises
atendendo a Resolu¢do 441/2011-CNS durante o periodo necessario para a andlise

molecular.
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Para genotipagem de todos os polimorfimos foi utilizado a técnica de PCR em
tempo real (qPCR) pelo sistema TagMan®, analisados através da plataforma
QuantStudio 6 (Applied Biosystems). As sondas utilizadas para cada gene foram: CAT -
rs1001179 (c.-262C>T), MPO - 152333227 (c.-463G>A), NOX2 - 154673 (c.242C>T),
NOS3 - 152070744 (c.-786T>C), TGF-f - rs1800469 (c.-509C>T), SOD2 - rs4880
(c.47C>T) e NOS2 -rs1800482 (c.-954G>C).

3.11. Limitacoes do estudo

As principais limitagdes do estudo basearam-se nas desisténcias de Casos e
Controles durante a participagdo no projeto, abandono do tratamento e perdas por dbito
ocorridas antes da fase final de indugdo. Somado a isso, a quantificacdo das citocinas
apresentaram muitos resultados com concentragdes zero (0,0 pg/mL), o que deixou nao

uniforme a quantificagdo de todas citocinas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

(Apresentado como Artigo Cientifico)

Manuscript Title:

GENETIC POLYMORPHISMS IN OXIDATIVE STRESS RELATED GENES
AS RISK FACTOR FOR CUTANEOUS LEISHMANIA
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ABSTRACT

Background: The Leishmania parasite has the ability to survive and replicate in the
macrophage. These characteristics probably evolved as a Leishmania resistance strategy
against inflammatory cells. During Leishmania infection, macrophages and neutrophils
phagocytose the parasites, forming the phagosome, where they are “bombarded” by an
“oxidizing cascade” containing especially ROS. This process contains mainly
superoxide (O2e-) and hydrogen peroxide (H202) forming a complex known as
“oxidative explosion”. To this end, our objective was to investigate genetic
polymorphisms in genes involved in oxidative stress in patients with cutaneous
leishmaniasis (CL) infected by L. (Viannia) guyanensis using a case-control study
model. Methods: Patients with CL treated at FMT-HVD and healthy individuals, with
no signs or history of leishmaniasis, living in the same location as the Cases, were
recruited. Plasma chemokines and cytokines were measured using the LUMINEX
technique and polymorphisms were measured using real-time PCR (qPCR) using the
TagMan® system, analyzed on the QuantStudio 6 platform (Applied Biosystems).
Results: A total of 768 patients and 744 healthy volunteers agreed to participate in the
study. The homozygous wild genotype (WT) c.-262CC in Catalase (OD: 1.29 -
p=0.041) and WT SOD2 c.47CC were associated as a risk factor for CL, while WT
MPO ¢.-463GG (OD: 0 .73 - p=0.004); WT NOX2 ¢.242CC (OD: 0.74 - p=0.005); WT
NOS3 ¢.-786TT (OD: 0.75 - p=0.008); WT TGF-B1 c.-509CC (OD: 0.63 - p<0.001)
associated as a protective factor. The NOS2 ¢.-954G>C SNP did not show significant
associations. IL-13 and MCP-1 were the main associated cytokines strongly reduced in
patients in the presence of mutant genotypes compared to WT. It is worth noting that
plasma INF-y concentrations were significantly reduced in mutant genotypes of almost
all SNPs in CL patients. Conclusions: We consider that the mutant genotypes decreased
the main neutrophil-activating cytokines, being IL-2 (MPO c.-463AA, TGF-B81 c.-
509TT and SOD2 c.47TT); IL-8 (CAT c.-262TT, TGF-B1 c.-509TT and SOD2 ¢.47TT)
and IL-12 (CAT c.-262TT and NOS3 ¢.-786CC), suggesting lower ROS concentration,
decreased stress oxidative activity and greater disease progression in these mutant
genotypes. The mutant genotypes (CAT c¢.-262TT, NOX2 ¢.242TT, TGF-B1 c.-509TT
and SOD2 c.47TT) resulted in a decrease in INF-y, suggesting lower production of
inflammatory cytokines and disease progression in these genotypes. While the CAT c.-
262CC genotype decreased the levels of IL-10 and IL-17, which may be associated with
the elimination of the Leishmania parasite. The cytokines IL-6, IL-13, IL-1B, FGF-
Basic are produced by macrophages, dendritic cells and lymphocytes. These cytokines
play a vital role in susceptibility to leishmaniasis. The homozygous mutant genotypes of
TGF-B1 c.-509TT and SOD2 c.47TT were associated with decreased levels of these
cytokines in patients. Therefore, these cytokines may be associated with both the
progression and elimination of the disease. Our findings demonstrated the genotypes
(WT MPO ¢.-463GG, WT NOX2 ¢.242CC, WT NOS3 ¢.-786TT and WT TGF-81 c.-
509CC) with greater ROS production and thus proved to be protective factors for LC.
While the WT CAT c.-262CC and SOD2 c.47CC genotypes demonstrated the lowest
production of ROS, suggesting themselves as a risk factor for Cutaneous Leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis, Polymorphisms, Cytokines.
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INTRODUCTION

American Tegumentary Leishmaniasis LTA  Leishmaniasis presents
heterogeneity in the clinical manifestations of the skin and mucous membranes and is
generally associated with high morbidity, constituting a major global public health
problem, present in almost half of the countries in the world. For this reason, it is
classified as an endemic disease for priority control and included in the Program of
Tropical Diseases Research (HOTEZ et al., 2007; ALVAR et al., 2012). It currently
stands out with an annual worldwide incidence of between 2-3 cases per 100,000
inhabitants, with approximately 15 million people infected worldwide, in a risk area that
encompasses more than 350 million people (WHO, 2020).

In the Americas, of the total of 36 countries, ATL is present in 18, with a record
of approximately 12 cases per 100,000 inhabitants. Of the total cases, approximately
80% are concentrated in Brazil, and therefore, it is considered a neglected disease based
on the limited resources invested in diagnosis, treatment and control (OPAS/WHO,
2021). In Brazil, it is estimated that between 1990 and 2015 there were around 700
thousand new cases, with high rates recorded in the North and Northeast of the country
(SINAN, 2017), caused by the species Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi and
Leishmania (Leishmania) amazonensis (de MESQUITA et al., 2022). In the state of
Amazonas, the cutaneous form predominates, occurring mainly in the metropolitan
region of Manaus, with rare cases of mucosal involvement (WHO, 2014).

Leishmania exposure to macrophages leads to the generation of reactive oxygen
species (ROS), which contribute to the regulation of the inflammatory response, being
controlled by the cellular antioxidant defense system (PAIVA, 2013). After recognition
of Leishmania spp., macrophages are activated and become the described "effector
cells" that can destroy or phagocytose the unwanted host (GUPTA et al., 2022).

The Leishmania parasite have ability to survive and replicate in the macrophage
inside phagosome around the parasite, resulting in the generation of Parasitophorous
Vacuoles. that quickly acquire a composition and function similar to those of
phagolysosome, with hydrolytic and proteolytic properties (BISTI et al., 2006). These
characteristics probably evolved as a resistance strategy by Leishmania against

inflammatory cells. The increased production of oxidants during this response may
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contribute to the development of the disease, as they further contribute to tissue damage
(HALLIWELL & JOHN, 2015). Thus, considering this relationship between pro-
inflammatory activation and the production of reactive species, it is possible that
oxidative stress is a contributing factor to the impairment of tissue function caused by
leishmaniasis (GASPAROTYO et al., 2017).

During infection, neutrophils and macrophages are capable of phagocytosing
parasites, where they are “bombarded” by an “oxidizing cascade” containing especially
ROS. This process, containing mainly superoxide (O2-) and hydrogen peroxide (H20>),
forming complex known as ‘“oxidative burst” (WINTERBOURN et al., 2016). In
humans, there are important antioxidant enzymatic systems for maintaining redox
homeostasis, which neutralize potentially harmful compounds and act to detoxify free
radicals produced during oxidative metabolism. Among these enzymes, the most
significant are Catalase (CAT), Myeloperoxidase (MPO), NADPH Oxidase 2 (NOX2),
Endothelial Nitric Oxide Synthase (NOS3), Transforming growth factor beta (TGF-B),
manganese-dependent superoxide dismutase (MnSOD2/SOD2) and Induced Nitric
Oxide Synthase (NOS2) (KARLSSON et al., 1988; MATES et a., 1999;
KRISHNAMURTHY & WADHWANI, 2012).

The oxidizing environment can facilitate the binding of pathogens or antigens to
effector cells, leading to a hyperresponsive innate immune system. This oxidizing
environment leads to increased release of ROS including superoxide and nitric oxide
and increased production of cytokines, mainly tumor necrosis factor-a (TNF-a),
interleukin IL-1p, IL-6 and IL-12, with the creation of a markedly reduced environment
by the addition of antioxidants even with primary responses from the innate immune
system (CRAPO, 2003).

Several immunological responses can occur depending mainly on the activation
of macrophages and Leishmania species (KUMAR et al., 2019). In addition to their
ability to control parasite replication, macrophages are able to increase the production of
inflammatory cytokines such as TNF-a and IL-1, and regulatory cytokines such as TGF-
B and IL-10 [FU & HARRISON, 2021). Genetic alterations in the host generally
determine changes in the response against Leishmania, characterizing or not the
development of the disease (CARNEIRO et al., 2021). The function of chemokines lies
mainly in the recruitment of additional immune cells and proteins, such as NOS2 to

generate nitric oxide (NO) and high levels of ROS (MAGNANI et al., 2020). In
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addition, some studies have demonstrated a strong interaction between TNF-a and IL-6
as fundamental in endothelial dysfunction mediated by increased oxidative stress and
reduced phosphorylation of eNOS (LI et al., 2007; LEE et al., 2017).

Several studies have demonstrated the role of CD4+ T lymphocytes in the
secretion of Thl cytokines, always involved in efficient immune responses against
leishmania (MURRAY et al., 1997, GHOSH et al., 2013; MESQUITA et alk., 2018).
The progression of leishmaniasis has been correlated with an increase in the
concentration of CD8+ T cells expressing mainly granzymes (UENO & WILSON,
2012), thus playing a fundamental role in the pathology of Leishmaniasis disease,
mainly in the lesion (GOLLOB et al., 2014). It is worth noting that Th1 cells secrete
cytokines associated with defense against intracellular pathogens, activating
macrophages, mainly in the production of IFN-y and TNFoa. The Th2 response is
associated with the secretion of cytokines that “help” the survival of Leishmania in the
host, such as IL-4, IL-5 and IL-13 (MASPI et al., 2016).

Due to the above, we understand that the identification of genotypes and
parasites, correlated with the clinical outcome of patients, is establishing more
meaningful approaches to treatment regimens. We believe that leishmaniasis can affect
the oxidative metabolism, activation and apoptosis of the main effector cells in the
response to Leishmania. In this way, we proposed to investigate genetic changes in
important genes involved in the production and inactivation of oxidative stress that
occurs at the level of cellular oxidative metabolism.

To this end, we aimed to investigate genetic polymorphisms in genes involved in
oxidative stress in patients with cutaneous leishmaniasis infected by L. (Viannia)

guyanensis using a case-control study model.
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MATERIALS AND METHODS

The study occurred from 2020 to 2022 at Fundacdo de Medicina Tropical
Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), Manaus, Amazonas-Brazil and
Universidade Federal do Amazonas, Manaus, Amazonas-Brazil. The study model was
based on a case-control study using molecular biology tools and techniques to analyze
allele and genotypic frequencies with possible association with susceptibility or

resistance in individuals with Cutaneous Leishmaniasis caused by L. guyanensis.

