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INTRODUGAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), configura-se um conjunto de enfermidade polimoérfica da pele e das
mucosas, caracterizada pela existéncia de uma variedade de formas clinicas, variando de lesdes auto-resolutivas a
lesGes desfigurante, causadas por diversas espécies de Leishmania dermotrépica dos subgéneros Viannia e Leishmania
(Silveira et al. 2004).

No Brasil, a LTA destaca-se por sua ampla distribuicdo, ocorrendo em todos os Estados da Federagdo, com mais de
25.000 casos por anos, sendo a regido norte pioneira em contribui¢do com sua incidéncia (Brasil 2007).

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatério, transmitido através da picada de flebotomineos, que se multiplica
nas células do sistema fagdcito mononuclear de mamiferos suscetiveis (Marsden 1986; Lainson et al. 1987).

A resposta imune contra diversos microrganismos é classificada em resposta imune inata e adaptativa. Apds o parasito
entrar em contato com as células apresentadoras de antigenos (APCS), que podem ser macrdofagos ou células
dendriticas, podem ser fagocitados, permitindo apds seu processamento, a apresentacdo dos antigenos aos linfocitos T
(Hoffmann et al. 1999). O inicio da resposta imune s6 ocorre apos a célula fagocitica identificar o microrganismo como
algo ndo proéprio do ser humano, através dos receptores de reconhecimento padrao, do inglés, pattern—recognition
receptors (Gordon 2012). Entre os receptores de reconhecimento padrdo esta o Toll- Like Receptor (TLR), dando inicio
a resposta imune adaptativa.

No momento existem 13 TLRs descritos em humanos. Estes apresentam padrdes moleculares associados aos patogenos
(PAMPs) de acordo com o substrato (Uematsu et al. 2006).

Diversos estudos imunoldgicos tém sido feitos para aumentar a compreensdo da resposta adaptativa na LTA. Assim,
esta doenca vem sendo usada como um modelo de respostas Thl e Th2. Infelizmente, ha ainda diversos aspectos dos
passos iniciais da infec¢do de Leishmania em seres humanos, que ainda sdao em grande parte desconhecidas. A relagdo
entre TLRs e leishmania pode ser um mecanismo chave no desenvolvimento da doenga ou no controle da mesma. E sua
ativacdo poderia influenciar na destruigao intracelular do parasito, permitindo uma resposta inflamatdria inicial mais
eficaz.

Quase todos os estudos experimentais in vitro ou in vivo em TLRs utilizaram espécies de Leishmania ndo encontradas
no Brasil. Entretanto, dentre os primeiros estudos foram utilizadas células expostas a infec¢do por Leishmania (Viannia)
braziliensis com o objetivo de identificar e quantificar a expressdo dos receptores toll-like 2,4 e 9 (Tuon 2011).
Recentemente, macréfagos de lesdes de pacientes com LTA causada por L. (V.) braziliensis foram estudadas
descrevendo-se o padrdo de expressdo de receptores toll-like 2 e 4 (TLR2 e TLR4) (Tuon et al. 2012).

O evento crucial para indugdo da resposta imune curativa contra a Leishmania é a ativacao de células capazes de
produzir citocinas protetoras. As citocinas levam a ativagdo de macréfagos via Interferon gama (IFN-y), resultando na
sintese de intermedidrios reativos de nitrogénio e oxigénio consequentemente, a morte dos parasitos intracelulares
(Salaizo-Suazo et al. 1999). Se a resposta for do tipo Th1, citocinas como IL-2, IFN-y, Fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) e Inteleucina (IL-12) serdo produzidas, ativando os macréfagos e, consequentemente, levando a destruicdo dos
parasitos. Mas, se a resposta for do tipo Th2 serdo produzidos IL-4 e IL-10, que inibem a ativacdo macrofagica e,
consequentemente, as formas clinicas aparecerdo. A Leishmania é capaz de direcionar a diferenciagdo de células T para
uma resposta do tipo Th2, caracterizada pela persisténcia da infecgdo (Bogdan e Rollinghoff 1998; Reis et al. 2006)
Paralelamente a existéncia de uma resposta imunoldgica por parte do hospedeiro, a sobrevivéncia e a persisténcia
parasitaria dependem de estratégias de escape da resposta imune inata e adaptativa (Reis et al. 2006).

Sabendo da importancia dos TLRs na resposta imune da doenga cutdanea pela Leishmania, a auséncia de estudos de
células mononucleares de humanos envolvidos na resposta a infec¢do por Leishmania no Estado do Amazonas, e com
intuito de averiguar a expressdo destes receptores em estudo posterior, o presente estudo visa a separagdo e
contagem de células mononucleares do sangue periférico de pacientes com leishmaniose cutanea.
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MATERIAL E METODOS

Obtencdo do sangue periférico humano

Este estudo foi realizado no Laboratério de Leishmaniose e Doengas de Chagas do Instituto Nacional de Pesquisa da
Amazonia (INPA). Foram inclusos pacientes com o diagnédstico clinico-parasitoldgico positivo para LTA, com idade maior
de 18 anos, de ambos os sexos, residentes do municipio de Rio Preto da Eva e Manaus. Os critérios de exclusdo foram:
menores de 18 anos e mulheres gravidas. O grupo controle foi composto de cinco pacientes saudaveis e sem histérico
anterior para infec¢do por Leishmania. O sangue venoso foi coletado em tubos vacutainer (BD Vacutainer™), contendo
anticoagulante EDTA. O estudo faz parte de um projeto aprovado pelo comité de ética em pesquisa do INPA com o
protocolo nimero 84/12.

Separacdo de células mononucleares

O sangue foi colocado cuidadosamente sobre meio de separagdo de linfécitos (Histopaque — 1077, Sigma) numa
proporgao de 2 mL sangue para 4 mL de Ficol, e centrifugada a 520 g, durante 25 minutos a temperatura ambiente sem
travao em centrifuga com rotor basculante. Apds centrifugacdo o anel de células mononucleares foi cuidadosamente
recolhido e submetido a trés lavagens com solugdo de PBS 1X, a 370 g durante 10 minutos a +4°C. O sedimento foi
ressuspenso em 350 pl de RNAlater™ (QIAGEN) e armazenada em -80°C até seu uso.

Isolamento de parasitos e expansdo parasitaria

De cada paciente foi realizado a coleta de sangue e paralelamente o exame de diagndstico para LTA por escarificacdo
da borda das lesGes cutaneas para pesquisa de amastigotas em lamina e isolamento parasitario a partir do raspado. As
laminas foram coradas pelo método Pandtico e observadas em microscopio Optico com aumento de 1000x. O
diagnéstico positivo foi confirmado pelo encontro de formas amastigotas presentes na lamina