ETHICAL CONSIDERATIONS

This study is an integral part of a larger project entitled “Genetic polymorphisms
of genes involved in the immune response and wound healing in patients with cutaneous
leishmaniasis”, approved by the Research Ethics Committee (CEP) of the FMT-HVD,
under number from CAAE: 09995212.0.0000.0005. Also, Declaration of Helsinki
regarding was considered by obtaining verbal and written consent from each participant

and the guardians of patients under 18 years old before enrolling to the current study.

SAMPLE COLLECTION AND DESCRIPTION

The recruitment of participants to Case Group consisted of patients treated at the
Leishmaniasis outpatient clinic at FMT-HVD, with a confirmed diagnosis of CL caused
by L. guyanensis. The Control Group consisted of healthy individuals with no sign or

history of leishmaniasis living in the same location as the Cases.

INCLUSION AND EXCLUSION CRITERIA

The participation in the study required being between 12 and 65 years old and
being from the State of Amazonas. For the case group, patients of both genders and who
presented a skin lesion characteristic of Leishmaniasis were randomly selected.
Diagnostic confirmation of CL was carried out through direct examination and
confirmation of the species by molecular methodology. For the Control Group, the

participant would have to be a resident of the endemic area for at least 10 years, and not
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show signs or history of the disease. The criteria for non-inclusion and/or exclusion in
the study occurred for both cases and controls, with the exclusion of participants who
presented positive serology for infections (HIV and hepatitis), pregnant women of any

gestational age and military personnel.

BIOLOGICAL MATERIAL

All research participants underwent a venipuncture to collect SmL of peripheral
blood in a tube containing EDTA anticoagulant (Ethylene Diamine Tetra-Acetic Acid).
The measurement of plasma chemokines and cytokines in both patient and control
groups was determined using the multiplex cytokine commercial kit Bio-PlexPro-
Human Cytokine Grpl Panel 27-Plex (Bio-Rad) according to the manufacturer’s

instructions in the Bio-Plex 200 Protein Array System (Luminex Corporation).

CHARACTERIZATIONS OF THE ETIOLOGICAL AGENT

Characterization of the species was carried out using PCR-RFLP method using
the primers L hsp70 Reverse (5' CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3') and Direct (5'
GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 3'). After amplification, the products were
enzymatically cut using Haelll enzyme (MBI Fermentas, St Leon-Rot, Germany) to

confirm the species.

MOLECULAR GENOTYPING OF HUMAN GENES

After extraction of genomic DNA from 200uL of blood from each study
participant using the direct method QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen), according to the
manufacturer's protocol, the DNA was stored at -200C until the moment of analysis in
compliance with Resolution 441/ 2011-CNS during the period necessary for molecular
analysis. For genotyping of polymorphisms, the real-time PCR (qPCR) technique was
performed using specifics probes by TagMan® system, analyzed using the QuantStudio
6 platform (Applied Biosystems). The probes used for each gene were: CAT -
rs1001179 (c.-262C>T), MPO - rs2333227 (c.-463G>A), NOX2 - 154673 (c.242C>T),



49

NOS3 - 152070744 (c.- 786T>C), TGF-B - 151800469 (c.-509C>T), SOD2 - rs4880
(c.47C>T) and NOS2 -rs1800482 (c.-954G>C).

STATISTICAL ANALYSIS

The distribution of variables analysis was performed using the Kolmogorov-
Smirnov test, with ANOVA parametric test used to analyze the distribution of means of
quantitative variables with normal distribution within categories and non-parametric
Kruskal-Wallis test for the off-normal distributions. Spearman’s rank correlation
coefficient was used to assess the relationship plasma concentrations cytokines and
SNPs genotypes. All analyzes were performed in the Statistical software’s IBM SPSS
Statistics, 19.0 and GraphPad Prism 9.

STUDY LIMITATIONS

The main limitations of the study were based on the withdrawal of patients and
controls during participation in the project, abandonment of treatment and losses due to
death that occurred before the final induction phase. In addition, the quantification of
cytokines presented many results with zero concentrations (0.0 pg/mL), which made the

quantification of all cytokines non-uniform.
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RESULTS

A total of 768 patients, 584 (76%) male and 184 (24%) female participated in
the study, all diagnosed and confirmed positively for Cutaneous Leishmaniasis (CL)
caused by L. guyanensis. For the control group (healthy volunteers), a total of 744
agreed to participate in the study, 495 (66.5%) male and 249 (33.5%) female. All
healthy volunteers had no sign or history of leishmaniasis, and all lived in the same
location as the patients.

The mean age of the patients was 32.74+13.46 years old in male and
36.47£14.09 in female, while in the healthy group it was 43.84+16.48 in male and
41.94+14.35 in female

Associations of genotypes of polymorphisms between groups of patients and

Healthy Controls

The genotypic and allelic frequencies of SNPs among patients and healthy
controls and their odds ratio (OD) estimates for Leishmania (Viannia) guyanensis were
presented in tables 1 to 7, subdivided by gender for each group.

The different genotypes of the CAT c.-262C>T SNP (rs1001179) did not
demonstrate significant associations between patients and total healthy controls.
However, when analyzing each group by gender, the wild-type homozygous genotype
c.-262°¢ was significantly more prevalent in male patients than in male controls,
presenting itself as a possible risk factor for CL (CCvs.CT - OD: 1.29 - p=0.041) -
(CCvs.CT+TT - OD: 1.28 p=0.047). Though, in female sex, the same genotype was
more prevalent in healthy controls, however, no significant results were observed,
p=0.087 and p=0.104, respectively (Table 1).

The analysis for the MPO c.-463G>A SNP (rs2333227), we identified the
normal homozygous genotype c.-463°C as significantly more prevalent in the total
healthy control group, presenting itself as a possible protective factor for CL (GGvs.GA
- OD: 0.73 - p=0.004) - (GGvs.GA+AA - OD: 0.76 p=0.011). Interestingly, when
analyzing each group by gender, among patients and controls, the normal homozygous
genotype c.-463%C was shown to be a protective factor for CL (GGvs.GA - OD: 0.69 -
p=0.005) - (GGvs.GA+AA - OD: 0.69 - p=0.005), while the same genotype among
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patients and healthy female controls was a risk factor for CL (GG vs. A4 - OD: 3.38 -
p=0.041) (Table 2).

Analysis of the NOX2 c.242C>T SNP (rs4673) demonstrated that normal
homozygous genotype c.242°C was significantly more prevalent in healthy controls,
presenting itself as a possible protective factor for CL (CCvs.CT - OD: 0.74 - p=0.005) -
(CCvs.CT+TIT - OD: 0.77 - p=0.012). However, these results were significant only in
males (CCvs.CT - OD: 0.59 - p<0.001) - (CCvs.CT+TT - OD: 0.60 - p<0.001) (Table 3).

Analysis of the NOS3 c¢.-786T>C SNP (rs2070744) revealed the normal
homozygous genotype c.-786'" as a protective factor for LC (CCvs.CT - OD: 0.75 -
p=0.008) - (CCvs.CT+TT - OD: 0.80 - p=0.032). However, the same genotype was
protective only in male (CCvs.CT - OD: 0.75 - p=0.026) - (CCvs.CT+TT - OD: 0.76 -
p=0.031), while in female showed as a risk factor for CL (CCvs.TT - OD: 4.4 - p=0.010)
(Table 4).

The analysis for the TGF-f31 c.-509C>T SNP (rs1800469), we found the normal
homozygous genotype c.-509°C to be significantly more prevalent in healthy controls,
strongly associated as protective factor for CL (CCvs.CT - OD: 0.63 - p<0.001) -
(CCvs.TT - OD: 0.60 - p=0.001) - (CCvs.CT+TT - OD: 0.62 - p<0.001) for both genders
(Table 5).

The analysis of the genotypes of the SOD2 SNP c.47C>T (rs4880) of
demonstrated the ¢.47°C genotype significantly associated with a risk factor for CL in
both genders (CCvs.CT - OD: 1.7 - p>0.001) - (CCvs.CT+TT - OD: 1.62 - p<0.001),
highlighting to more strongly associations in females (CCvs.CT - OD: 2.7 - p=0.003) -
(CCvs.CT+TT - OD: 1.98 - p=0.003) (Table 6).

The NOS2 ¢.-954G>C SNP (rs1800482) did not show significant associations
between genotypes and groups of patients and healthy controls (Table 7).

Table 8 show all significant associations between for elevated and/or decreased
plasma concentrations cytokines and homozygous mutant genotypes of the SNPs. The
IL-13 cytokine presented many significant associations, mainly correlated with patients
with strongly decreased levels of cytokines for most mutant genotypes, with the
exception of elevated levels in patients and healthy controls correlated with NOS3.
Interestingly, homozygous mutant genotypes in MPO and NOS3 SNPS demonstrated
significantly elevated MCP-1 plasma concentrations in patients, while significantly

decreased in healthy controls. In addition, to NOX2 homozygous mutant SNP, MCP-1
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plasma concentrations were significantly reduced in patients, while significantly
elevated in healthy controls. It is worth noting that plasma concentrations of INF-y were
significantly reduced in mutant genotypes of almost all SNPs, occurring mainly in CL
patients. Just two cytokines were significantly associated with only one mutant SNP,
MPO with elevated levels of G-CSF and CAT with decreased levels of VEGF in CL

patients.

Associations Between Single Nucleotide Polymorphisms and Cytokines Plasma

Concentrations in CL Patients and Healthy Controls.

After analysis of normality of distribution using the Kolmogorov-Smirnov test
of the levels of measured cytokines, all correlations between SNPs and cytokine plasma
concentrations followed in a non-parametric way with statistical significance values
presented using the Kruskal-Wallis test. Also due to cytokine levels did not follow a
normal distribution all correlation matrices were performed using Spearman correlation
coefficient test, accepting only those with strong correlations (r > 7.0 — P<0.0001). In
these tests, two matrices were performed for each group (Patients/Controls), one
containing only analyzes of homozygous normal genotypes and the other containing
both heterozygous/homozygous mutant genotypes.

For these correlation matrices, only nine (9) cytokines were correlated by the
Spearman Test. These were chosen because they are the most prevalent and discussed in
the literature and are correlated with various infectious diseases, including
leishmaniasis. They were correlated the T helper 1 (Thl) inflammatory cytokines (INF-
Y, TNF-0, IL-1Ra and IL-12), generally involved in protection against CL; T helper 2
(Th2) cytokines (IL-4, IL-5 and IL-13) associated with facilitating parasite persistence
due to self-regulation; and the immunoregulatory cytokines IL-10 and IL-17 associated
with susceptibility to CL and the persistence of the parasite at the site of infection
(LIEW et al., 1997; RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; VIGNALI & KUCHROO, 2012;
OLIVEIRA et al., 2014; ESPIR et al., 2014; MASPI et al., 2016).

Several significant correlations were found between the genotypes with elevated
and decreased levels of cytokines in the two groups studied. All results for both patient

groups and healthy controls are shown in fthe igures 1 to 6.
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For the CAT ¢.-262C>T SNP (rs1001179), the heterozygous c.-262¢T and
homozygous c¢.-262™ mutant genotypes were significantly associated for most
cytokines, with particular emphasis on decreased levels for IL-8 and IL- 13 in patients
and IL-12 in healthy controls, while elevated levels for the chemokine RANTES in
patients and IL-6 and MCP1 in healthy controls (Figures 1A: 1B).

To the MPO c.-463G>A SNP (rs2333227), the c.-463%VAA mutant genotypes
were significantly associated with decreased levels for most cytokines, with special
emphasis on IL-1Ra, IL-2 and IL-13 in patients and IL-7, IL-13 and MCP-1 in healthy
controls, while at elevated levels in the cytokines IL-4, IL-5, GCS-F, MCP-1 and
RANTES in patients (Figures 2A: 2B).

Analysis of the NOX2 ¢.242C>T SNP (rs4673), the ¢.242°7TT mutant genotypes
showed a significant association with decreased levels of the cytokines INF-y, TNF-a,
IL-15 and IL-10 in patients and IL -7, IL-13 and IL-17 in healthy controls, while
significant for elevated levels in the cytokines MCP-1 and IL-5 in healthy controls
(Figures 3A).

Analysis to the NOS3 ¢-786T>C SNP (rs2070744), the c.-7867““C mutant
genotypes were significantly associated with decreased levels of the cytokines IL-17 in
patients and IL-13 and MCP-1 in healthy controls, while significant to decreased levels
for IL-12 and elevated levels for the cytokines IL-13 and MCP-1 in healthy controls
(Figures 4A).

The TGF-B1 c.-509C>T SNP (rs1800469), the c.-509¢TTT mutant genotypes
were significantly associated with decreased levels of the cytokines IL-6, IL-1Ra, IL-1
and FGF in patients and INF-y in healthy controls. There were no significant
associations with elevated levels of cytokines in any of the groups studied (Figures 5A:
5B).

Analyzing the SOD2 c.47C>T SNP (rs4880), we found the normal genotype
c.47%C significantly associated with decreased levels for most cytokines, especially IL-
2, IL-6, IL-8, IL-13, IL-1pB, FGF, INF-y in patients and PDGF in healthy controls, while
significant levels elevated of the chemokine MIP-1a in healthy controls (Figures 6A:
6B).

The correlation analyzes by Spearman test between the different plasma
concentrations of cytokines and the genotypes of the SNPs demonstrated very different

results in the groups of patients and controls. When analyzing only the group of
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patients, in those carrying only the normal genotypes for all SNPs, several strong and
significant correlations were found, totally different from the same group of patients
carrying only the heterozygous/homozygous mutant genotypes. These results were
especially different for the SOD2, TGFBI and NOX2 genes. Interestingly, the same
associations when analyzed in the group of healthy controls, few strong significant
correlations were found, with little or no differences when analyzed in the normal and

mutant genotypes (Figures 1C: 2C: 3C: 4B: 5C and 6C).
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DISCUSSION

In recent decades, several studies have demonstrated the importance of
molecular studies in the diagnosis, treatment and monitoring of patients with
leishmaniasis (DESJEUX, 2004; EVANS & KEDZIERSKI, 2012). Despite being quite
broad and sometimes not very evident and understandable, the identification of
molecular laboratory markers is improving the understanding of the clinical outcomes
of leishmaniasis disease, even though even today, the genetic principles in the different
comorbidities of the disease are unknown (BLACKWELL et al., 2009; MOREIRA et
al., 2023).

Although only a small part of the population in regions where the disease is
endemic is infected, unfortunately, leishmaniasis still is classified as a major global
public health problem, showed a broad and heterogeneous clinical and epidemiological
spectrum (JOGAS, 2022; SANTOS et al., 2023). Furthermore, there are still cases of
individuals infected with Leishmania completely asymptomatic and do not show any
signs of infection (CUSTODIAO et al., 2012). Studies have discussed the variables that
affect the severity and asymptomatic cases of the disease (MELBY et al., 1995;
GAAFAR et al., 1995). Most researchers support that the severity of the disease is
strongly linked to a host immunological and genetic profile. Some studies reinforce that
the human immunogenetic profile acts directly associated with T cells and the infecting
Leishmania species (de FREITAS & von STEBUT, 2021; MANN et al., 2021).

The male gender was more prevalent in both study groups, 76% in patients and
66.5% in healthy controls, corroborating similar results with other national studies and
also with studies carried out in the same region of Brazil (SPIR et al, 2014;
LEWNARD et al, 2014). We believe that the higher prevalence of males and an
average age of 34 years found in our study was due to the fact that the population is
from rural areas and consequently more present and subjected to daily and recurrent
exposure to the tropical forest, not only due to their fixed residence close to the Amazon
rainforest, as well as their extractive activities and natural exploitation of the forest, thus
resulting in greater exposure to Leishmania vectors (de MESQUITA et al., 2022).

The frequencies of the CAT ¢.-262C>T SNP (rs1001179) genotypes in the study
population corroborated other national studies. SOUSA et al. (2016) demonstrated
64.2% and 71.2% of the genotype c.-262°“ wild-type in Cystic Fibrosis and Cancer
patients, respectively, from Pernambuco-Brazil. DOMINGOS et al. (2020), in a study
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involving sickle cell anemia patients, demonstrated the ¢.-262CC genotype in 74.7%.
Some studies have associated the c.-262C allele as risk factor for many diseases,
including diabetic neuropathy (CHISTIAKOV et al., 2006), male infertility (GARCIA
et al., 2019), while the ¢.-262T allele in asthma and breast cancer (ISLAM et al., 2008).

The significantly higher prevalence of the c.-262CC genotype in male patients
compared to male controls (p=0.041), meaning a possible risk factor (OD: 1.29), was
not demonstrated in females, who presented a higher prevalence of the genotype wild-
type in female controls compared to female patients. This fact may be explained due to
male have lower Catalase catalytic activity compared to women, suggesting that males
may be more susceptible to developing diseases, included more infections (SUN et al.,
2019). Despite, the mechanisms that lead to lower activity are still unknown. In
addition, studies have shown that parasites of the Leishmania genus that express high
Catalase activity compromise their own ability to develop in insect vectors, reducing
their transmissibility, suggesting the hypothesis that the presence of Catalase is not
compatible with the digenetic life-cycle of the Leishmania (KHAN et al., 2018).

The results of our study demonstrating the wild-type homozygous genotype c.-
4639C significantly more prevalent in the healthy control group (p=0.004), suggests a
lower probability of developing CL when compared to individuals with the c.-4636VAA
mutant genotypes (OD: 0.76). We believe that mutant genotypes are significantly
associated with increased risk of infection due to downregulation of MPO expression in
patients. Myeloperoxidase is an oxidative lysosomal enzyme associated mainly with
neutrophils and polymorphonuclear monocytes, with a function in the generation of
hypochlorous acid (HCIO) in the presence of H2O», mainly to destroy pathogens during
infections (ARATANI, 2018; RIZO-TELLEZ et al., 2022).

The G allele of the MPO c.-463G>A SNP (rs2333227) creates a stronger binding
site at the promoter site, causing a higher expression of MPO in relation to the A allele
(PIEDRAFITA et al, 1996). Masuoka e Col. (2021) described c.-4636~AA mutant
genotypes associated with low MPO activity in Alzheimer's disease and Arslan e col.
(2017) in heart diseases. Others have demonstrated the wild-type homozygous genotype
¢.-46359C associated with greater MPO activity, risk factor for type 2 diabetes mellitus
(TIBAUT & PETROVIC, 2016; JIANG et al., 2023) and lung cancer (MENG et al.,
2018), all correlating MPO with an important role in inflammation, decreasing the

bioavailability of nitric oxide and low-density lipoprotein oxidation (HOY et al., 2002).
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The NOX2 ¢.242T>C SNP (rs4673) has been widely investigated in several
diseases, In the study, the prevalence of the wild-type genotype c¢.242™" was
significantly higher in the healthy control group (p<0.001), presenting itself as a
protective factor for CL mainly in males (OD: 0.74 — p=0.005). Our results corroborate
other studies reporting the ¢.242°7™" mutant genotypes associated with lower NOX2
activity in hypertensive patients compared to the ¢.242¢ (GUZIK et al., 2000; SHIMO-
NAKANISHI et al, 2004). In a recent study, Carneiro et al. (2018) demonstrated in
C57BL/6 mice infected by Leishmania amazonensis, the ¢.242CT/TT mutant alleles
correlated with significantly more severe pathology in the later stages of infection,
revealing a deficiency in microbicidal apoptosis.

NADPH oxidase (NOX2) is directly involved in phagocyte formation,
establishing an enzymatic complex with a critical function in innate immunity,
catalyzing the reduction of molecular oxygen “02” to “O2-%, increasing reactive oxygen
species (ROS), fundamental components for phagocytic microbicidal activity
(HEYWORTH et al., 2003). Phagocyte NADPH oxidase has two polypeptide subunits,
gp91-phox and p22-phox (encoded by CYBB and CYBA, respectively) (NAUSEEF,
2019). When NOX2 components come together on the phagolysosome membrane,
intracellular ROS are generated, while when assembled on the plasma membrane,
extracellular ROS are generated (KOTSIAS et al.,, 2023). The phagocytic respiratory
burst is critical for the death of microorganisms, and when absent, there is susceptibility
to infections, mainly bacterial and fungal (ARNOLD, 2017). Inactivating NOX2
assembly is a strategy developed by several pathogens to subvert exposure to oxidants.
In Leishmania infections, inhibition of phagolysosome maturation is characterized by an
impaired assembly of NOX2 (ARANGO et al., 2019).

Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) is mainly responsible for the
continuous basal production of NO, protecting the endothelium and maintaining wild-
type blood flow, attenuating possible inflammatory processes (FORSTERMANN &
MUNZEL, 2006). Nitric oxide plays an important role in the pathogenesis of
antimicrobial sepsis and in inducing the permeability of vascular tone. The mutant
genotypes c.-786T¢/CC (1s2070744) reduce NOS3 mRNA and serum nitrite/nitrate levels
compared to those with the c.-786'" wild-type genotype (MIYAMOTO et al., 2000). In
addition, studies have demonstrated that the c.-7867““C genotypes can reduce the

promoter activity of the NOS3 gene resulting in reduced NO production (AZUMA et



58

al., 2020). The result of our study demonstrating the c.-786'T wild-type genotype as a
protective factor for CL in males (OD: 0.75 — p=0.026), but not in females (OD: 4.4 —
p=0.010) may be correlated to the indirect effect of NO bioavailability and increased
ROS in patients, which are correlated with potential protection against pathogens.

Transforming Growth Factor Beta has several functions, mainly related to the
immunosuppression of T and B lymphocytes, chemotaxis of macrophages and
stimulation of cell proliferation. Many SNPs potentially functional in the TGF-fSI are
associated with modulating TGF-B1 plasma concentrations and are correlated with
numerous diseases (VILLAR et al., 2023). The TGF-B1 signaling pathway plays a key
role in regulating several cellular processes, such as cell proliferation and
differentiation, cell adhesion and apoptosis (MORIKAWA et al., 2016). Mutations in
the TGF-B1 signaling pathway have been shown to result in many human diseases, such
as hypertension, atherosclerosis, and renal fibrosis (HU et al., 2018). Some studies
demonstrated twice as high plasma levels of TGF-B1 associated with the allele ¢.-509T
when compared to the wild-type c.-509C allele (GRAINGER et al., 1999; HUANG &
CHEN, 2012; SCHON & WEISKIRCHEN, 2014).

The results of this study associating homozygous wild-type genotype c.-509¢¢
SNP (rs1800469) as a protective factor for CL in both genders (CCvs.CT — OD: 0.63 -
p<0.001 - CCvs.TT — OD 0.60 — p<0.001 - CCvs.CT+TT — OD:_0.62 - p<0.001),
corroborates other studies correlated with other diseases, although none correlate with
CL. The wild-type c.-509°C genotype has been described as protective for other diseases
such as Hepatitis C Virus Infection (JING et al., 2020), Chagas disease (FERREIRA et
al., 2022) and for Asthma (PANEK ef al., 2016) and a better response to antiviral
therapy. We believe that heterozygous and homozygous mutants genotypes c.-
S509CT/TT mutants lead to high risk of developing CL, since these genotypes are
associated with changes in the expression of TGFB-1 with direct actions favorable to
the Leishmania parasite.

Mitochondrial Superoxide Dismutase 2 is an important enzyme in the
detoxification of intracellular superoxide. Its activity may have a dual function, acting
as an antioxidant complexed with the enzymes Catalase, Glutathione Peroxidase and
Peroxirredoxina, neutralizing H202 into H20O; it can also act as a pro-oxidant in the
accumulation of H202, increasing the overproduction of ROS and cellular toxicity

(SINGH et al, 2017).
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The finding of the homozygous wild-type genotype of SOD2 c.47C>T (rs4880)
associated with a risk factor for CL, especially in females (CCvs.CT — OD: 2.07 — p=
0.003; CCvs.CT+TT — OD: 1.98 — p=0.003) corroborates with studies that demonstrate
that serum concentrations of SOD2 are important regulators of the response against
various parasites, including Leishmania. Khouri et al. (2009, 2010) demonstrated that
the initial infection by L. amazonensis after treatment with interferon-y is partially
dependent on the enzyme superoxide dismutase (SOD) in the reducing the concentration
of ROS to favor the development of Leishmania.

Inducible nitric oxide synthase (NOS2) is fundamental in the production of NO
with a crucial role in immunological protection in the elimination of intracellular
pathogens, thus being one of the main mediating agents of the immune response to
many infections (KOPELYANSKIY et al.,, 2022). Although, the analysis to genotype
frequencies of NOS2 ¢.-954G>C SNP (rs1800482) in the study not showed significant
association between the groups of patients and healthy controls, even though the
frequency of allele mutant c.-954C was found almost 2 times more in healthy controls
(4.2%) than in patients (2.6%). Perhaps due to the low prevalence of the mutant allele,
there was no statistical difference.

Although NOS2 function is necessary for normal physiological regulation,
elevated concentrations of NO as a result of NOS2 overexpression or dysregulation are
implicated in sepsis, septic shock, cancer, and heart disease (WILMES et al., 2020).
Leishmania parasites could benefit from the reduction in the oxidative burst due to the
induction of the host's antioxidant response, thus favoring their survival (REVERTE et
al., 2021).

The results of elevated and decreased plasma concentrations cytokines
associated with homozygous mutant genotypes of the SNPs performed in our study
corroborate with numerous studies described in the literature, especially when related to
elevated levels of cytokines in infections. Cytokines have a fundamental role in the
immune response, participating in several processes from the regulation of local
inflammation, cell proliferation and metabolism (IVASHKIV, 1995; GULATI et al.,
2016). Although its main function is to regulate inflammation and physiological and
disease immune response, its activities are well defined in pro-inflammatory and anti-
inflammatory roles (TAKEUCHI et al., 2022). For each cytokine there is its respective

specific receptor linked to the cell surface, with positive or negative regulation of many
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genes and their respective transcriptional factors (AKDIS et al., 2011). Generally, this
regulation may involve the elevation and production of other cytokines, at the same
time that their surface receptors for other molecules are also elevated, or it may also
lead to the suppression of cytokine function (DONG, 2021).

The balance of pro- and anti-inflammatory cytokines is essential to prevent
immunopathological disorders. In leishmaniasis, protective immunity depends on a Thl
response and the production of pro-inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-12, IFN-
v. It is worth noting that most cytokines are short-lived and their functions occur locally
(COHEN & SHACHAR, 2012). However, there are those that are present in the
bloodstream that are capable of acting remotely, such as transforming growth factor
beta (TGF-B) and monocyte colony-stimulating factor (M-CSF), for example. In short,
there must be a pro-inflammatory and regulatory balance of cytokines, defining the
design of the immunological response, which will determine the outcome of the
physiological result (LI & FLAVELL, 2008; TRAVIS & SHEPPARD, 2016; BATLLE
& MASSAGUE, 2019).

Significant increase and decrease in plasma concentrations mainly of the
cytokines IL-13, MCP-1, IL-2 and INF-y associated with the homozygous mutant SNPs
analyzed in our study. Interestingly, the main significant correlations occurred in the
patients' decreased plasma concentrations of the cytokines IL-13 and IL-2, which could
mean possible negative modulation of homozygous mutant genotypes in the Th2 and
Thl cells expression, since they are especially activated in protection of the host against
Leishmania infection (MATTHEWS et al,, 2000; HURDAYAL & BROMBACHER,
2014.

Study recent have demonstrated an important role for MCP-1 in the initial
immunity against cutaneous leishmaniasis by recruiting macrophages, monocytes, NK
cells and other leukocytes (SCOTT & NOVAIS, 2016). Interestingly, our results
showed where plasma IL-13 concentrations were significantly decreased, MCP-1 levels
were significantly elevated in the presence of the same mutant genotypes. Generally,
Leishmania infection generates a constitutive expression of monocyte chemoattractant
protein 1 (MCP-1), which increases the activation of macrophages in an alternative way
to control the infection (DAYAKAR et al.,, 2019).

An interesting result found in our study was the association of most cytokines

(IL-13, IL-2, IFN-y, IL-6, IL-8, IL1-B and FGF-Basic) being significantly reduced in the
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presence of the mutant genotypes of the TGF-1B ¢.-509™T SNP (rs1800469) and SOD2
c.47™T (rs4880) in patients. This result may mean that the T allele mutant in both SNPs
may negatively modulate the expression of these cytokines by inhibiting Th1 and Th2
responses, concomitantly. We know that the imbalance between Thl and Th2
responses, concomitantly with regulatory systems, is the key point for infections,
especially leishmaniasis. Studies have demonstrated different Thl responses in
resistance to infection, while Th2 persistence of the Leishmania parasite. A stable Thl
response must occur in order to avoid exacerbation causing severe tissue damage and
increased production of pro-inflammatory cytokines, such as IFNy and TNFa (COSTA-
DA- SILVA et al., 2022).

Our results demonstrated the homozygous mutant genotypes for the SNPs CAT
11001179 (c.-262™), NOX2 rs4673 (c.242™"), TGFB-1 rs1800469 (c.-509'T) and SOD2
154880 (c.47™T) significantly associated with plasma concentrations decreased levels of
INF-y in patients and not in controls, with the exception of ¢.-509TT also decreased in
healthy controls. This demonstrates how these genotypes in these enzymes can be
associated with risk factors for Leishmaniasis, since they reduce one of the main
cytokines in the initial protection of infection by the Thl response (LIEW et al., 1990;
CHARMOY et al., 2007; SEYED & RAFATI, 2021). Studies have described elevated
levels of IL-10 and IL-17 in patients with CL and MCL, which revealed a possible role
for Th17 cells and regulatory T cells (Tregs) in the severity and perhaps pathogenesis of
leishmaniasis (ANDERSON et al., 2009; BANERJEE et al., 2016). Our study found the
homozygous mutant genotype of the CAT SNP rs1001179 (c.-262TT) significantly
associated with decreased plasma concentrations of IL-10 and Il-17, which may
demonstrate an important role of Catalase with a role in regulating the pathogenesis of
Leishmania.

Currently, many studies try verify associations of host genetic markers with the
clinical severity of the disease, especially in those individuals positive for Leishmania,
however, completely asymptomatic. The possible identification of genetic alterations
implicated in the susceptibility or severity of Leishmania infection is the best future we
can achieve, in terms of improvements in treatments and the most reasonable
conception of research for the progress, perhaps even of prognostic vaccines against the

disease.
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CONCLUSIONS

The wide-type genotypes of CAT c.-262CC (rs1001179) and SOD2 c.47CC (rs4880)

were shown to be a risk factor for Cutaneous Leishmaniasis;

The wide-type genotypes of MPO c.-463GG (rs2333227), NOX2 ¢.242CC (1s4673),
NOS3 c.-786TT (rs2070744), TGFB-1 ¢.-509CC (rs1800469) were shown protective factors for

Cutaneous Leishmaniasis;

Plasma concentrations of INF-y were significantly decreased in the homozygous mutant
genotypes of CAT c.-262TT, NOX2 c.242TT, TGFB-1 c.-509TT and SOD2 c.47TT, indicating

possible greater susceptibility to Leishmania infection in these genotypes;

The finding of decreased plasma concentrations of the cytokines IL-2, IL-8 and IL-12 in
the mutant genotypes of CAT ¢.-262TT, MPO c.-563AA, NOS3 ¢.786TT, TGFB-1 ¢.-509TT
and SOD2 c47TT, may indicate survival and progression of Leishmaniasis disease in these

genotypes;

The homozygous mutant genotypes of TGFB-1 c.-509TT and SOD2 c.47TT were
significantly associated with decreased plasma IIL1-f, IL-6, IL-13 and FGF-Basic in patients.
Therefore, these genotypes may have modulated expression of these cytokines from inhibiting
Th1 and Th2 responses, concomitantly, which may be associated with both the progression and

elimination of the parasites;

Significant plasma concentrations of the cytokines IL-10 and IL-17 were associated
with the ¢.-262TT Catalase mutant genotype, providing an important negative regulation in the
expression of these cytokines in this genotype, which may be associated with protection against

Cutaneous Leishmaniasis.
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Table 1. Genotypic and allelic frequencies of Catalase rs1004179 (c.-262 C>T) in patients and controls groups and odds ratio (OD)
estimates for in cutaneous Leishmania (Viannia) guyanensis by gender.

Catalase - rs1001179 (c.-262 C>T)

GROUPS MALE FEMALE TOTAL
Patients | Controls oD Patients Controls oD Patients Controls oD
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Genotypes N=584 N=495 p_Value N=184 N=249 p_Value N=768 N=744 p_value
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
CCyvs. CT CCvs. CT CCvs. CT
cC 364 279 1.29 (1.01 - 1.62) 114 174 0.68 (0.45 - 1.04) 478 453 1.06 (0.86 - 1.31)
(62.3) (56.4) 0.041 (62.0) (69.9) 0.087 (62.2) (60.9) 0.631
CCyvs. IT CCvs. TT CCyvs. TT
212 210 NP 63 66 PP — 275 276 1 A
CT 0.98 (0.33 - 2.82) 0.84 (0.30 - 2.32) 1.06 (0.51 —2.18)
(36.3) (42.4) 0968 (34.2) (26.5) 0.740 (35.8) (37.1) 0.885
T 8 6 CCyvs. CT+TT 7 9 CCyvs. CTHIT 15 15 CCyvs. CT+TT
(1.4) (1.2) 1.28 (1.04 - 1.63) (3.8) (3.6) 0.71 (0.47 - 1.05) (2.0) (2.0) 1.1 (0.86 - 1.30)
0.047 0.104 0.626
Allele
Frequencies
C 0.728 0.776 0.791 0.831 0.801 0.794
T 0.172 0.224 0.209 0.169 0.199 0.206




Table 2. Genotypic and allelic frequencies of Myeloperoxidase - rs2333227 (c.-463 G>A) in patients and controls groups and odds ratio
(OD) estimates for in cutaneous Leishmania (Viannia) guyanensis by gender.

Myeloperoxidase - rs2333227 (c.-463 G>A)

GROUPS MALE FEMALE TOTAL
Patients | Controls oD Patients | Controls oD Patients Controls oD
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Genotypes N=584 N=495 p-value N=184 N=249 p-value N=768 N=744 p-value
(%) (%) (%) (%) (o) (%)
GG vs. GA GGyvs. GA GG vs. GA
GG 315 310 0.69 (0.53 - 0.96) 101 142 0.79 (0.53 - 1.18) 416 452 0.73 (0.59 - 0.90)
(54.1) (62.6) 0.005 (54.9) (57.1) 0.294 (54.2) (60.8) 0.004
GG yvs. AA GG yvs. AA GG vs. AA
242 165 e — 79 88 T 321 253 e Ta——
GA 0.75 (0.41 - 1.37) 3.38(1.1-10.2) 1.16 (0.71 - 1.90)
(41.4) (33.3) 0.435 (42.9) (35.3) 0.041 (41.8) (34.0) 0.644
AA 27 20 GG vs. GA+AA 4 19 GG vs. GA+AA 31 39 GG vs. GA+AA
(4.6) (4.1) 0.69 (0.54 - 0.89) (2.2) (7.6) 0.91 (0.62 - 1.34) (4.0) (5.2) 0.76 (0.62 - 0.94)
0.005 0.73 0.011
Allele Frequencies
G 0.746 0.763 0.764 0.747 0.751 0.778
A 0.254 0.237 0.236 0.253 0.249 0.222

73
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Table 3. Genotypic and allelic frequencies of NADPH oxidase — rs4673 (c.242 C>T) in patients and controls groups and odds ratio (OD)
estimates for in cutaneous Leishmania (Viannia) guyanensis by gender.

NADPH oxidase — rs4673 (c.242 C>T)

MALE FEMALE TOTAL
GROUPS
Patients | Controls oD Patients | Controls oD Patients Controls oD
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Genotypes N=584 N=495 p-value N=184 N=249 p-value N=768 N=744 p-value
(%) (%) (%) (%) (o) (%)
CCyvs. CT CCvs. CT CCys. CT
cC 300 315 0.59 (0.46 - 0.76) 86 108 1.1 (0.73 - 1.59) 386 423 0.74 (0.6 — 0.91)
(51.4) (63.6) <0.001 (46.7) (43.4) 0.779 (50.3) (56.9) 0.005
CCvs. TT CCvs. TT CCvs. TT
259 161 R 90 122 R —— 349 283 A
CT 0.72 (0.39 - 1.35) 1.89 (0.79 - 4.53) 1.05 (0.65-1.71)
(44.3) (32.6) 0.382 (48.9) (49.0) 0215 (45.4) (38.0) 0.94
25 19 CCyvs. CT+TT 8 19 CCyvs. CT+TT 33 38 CCyvs. CTHTT
TT (4.3) (3.8) | 0.60(0.47-0.77) | (44 (7.6) 1.2 (0.78 - 1.68) (4.3) (5.1) | 0.77 (0.63 - 0.94)
<0.001 0.550 0.012
Allele Frequencies
0.736 0.799 0.712 0.679 0.730 0.759
T 0.264 0.201 0.288 0.321 0.270 0.241




75

Table 4. Genotypic and allelic frequencies of Endothelial Nitric Oxide Synthase - rs2070744 (c.-786 C>T) in patients and controls groups
and odds ratio (OD) estimates for in cutaneous Leishmania (Viannia) guyanensis by gender.

Endothelial Nitric Oxide Synthase - rs2070744 (c.-786 T>C)

GROUPS MALE FEMALE TOTAL
Patients | Controls oD Patients Controls oD Patients Controls oD
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Genotypes N=584 N=495 p-value N=184 N=249 p-value N=768 N=744 p-value
(%) (%) (%) (%) (Y0) (%)
TTvs. TC TTvs. TC TT vs. TC
T 223 222 0.75 (0.58 - 0.96) 82 115 0.80 (0.54 - 1.19) 305 337 0.75 (0.61 - 0.93)
(38.2) (44.9) 0.026 (44.5) (46.2) 0.312 (39.7) (45.3) 0.008
TTvs. CC TT ys. CC TTvs. CC
333 248 AP 98 110 _— 431 358 P —
TC 0.89 (0.51 - 1.59) 4.4 (1.43-12.79) 1.34 (0.87 - 2.22)
(57) (50.0) 0818 (53.3) (44.2) 0.010 (56.1) (48.1) 0.214
cc 28 25 TTvs. TC+CC 4 24 TTvs. TC+CC 32 49 TT vs. TC+CC
(4.8) 5.1 0.76 (0.60 - 0.97) (2.2) (9.6) 0.94 (0.64 - 1.37) (4.2) (6.6) 0.80 (0.65 - 0.98)
0.031 0.813 0.032
Allele
Frequencies
T 0.667 0.699 0.712 0.683 0.677 0.694
C 0.333 0.301 0.288 0.317 0.323 0.306
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Table 5. Genotypic and allelic frequencies of Transforming Growth Factor Beta - rs1800469 (c.-509 C>T) in patients and controls groups
and odds ratio (OD) estimates for in cutaneous Leishmania (Viannia) guyanensis by gender.

Transforming Growth Factor Beta - rs1800469 (c.-509 C>T)

GROUPS MALE FEMALE TOTAL
Patients | Controls oD Patients Controls oD Patients Controls oD
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Genotypes N=584 N=495 p-value N=184 N=249 p-value N=768 N=744 p-value
(%) (%) (%) (%) (%0) (Y0)
CCyvs. CT CCvs. CT CCyvs. CT
cC 157 180 0.61 (0.46 - 0.80) 37 83 0.61 (0.38 - 0.98) 194 263 0.63 (0.5 - 0.79)
(26.9) (36.4) <0.001 (20.1) (33.3) 0.04 (25.3) (35.3) <0.001
CCvs. IT CCys. TT CCys. IT
322 224 P 94 129 e 416 353 e
CT 0.76 (0.53 - 1,08) 0.31 (0.18 - 0.55) 0.60 (0.44 - 0.81)
(55.1) (45.2) 0.143 (51.1) (51.8) <0.001 (54.1) (47.5) 0.001
T 105 91 CCys. CTHTT 53 37 CCyvs. CTHTT 158 128 CCyvs. CTHTT
(18.0) (18.4) 0.84 (0.65 - 1.09) (28.8) (14.9) 0.51 (0.32 - 0.79) (20.5) (17.2) 0.62 (0.5-0.77)
0.220 0.002 <0.001
Allele
Frequencies
T 0.545 0.589 0.456 0.592 0.523 0.591
C 0.455 0.411 0.544 0.408 0.477 0.409
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Table 6. Genotypic and allelic frequencies of Mitochrondrial Superoxide Dismutase 2- rs4880 (c.47 C>T) in patients and controls groups
and odds ratio (OD) estimates for in cutaneous Leishmania (Viannia) guyanensis by gender.

Mitochrondrial Superoxide Dismutase 2- rs4880 (c.47 C>T)

GROUPS MALE FEMALE TOTAL
ROUP
Patients | Controls oD Patients | Controls oD Patients Controls oD
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Genotypes N=584 N=495 p-value N=184 N=249 p-value N=768 N=744 p-value
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
CCyvs. CT CCvs. CT CCuvs. CT
cC 173 109 1.57 (1.18 - 2.09) 58 47 2.07 (1.31 - 3.28) 231 156 1.7 1.34-2.17)
(29.7) (22.1) 0.002 (31.5) (18.9) 0.003 (30.1) (21.0) <0.001
CCvs. IT CCvs. TT CCvs. TT
322 318 P 97 163 T — 419 481 PP —
CT 1.21 (0.82 - 1.83) 1.66 (0.90 - 3.07) 1.34(0.96 - 1.87)
(55.1) (64.2) 0.394 (52.7) (65.4) 0.144 (54.5) (64.6) 0.097
TT ]9 68 CCys. CTHTT 29 39 CCys. CTHTT 118 107 CCyvs. CT+TT
(15.2) (13.7) 1.49 (1.13-1.97) (15.8) (15.7) 1.98 (1.27 - 3.09) (15.4) (14.4) 1.62 (1.28 - 2.05)
0.006 0.003 <0.001
Allele
Frequencies
T 0.572 0.541 0.579 0.516 0.574 0.533
C 0.428 0.459 0.421 0.484 0.426 0.467




Table 7. Genotypic and allelic frequencies of Inducible Nitric Oxide Synthase - rs1800482 (c.-954 G>C) in patients and controls groups
and odds ratio (OD) estimates for in cutaneous Leishmania (Viannia) guyanensis by gender.

Inducible Nitric Oxide Synthase - rs1800482 (c.-954 G>C)

MALE FEMALE TOTAL
GROUPS . oD - (0])] - oD
Patients | Controls (IC 95%) Patients | Controls (IC 95%) Patients Controls (IC 95%)
Genotvpes N=584 | N=495 p-value N=184 N=249 p-value N=768 N=744 p-value
P %) | (W) (%) (%) (%) (%)
GG 567 468 180 244 747 712
97.1) | (94.5) GG vs. GC (97.8) (98.0) (97.3) ©s7) | 63(;(0;;#(;589
1.62 (0.86 - 3.06) ' (0'124 39)
GC 16 26 1 4 > 0 95;(((;) ?4 —G3’C48) 20 31
2.7) (5.3) 2.2) 2.0) 22 (028 - 3. (2.6) (4.2) GG vs. GC+CC
GGyvs. GC+CC 0.905 1.60 (0.91 - 2.8)
1.59 (0.85 - 2.95) 0051 - 2.
0.129
cc 1 1 0.189 0 0 1 1
0.2) 0.2) 0.1) (0.1
Allele Frequencies
G 0.984 0.972 0.989 0.990 0.986 0.978
C 0.016 0.028 0.011 0.010 0.014 0.022
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Table 8. Significant associations found between elevated and/or decreased concentrations of cytokines and the

mutant homozygous genotypes of the polymorphisms studied.

GENE
Ref SNP identifier
Nucleotide Variation (Alternative)

Cytokines CAT MPO NOX2 NOS3 TGF-1B SOD2
rs1001179 rs2333227 rs4673 rs2070744 rs1800469 rs4880
c.-262TT c.-463AA c.242TT c.-786CC c.-509TT c47TT

Patient | Control | Patient | Control | Patient | Control | Patient | Control | Patient | Control | Patient | Control
13 U y U T ) y U t
MCP-1 l T U y ) t U
. y U T Y * Y
IFN-y U U U u U
PDGF-BB U U U
L6 * 4 U
_ U 4 U
L1 p U U t
L9 U T U U
IL-1Ra T Y Y
FGF-Basic Y U Y
e T U T
IL-10 v v T
IL-12 v v v
MIP-1A Y v T
1L-5 T T
EOTAXIN T Y
1L-4 T T
1L-15 v Y
1L-17 v T
RANTES T U
IP-10 T T
TNF-o T v v
G-CSF T
VEGF v

RefSNP accession ID (rs number): https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

Empty: Not Significant Found [: Serum Concentrations Significantly Elevated
CAT: Catalase MPO: Myeloperoxidase NOX2: NAD(P)H Oxidade NOS3: Endothelial Nitric Oxide Synthase
TGFBI1: Transforming Growth Factor Beta 1 SOD2: Mitochrondrial Superoxide Dismutase

©: Serum Concentrations Significantly Decreased


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

Figure 1A. Significant differences observed between Catalase - rs1001179 (c.-262 C>T) genotypes and plasma

concentrations cytokines in the CL patients and healthy controls.
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Figure 1B. Significant differences observed between Catalase - rs1001179 (c.-262 C>T) genotypes and plasma
concentrations cytokines in the CL patients and healthy controls.
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Figure 2A. Significant differences observed between Myeloperoxidase - 1$2333227 (c.-463 G>A) genotypes
and plasma concentrations cytokines in the CL patients and healthy controls.
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Figure 2B. Significant differences observed between Myeloperoxidase - 1rs2333227 (c.-463 G>A) genotypes

and plasma concentrations cytokines in the CL patients and healthy controls.
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Figure 3A. Significant differences observed between NADPH oxidase — rs4673 (c.242 C>T) genotypes and
plasma concentrations cytokines in the CL patients and healthy controls.
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Figure 4A. Significant differences observed between Endothelial Nitric Oxide Synthase - rs2070744 (c.-786
T>C) genotypes and plasma concentrations cytokines in the CL patients and healthy controls.
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Figure 5A. Significant differences observed between Transforming Growth Factor Beta - rs1800469 (c.-509
C>T) genotypes and plasma concentrations cytokines in the CL patients and healthy controls.
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Figure 5B. Significant differences observed between Transforming Growth Factor Beta - rs1800469 (c.-509

C>T) genotypes and plasma concentrations cytokines in the CL patients and healthy controls.
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Figure 6A. Significant differences observed between Mitochrondrial Superoxide Dismutase 2- rs4880 (c.47
C>T) genotypes and plasma concentrations cytokines in the CL patients and healthy controls.
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Figure 6B. Significant differences observed between Mitochrondrial Superoxide Dismutase 2- rs4880 (c.47
C>T) genotypes and plasma concentrations cytokines in the CL patients and healthy controls.
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Figure 1C. Spearman rank correlation showing how plasma cytokine concentrations vary between wild-type and mutant genotypes in the Catalase - rs1001179 (c.-
262 C>T) in CL patients and healthy controls. The intense blue color demonstrates strong correlations (r > 7.0 — p < 0.0001).
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Figure 2C. Spearman rank correlation showing how plasma cytokine concentrations vary between wild-type and mutant genotypes in the Myeloperoxidase -
rs2333227 (c.-463 G>A) in CL patients and healthy controls. The intense blue color demonstrates strong correlations (r > 7.0 — p < 0.0001).
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Figure 3B. Spearman rank correlation showing how plasma cytokine concentrations vary between wild-type and mutant genotypes in the NADPH oxidase —
rs4673 (c.242 C>T) in CL patients and healthy controls. The intense blue color demonstrates strong correlations (r > 7.0 — p < 0.0001).
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Figure 4B. Spearman rank correlation showing how plasma cytokine concentrations vary between wild-type and mutant genotypes in the Endothelial Nitric Oxide

Synthase - 12070744 (c.-786 T>C) in CL patients and healthy controls. The intense blue color demonstrates strong correlations (r > 7.0 — p < 0.0001).
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Figure 5C. Spearman rank correlation showing how plasma cytokine concentrations vary between wild-type and mutant genotypes in the Transforming Growth
Factor Beta - rs1800469 (c.-509 C>T) in CL patients and healthy controls. The intense blue color demonstrates strong correlations (r > 7.0 —p < 0.0001).
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Figure 6C. Spearman rank correlation showing how plasma cytokine concentrations vary between wild-type and mutant genotypes in the Mitochrondrial
Superoxide Dismutase 2- 154880 (c.47 C>T) in CL patients and healthy controls. The intense blue color demonstrates strong correlations (r > 7.0 — p < 0.0001).
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Figure 7. Impact of Catalase genotypes - rs1001179 (c.-262 C>T), Myeloperoxidase - rs2333227 (c.-463 G>A), NADPH oxidase — rs4673 (c.242 C>T),
Endothelial Nitric Oxide Synthase - rs2070744 (c.-786 T>C), Transforming Growth Factor Beta - rs1800469 (c .-509 C>T) and Mitochrondrial Superoxide
Dismutase 2- rs4880 (c.47 C>T) in plasma cytokine concentrations in CL patients.
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1 - Neutrophils, macrophages and dendritic cells can eliminate or promote the survival of the parasite.
The finding of decreased plasma concentrations of the cytokines IL-2, IL-8 and IL-12 in the mutant
genotypes of CAT c.-262TT, MPO c.-563AA, NOS3 ¢.786TT, TGFB-1 ¢.-509TT and SOD2 ¢ .47TT,

may indicate parasite survival and progression of Leishmaniasis disease in these genotypes;

2 - IFN-y is an important pro-inflammatory cytokine involved in immunoprotection and
immunopathology. IFN-y is mainly secreted by Th1 subset of CD4+ T cells. Plasma concentrations of
INF-y were significantly decreased in the homozygous mutant genotypes of CAT c.-262TT, NOX2
c.242TT, TGFB-1 c.-509TT and SOD2 c.47TT, indicating possible susceptibility to Leishmania

infection in these genotypes;

3 - The production of IL-10 by regulatory T cells suppresses the activation of macrophages and the
maturation of dendritic cells. IL-17 is an inflammatory cytokine produced by Th17 cells. Significant
plasma concentrations of the cytokines IL-10 and IL-17 were associated with the c.-262TT Catalase
mutant genotype, indicating an important negative regulation in the expression of these cytokines in

this genotype, which may be associated with protection against Cutaneous Leishmaniasis.

4 - The cytokines IL-6, IL-13, IL-1B, FGF-Basic, play a vital role in susceptibility to leishmaniasis.
The homozygous mutant genotypes of TGFB-1 ¢.-509TT and SOD2 c¢.47TT were significantly
associated with decreased plasma IL-13, IL-2, IFN-y, IL-6, IL-8, IL1-f and FGF- Basic in patients.
Therefore, these genotypes can negatively modulate the expression of these cytokines by inhibiting the
Thl and Th2 responses, concomitantly, which may be associated with both the progression and

elimination of the disease;

5 - All SNPs indicated in the figure are associated with a decrease in the enzymatic activity of their
respective enzymes. The normal genotypes Catalase c.-262CC (rs1001179) and Mitochrondrial
Superoxide Dismutase 2 ¢.47CC) (rs4880) were shown to be a risk factor for Leishmaniasis Cutanea;
The normal genotypes of Myeloperoxidase c.-463GG (rs2333227), NADPH oxidase ¢.242CC (rs4673),
Endothelial Nitric Oxide Synthase c.-786TT (rs2070744), Transforming Growth Factor Beta c.-509CC

(rs1800469) were shown to be protective factors Cutaneous Leishmaniasis.
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6. ANEXOS

ANEXO A

Numero do Prontuario Numero da Ficha

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

POLIMORFISMOS GENETICOS DOS GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA IMUNE E NA
CICATRIZACAO DAS LESOES EM PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTANEA EM UMA
POPULACAO CASO-CONTROLE DE MANAUS, AMAZONAS.

Introducfo: Vocé estd sendo convidado para participar do projeto de pesquisa citado acima. Este estudo sera
coordenado pelo Dr. Rajendranath Ramasawmy, pesquisador visitante sénior e professor permanente do
programa de Pds-Graduagdo em Doengas Tropicais e Infecciosas da UEA/FMT-HVD. Antes de tomar
qualquer decisdo, ¢ importante que vocé leia e compreenda as seguintes explicagdes sobre o procedimento
proposto. Esta declarag@o descreve o objetivo, procedimento, beneficios e riscos do estudo, e o seu direito de
sair do estudo a qualquer momento. Estas informagdes estdo sendo dadas para esclarecer quaisquer davidas
sobre a pesquisa proposta, antes de obter o seu consentimento.

Justificativa: Leishmaniose tegumentar ou ferida braba ¢ uma doenca causada por um pequeno parasita que
fica na pele, mas existem diferentes espécies de parasito que podem causar a mesma doenca, assim sendo, ¢
importante saber qual o tipo de parasito que pode estar causando sua doenga, ou se vocé nédo teve essa doenca
queremos saber se vocé tem mais possibilidade de contrai-la de que outra pessoa. Dessa forma, queremos que
vocé participe deste estudo permitindo que seja retirada uma pequena amostra de sangue da sua veia pra
fazermos testes que vao nos dizer se vocé tem mais chance de ter leishmaniose causada pelo parasita
Leismania guyanensis do que outra pessoa. Caso vocé tenha essa doenca queremos saber se vocé tem no seu
organismo (na parte genética) capacidade de boa cicatrizagdo, apos ter sido tratado com um medicamento
especifico para essa doenga.

Métodos: Caso vocé concordar em participar desse estudo, vocé sera submetido a um exame médico, e uma
coleta de 5 mL de sangue do seu antebrago, com uma agulha nova descartavel, apds a assepsia local (limpeza).
Se o médico suspeitar que vocé tenha leishmaniose, vocé podera ser submetido ainda a uma coleta para bidpsia

de pele realizada por um dos médicos (Dr. Jorge Guerra ou Dra Anette Talhari) integrantes da equipe.

Os individuos ndo afetados por leishmaniose e sem histérico de leishmaniose, que procurem o ambulatério de
dermatologia da FMT-HVD, serdo selecionados para e, caso aceitem participar, comporao o grupo controle. Os
individuos que, depois de examinados pelo dermatologista, forem caracterizados como nao afetados por
leishmaniose, e que ndo apresentarem historia de infecgdes cronicas, inflamacéo e doengas auto-imunes, serdo
considerados candidatos. A bidpsia sera utilizada para identificacdo do parasita que estd causando sua doenga.
A biopsia ¢ um procedimento no qual se colhe uma pequena quantidade de pele, isto é, uma amostra, de tecido
ou células, para posterior estudo em laboratdrio. A grande maioria dos pequenos procedimentos de bidpsia é
muito segura, tendo apenas um pequeno risco de sangramento ou infec¢do no local da biopsia. Ela ¢é feita apos
anestesia local na borda local da ferida e depois de isso retirar um pequeno pedaco de pele com auxilio de
instrumento cortante esterilizado chamado de punch. A amostra de sangue servird para saber o que queremos
através de testes realizados no laboratério, alem disso, com sua autorizagdo, informagdes de prontuarios
clinicos também poderao ser lidas pelos participantes do estudo para comparar o resultado dos testes feitos em
seu sangue ¢ a resposta de seu tratamento.

1) Local do estudo
Os procedimentos descritos acima serdo realizados no ambulatério de Dermatologia (avaliagao clinica e
bidpsia) sob a responsabilidade do Dr. Jorge Guerra ou Dra. AnetteTalhari, médicos integrantes da equipe de
pesquisa e nos laboratorios da FMT-HVD sob a responsabilidade do Dr. RajendranathRamasawmy.
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2) Permissiao para estocagem
Esta sendo solicitada a sua permissao para estocagem (guarda ou armazenamento) de sua amostra de bidpsia,
soro e de DNA na FMT-HVD sob a responsabilidade do Dr. Rajendranath Ramasawmy de acordo com a
resolucdo CNS N°441de 12 de maio de 2011 e da portaria N°00212/2012-GDP/FMT-HVD. Se assinar esse
termo de consentimento, vocé estara autorizando estocagem de longo prazo das amostras para estudos futuros.
Isso evitara procedimentos como nova coleta de sangue bem como a diminui¢do de recursos financeiros para
novos procedimentos.
A sua amostra de DNA sera mantida indefinidamente. Isto significa que a sua amostra nio sera destruida ap6s
um determinado periodo de tempo, mas sim sera estocada pelo tempo que ela durar. Amostras estocadas serdo
usadas exclusivamente para fins de pesquisas e poderao ser utilizadas para outros estudos a respeito da
susceptibilidade a leishmaniose. O uso de sua amostra estocada tera como condi¢do uma nova avaliagdo ¢
aprovagdo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica pertinente. Sua permissdo sera solicitada. Se vocé
concorda, vocé sera pedir de assinar um novo TCLE com as justificativas e especificidades.

3) Risco fisico para satde/desconfortos
Os riscos fisicos para a saide na participagdo deste estudo sdo limitados ao procedimento de bidpsia e coleta de
sangue, ambos de rotina nos laboratdrios clinicos. Em ambos os casos, vocé podera sentir um desconforto
temporario devido a introdugdo da agulha. A grande maioria dos procedimentos de bidpsia € muito segura,
tendo apenas um risco de sangramento ou infecg¢@o no local da bidpsia. Ela ¢ feita apos anestesia local na borda
local da ferida e depois de isso retirar um pequeno pedaco de pele com auxilio de instrumento cortante
esterilizado chamado de punch. Durante a realiza¢do de biopsia, pode ocorrer pequeno sangramento que
acostuma regredir em seguida. Pode também acontecer infecg@o se ndo haver cuidado de limpeza durante e
depois desse procedimento. De qualquer maneira, vocé recebera uma pomada de antibiético para evitar
infec¢do. Entretanto, caso vocé tenha febre ou dor, "inchaco" (edema), rubor ou sangramento no local de
bidpsia deve procurar a equipe da pesquisa (Dr. Jorge Guerra ou Dra Anette Talhari). Existe também a
possibilidade de risco de perda da confidencialidade tal como outras pessoas poderiam ter acesso aos seus
dados e identifica-lo. Entretanto, serdo tomados cuidados especiais para que isso ndo acontega, pois, sua
identificagdo sera feita por meio codigos. O seu nome nio estara visivel nos frascos contendo as amostras
biolodgicas, elas serdo codificadas para evitar o risco de perda da confidencialidade.

4) Indenizacio e compensacio por danos

Se vocé desenvolver uma infecgdo localizada devido ao procedimento de coleta de sangue ou bidpsia, vocé

sera assistido pelo Dr. Jorge Guerra ou a Dra Anette Talhari, médicos integrantes da equipe de pesquisa no

FMT-HVD. O custo desse tratamento sera totalmente coberto pelo projeto. Qualquer dano decorrente de sua

participag@o somente neste estudo referente a qualquer procedimento relacionado, vocé sera assistido na FMT-
HDV e tera direito a indenizagdes ou ressarcimentos em casos de danos decorrentes de sua participagdo no

estudo.

5) Desligamento

A sua participagdo neste estudo ¢ voluntaria e sua recusa em participar ou seu desligamento do estudo ndo

envolvera penalidades ou perda de beneficios os quais vocé tenha direito.

Se vocé estiver afetado pela leishmaniose, acesso a procedimentos médicos para diagnosticos e tratamento da
doenca sera providenciado mesmo que ndo queira participar deste estudo.

Se vocé nao estiver afetado pela leishmaniose, vocé estd sendo convidado a participar do estudo como parte do
grupo controle ou como familiar do afetado. Neste caso, sua decisdo de participar ou ndo, ou de cessar sua
participag@o a qualquer momento, ndo ird interferir de nenhuma forma nos procedimentos médicos para
diagndstico ou tratamento da leishmaniose que vocé possa necessitar no futuro. Da mesma forma, sua decisao
ndo ira refletir no acesso a procedimentos médicos necessarios a algum familiar ou contato afetado pela

leishmaniose.
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6) Custo para os participantes
No caso de vocé decidir participar do estudo, vocé néo tera nenhum custo. Custos com testes laboratoriais e
analises de suas amostras na pesquisa serdo cobertos pelo estudo.

7) Beneficios
Em longo prazo, os procedimentos médicos e laboratoriais aos quais vocé sera submetido poderao facilitar a
deteccdo de resisténcia a leishmaniose e seu tratamento, tornando possivel evitar tratamentos inadequados.
Além disso, espera-se que conhecimentos cientificos adicionais sejam alcancados, com consequente melhoria
do tratamento de pessoas afetadas pela leishmaniose.

8) Reembolso
Ja que ndo havera gastos adicionais de transporte e alimentagdo devido a sua participagdo no estudo, vocé ndo
sera reembolsado por participar deste estudo.

9) Exclusividade de uso de material genético e biolégico
Amostras de DNA serdo utilizadas apenas para pesquisa de susceptibilidade a leishmaniose. Todos os
resultados obtidos no estudo, apos analise do conjunto completo dos dados, serdo publicados em artigos
cientificos. E importante reafirmar que o alvo de nossos estudos ¢ a identificagdo do fator de risco genético a
leishmaniose e contribui¢do no entendimento do mecanismo da doenga.

10) Confidencialidade dos dados
Os registros de sua participagdo neste estudo serdo mantidos confidencialmente até onde é permitido por lei e
todas as informacdes estardo restritas a equipe responsavel pelo projeto. Nenhuma informagéo genética
individual sera tornada publica. As informagdes serdo codificadas ¢ mantidas em local protegidas o tempo
todo. Somente os pesquisadores envolvidos neste estudo terdo acesso as informagdes. Apos o término deste
estudo, as informagdes serdo transcritas dos questionarios para os arquivos de computador, mantidos em local
restrito com acesso permitido apenas aos mesmos pesquisadores. Os dados deste estudo poderao ser discutidos
com pesquisadores de outras instituigdes, mas nenhuma identificacdo sera fornecida. Vocé tenha direto de
conhecer os resultados dos testes laboratoriais que serdo realizados. Os resultados da pesquisa em nenhum
momento irdo interferir no tratamento ja preconizado.

POLIMORFISMOS GENETICOS DOS GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA IMUNE E NA
CICATRIZACAO DAS LESOES EM PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTANEA EM UMA
POPULACAO CASO-CONTROLE DE MANAUS, AMAZONAS.

Vocé recebera uma copia deste Termo de Consentimento para manté-lo consigo. Se vocé tiver qualquer divida
no futuro sobre sua participag@o neste estudo, vocé pode e deve utilizar os seguintes meios de contato com os
pesquisadores responsaveis:

Dra Anette TALHARI (92) 21273429  anette@dermatologiatalhari.com.br
Dr Jorge GUERRA (92) 2127 3429  jguerra291@gmail.com
Dr Rajendranath RAMASAWMY (92) 21273447  mailto:ramasawm@gmail.com

Para quaisquer informagdes, fica disponibilizado o endereco do CEP/FMT-HVD, sito a Av. Pedro Teixeira
n°25 Dom Pedro I, Cep 69040-000, Manaus-AM, que funciona de 2% a 6* feira, das 08:00 as 14:00 horas,
telefone (92)2127-3572, e-mail: CEP@fmt.am.gov.br

CONSENTIMENTO
Li e entendi as informagdes precedentes. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas duvidas

foram respondidas a contento. Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim, indicando o meu
consentimento em participar do estudo, até que eu decida o contrario.

Assinatura ou impressao digital do voluntario Nome completo e n° do prontuario
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Assinatura do entrevistador Nome do entrevistador

Assinatura testemunha 1 Assinatura testemunha 2

Data: / /

Eu, Rajendranath Ramasawmy, coordenador do projeto intitulado: “Polimorfismos genéticos dos genes
envolvidos na resposta imune e na cicatrizagdo das lesées em pacientes com leishmaniose cutanea em uma
populagdo caso-controle de Manaus, Amazonas”, manifesto perante a CEP da Fundacdo de Medicina Tropical
do Amazonas Doutor Heitor Vieira Dourado, o meu compromisso que o projeto tera inicio apos a aprovagao
pelo CEP e tera duragdo de 36 meses.

Assinatura
Nome: RajendranathRamasawmy
CPF: 230660558-09

TERMO DE COMPROMISSO

Eu, RajendranathRamasawmy, coordenador do projeto intitulado: “Polimorfismos genéticos dos genes
envolvidos na resposta imune e na cicatrizac¢do das lesées em pacientes com leishmaniose cutdnea em uma
populagdo caso-controle de manaus, amazonas.”, manifesto perante a Fundag@o de Medicina Tropical do

Amazonas Doutor Heitor Vieira Dourado, o meu compromisso de uso e metodologia de identificacdo que
assegure o sigilo e garanta respeito e confidencialidade dos individuos envolvidos na pesquisa supracitados,
bem como assegurar que o sistema de identificagdo, utilizado garanta a recuperagdo de informagdes dos
individuos pesquisados, visando possivel necessidade de fornecimento de informagdes de interesse ou para
obtengdo de consentimento especifico para uso em novo projeto de pesquisa.

Autorizo a institui¢do a avaliar com prioridade absoluta os meus atos a partir do momento em que haja davida
sobre as amostras biologicas a serem armazanedas.

Concordo expressamente com as propostas deste termo, pelo que subscrevo-me.

Assinatura
Nome: RajendranathRamasawmy
CPF: 230660558-09

Local: Manaus Data: de de
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Projeto Imunogenética da Leishmaniose

Identifica¢do do voluntario:

1. Nome:

2. Género: Masc( )Fem ()
3.D/N__/ /

4. Idade:

5. Etnia: Branco: ( ); Misto ( ); Indio: ()
Outro(qual):

6. Tipo e local de trabalho:

Dados para contato:

1. Telefone:

2. Endereco:

3. Referéncia:

4. Tempo de Residéncia:

5. Histérico de Residéncia ( onde ja morou e por quanto

tempo):

Dados Clinicos:

1. Ja teve leishmaniose ? Sim () Nao ()

a) Se Sim ( grupo caso):

i) Caso ativo ou historico? Ativo () Histdrico ()

i1) Teve mais de uma vez ( se sim, responder iii a viii para cada episo6dio): Sim () Nao ()
iii) Data de diagndstico: /  /

iv) Forma clinica: cutanea ( ) Mucosa ()

v) Local de provavel infecgao:

vi) Tratamento:

vii) Reposta ao tratamento: Sim () Nao ()
viii)Se caso historico: Sim () Nao ()

b)Se nado ( grupo controle) - confirmado por auséncia de cicatriz

2. Ja teve malaria? Sim () Nao ()

a) Se Sim quantas:

3. Ja teve outras doengas ?

4. Prontuario da FMT-HVD:
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ANEXO C

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

Infectologia Celular e Molecular POP ICM_LB 001 vO1
Cédigo POP
Titulo Procedimento para separacao de plasma,
Buffy Coat e hemacias.
Elaborado por: Aprovado por:
Felipe Jules de Araujo Dr. Rajendranath Ramasawmy
Suzana Kanawati Pinheiro
Luan Diego Oliveira da Silva

1. OBJETIVOS
Descrever o procedimento para separagdo de plasma, Buffy Coat e hemadcias.

2. DEFINICOES
Nao se aplica.

3. RESPONSABILIDADES
Pessoal encarregado da coleta das amostras da pesquisa.
Equipe do laboratorio de biologia molecular.

4. POPS RELACIONADOS
Procedimento para realizacdo de extragdo de DNA e para realizagdo de Metodlogias
Moleculres.

1. PROCEDIMENTOS
a) Recursos necessarios
1. Sangue total de caso e controle a ser testado, armazenado em tubo.

b) Materiais

1. Pipetas automaticas de 1000 pL.

2. Ponteiras com filtro para pipetas automaticas.
3. Tubos para 1,5 ou 2,0 mL.

c) Equipamentos
1. Centrifuga

d) Reagentes
1. H20 Mili Q ou H20 de injecao.

e) Obtencio de sangue total
1. Por puncao endovenosa
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a. Obter 5 mL de sangue venoso em tubo de EDTA identificado.

b. Limpar bancada e centrifuga com éalcool a 70%, antes e apds o procedimento.
c. Centrifugar a 13000 rpm por 5 min (visualizar as 3 fases — plasma, Bufty Coat e eritrocitos).

d. Retirar o plasma e colocar em tubo de 1,5 ou 2,0 mL.

e. Retirar a camada leucocitaria (Buffy Coat) — tomar cuidado para nao retirar as hemadcias - e
colocar em tubo de 1,5 ou 2,0 mL. No tubo de buffy coat, completar com H20 Mili Q ou H20
de injecdo (gelada), fechar o tubo e homogeneizar abruptamente (na primeira vez, € nas
demais homogeneizar suavemente). Centrifugar a 13000 rpm por Smin. Obs.: Repetir 3 vezes,
até limpar.

f. Retirar os eritrocitos € colocar em tubo de 1,5 € 2,0 mL.

f) Biosseguranca
Todo procedimento deve se realizar sob condi¢des de biosseguranca (EPI’s).

g)Armazenamento das amostras
Guardar no freezer a -800C conforme as caixas indicadas (plasma, Buffy Coat e hemacias).
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ANEXO D

PROCEDIMENTO PARA EXAME DIRETO POR MEIO DA
ESCARIFICACAO DA LESAO

1. Utilizar lanceta esteril (do lado oposto ao pontiagudo) ou bisturi esteril.
2. Coletar da borda da lesao.
3. Realizar o esfregaco na lamina (duas laminas, totalizando quarto campos para

cada paciente).

Colorac¢ao da lamina com kit Panoético
1. Fixador por 1”.

2. Revelador por 1”.

3. Corante por 2”.

4. Tirar o excesso com agua.

5. Deixar secar e enxugar sem esfregar.

Microscopia
1. Colocar oleo de imersao para realizar a leitura.

2. Utilizar a objetiva de



ANEXO E

PARECER DO COMITE DE ETICA

FUNDAGAO DE MEDICINA

TROPICAL DR. HEITOR wam%m
DOURADO ((FMT-HVD))

PARECER CONSUBSTANCIADO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: POLIMORFISMOS GENETICOS DOS GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA IMUNE
E NA CICATRIZAGAO DAS LESOES EM PCACIENTES COM LEISHMANIOSE
CUTANEA EM UMA POPULAGAC CASO-CONTROLE DE MAMNAUS, AMAZONAS

Pesquisador: RAJENDRANATH RAMASAWMY

Area Teméatica: Area 1, Genética Humana,
(Trata-se de pesquisa envolendo genética humana ndo contemplada acima.);

Versdo: 3

CAAE: 09995212.0.0000.0005

Instituigio Proponents: Diretoria de Ensing @ Pesquisa - DENPE

Patrocinador Principal: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico ((CNPg))

DADOS DO PARECER

Nimere do Parecer: 289683
Data da Relatoria: 24/05/2013

Apresentagio do Projeto:

Este & um estudo genéticolepidemioldgico quantitativo, transversal, de ciéncia basica, que utilizara
ferramentas de analise genética para avangar na disseccgio do componente genético de controle da
susceplibilidade do hospedeiro 4 LTA causada pela espécie Leishmania guyanensis. Brevemente, analise
de associagio caso-controle sera aplicada, a fim de se detectar distibuigio distinta das frequéncias alélicas
e genotipicas entre grupos de casos e controles nio afetados pela doenga, recrutados de forma prospectiva,
o que indicaria envolvimento do gene investigado no controle da suscetibilidade & doenga,

Objetive da Pesquisa:

Objetive Primério;

- Avangar no entendimento da complexa natureza do controle molecular da susceptibilidade e a cura da
lesdo do ser humano a LTA. Para isso, nos aplicaremos técnicas de analise genética de associagdo
baseada em populagbes, na investigagio de locus candidato ao controle da susceptibilidade a doenga em
uma populagio brasileira,

Endarego:  Av. Pedro Teixeira, 25

Balmro: D. Padro| CEP: 69.040-000
UF: AM Municiple: MANAUS
Telefone:  (92)2127-3572 Fao: {S2)2127-3572 E-mail:  cepgfmiam.gov.be
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA Wﬂlﬂ
DOURADO ((FMT-HVD))

Coninuagio do Parecer; 251,653

Objetivo Secundario;

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

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

- Genotipar marcadores dos genes citados acima nos individuos de ambos 05 grupos de casos @ controles,
a fim de se estabelecer as frequéncias alélicas e genotlpicas em cada grupo;

- Dosar as dledinas em amostras de sangue dos pacientes com LG antes e apds o tratamento

com millefosina,

- Aplicar analise de associagio baseada em populagbes a fim de buscar evidéncias da paricipagdo de
variantes dos genes envolvidos no controle da suscetibilidade do hospedeire & 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 sfo aceitdveis levando-se em
consideracio os eventos adverses (EAS) ja descritos em indmeres ensaios clinicos que ulilizaram a
Miltefosina no tratamento da Leishmaniose Visceral e da Leishmaniose Tegumentar, Os riscos fisicos pama a
salde de participago neste estudo s80 muito pequenos e limitados ao procedimento de bidpsia e coleta de
sangue, ambos de

rotina nos laboratérics cinicos. Em ambos os cacs, woold podera sentir um desconforto temporano devido a
intredugdo da agulha. Tanto a bidpsia quanto a coleta de sangue poderd resultar em uma pequena lesdo
que quase sempre cura-se sozinha, Em raros casos, pode ocorrer infecgdo localizada,

Beneficios:

- Possivelmente os resultados deste estudo, contribuirdo para a incorporago da miltefosina comao
medicamento a ser recomendado pelo M3 no tratamento da leishmaniose cutdnea, A longo prazo, os
procedimentos médicos e laboratorials aos quais voré serd submetido poderdo facilitar a delecgdo de
resisténcia a leishmanicse e seu tratamento, tomando possivel evitar tratamentes inadequades, Alem disso,
espera-se que conhecimentos cientlficos adicionais sejam alcangados,

Enderego:  Av. Pedro Teixeira, 25

Baime: D. Pedrol CEP: §9.040-000
UF: AM Municipia: MANALS
Telofone:  {9212127-3572 Fau: (32021273572 E-mail;  cepEEim am.gov.be
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA Wﬂlﬂ
DOURADO ((FMT-HVD))

Continuagha do Parecor: 251,653

com consequente melhoria do tratamento de pesscas afetadas pela leishmaniose.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

A pesguisa & de grande relevéncia pois pretende elucidar A susceptibilidade do ser humano a fendtipes da
leishmaniose. Pretende verificar o papel de genes envolvidos no sistema imune e na cura de lesio sobre o
controle da susoetibilidade do hospedeiro a doengas infecciosas causadas por pelo diferentes parasitas
intracelulares, O Pesquisador cré que variantes dos genes possam estar envolvidos no controle da
suscelibilidade do ser humano e a cura da lesao a leishmaniose cutanea causada pela L. guyanensis em
uma populagio recrutada no municipic de Manaus,

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

Recomendagoes:
Adequar o projeto e TCLE conforme as pendéndias relatadas a seguir,

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Folha de rosto:

1- Falta preenchimentos dos itens: 10 (Outro Telefone), 12 (cargo), 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 méo, escanear e posteriormente anexar a
Flatafoma Brasil para analise por este CEP,

Resposta do pesquisador; Os campos foram preenchidoes e a nova Folha de Rosto foi anexada,

Conclusio do relator; Pendéncia atendida.

Termo de Censentimento Livre e Esclarecide:

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

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

Resposta do pesquisador: Os itens foram corrigidos.

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

b) Descrever o procedimento, riscos e desconfortos da bidpsia de pele esclarecendo como sera

Enderago:  Av. Padro Teixeira, 25

Baime: D. Padra | CEP: 69, 040-000
UF: AW Munieipie: MANAUS
Telofone:  (9252127-3572 Fax: {(92p2137-3572 E-mail:  copfmlam,gov,be
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FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA W mo
DOURADO ((FMT-HVD))

Corinuagaa o Paracer 230633

feito o exame.

Resposta do pesquisador: Os itens foram corrigidos.

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

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

Resposta do pesquisador: Fol corrigide no TCLE - métodos,

Parecer do relator: Pend&ncia atentida,

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

Resposta do pesquisador: Fol realizado a mudanga conforme solicitade pelo relator, Anexado a permissao
de eslocagem,

Parecer do relator: Pendéncia atendida,

e} No topico riscos para a salde/desconforte esclarecer quais seriam os desconforios que o paciente pode
sentir (dor, sangramento, roxo, inchago no local e até infecgiio no lecal), Relatando ainda que existe o risco
de perda da confidencialidade e que mecanismaos o projeto pretende adotar para minimiza-los, Este tépico
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 comigide no TCLE.

Parecer do relator; O TCLE informa o desconforto, sangramento e infecgfo, além de quebra da
conficendialidade, informando como sera realizado os exames, bem as medidas para minimizar os riscos,
Pendéncia atendida.

) Dentro das atribuigbes previstas no item VIll.4.c.8 da resolugio 196/96, cabe a CONEP, apis aprovacio
do CEP institucional, apreciar as pesquisas enquadradas nessa area tematica,

Resposta do pesquisador, De acordo com a revisio da Resolugio 446/2011, este protocolo ndo se indui
mais em area tematica especial e, portanto, ndo deve ser encaminhado a COMEP: Segdo VIl das
competéncias da comissao - [V - Analisare emitir parecer, no prazo de 80 dias, & acompanhar os protocolos
de pesquisa em areas tematicas especiais em gendtica humana sempre qua o

Enderego:  Av. Pedro Teineira, 25

Balme: D. Pedrol CEP: 69, 040-000
WF: AN Municipla:  MANALS
Telefone:  (922127-3572 Fan: {92§127-3572 E-mail:  cepgEimi am.gov.be
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TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA W““‘
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Continuagdo do Parecer; 282,653

projeto envolver. 1) envio para o exterior de material genético ou qualquer material biolégico humano para
obtenc¢do de material genético; 2) amazenamento de material biolégico ou dados genéticos humanos no
exterior e no Pals, quando de forma conveniada com instituigbes estrangeiras ou em instituigdes comerdiais;
3) alleragdes da estrutura genélica de células humanas para ulilizaglo in vivo, 4) pesquisas na area de
genética da reprodugdo humana (reprogenética); 5) pesquisa em genética do comportamento e 6)
pesquisas em que esteja prevista a dissociagéo irreversivel dos dados dos sujeitos da pesquisa.

Parecer do relator: A resolugdo citada trata da reestruturagdo da comissdo da CONEP, contudo a descrigio
se refere a resolugio 340/04. V1.3, O projeto ndo preenche nenhum desses critérios. Pendéncia atendida.

Detalhar na metodologia e no TCLE:

a) No tépico critério de indusio, no ha referéncia sobre o grupo controle.

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

b) No tépico crilério de exclusio esta mencionando “criangas que ndo conseguem ingerir as capsulas®. Isso
deixa davidas com relaglo 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 exclusdo,

Resposta do pesquisador: Como sugerido pelo relator, foi corrgido no projeto - critério de inclulsdo *10 a 65
anos”,

Parecer do relator: Pendéncia atendida.

c) No tépico riscos, volto a reforgar a necessidade de descrever os riscos, que no podem ser considerados
pequenos, pois além dos riscos resultantes dos procedimentos, ha o risco de perda da confidencialidade.
Resposta do pesquisador: Foi comrigido tanto no projeto como no TCLE.

Parecer do relator: Pendéncia atendida.

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

cronograma existente o recrutamento de pacientes iniciou em 03/12/12.
Resposta do pesquisador: O cronograma fol corrgido tanto no projeto anexo pelo pesquisador

Enderego: Av. Pedro Tebwira, 25

Balo: D.Pedrol CEP: 69.040-000
UF: AM Municiplo: MANAUS
Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: copffmiam.gov.br
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA ‘G RgIo0qf orma
DOURADO ((FMT-HVD))

Cortinuagio do Parecer: 280653

quanto na Plataforma Brasil.
Parecer do relator: Pendéncia atendida.

e) Solicitar a permissio para estocagem do material biokbgico: CNS Resolugao 44 1/2011.,

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

Parecer do relator: Pendéncia atendida.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

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

O presente projelo estd APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatdrios parciais e final do estudo, conforme prevé a Resolugao CNS n° 196/96 de 10 de outubro de 1996,
item 1X.2,7c”, utilizando o formulario de Roteiro para Relatério ParcialFinal de estudos clinicos Unicéntricos
e Multicéntricos, proposto pela CONEP em nossa home page.

MANAUS, 31 de Maio de 2013

Assinador por:
Maria Paula Gomes Mourido
(Coordenador)

Enderego: Av. Pedro Teixeira, 25

Balmo: D.Pedrol CEP: 69.040-000

UF: AM Municiplo: MANAUS

Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cepf@imiam.gov.br
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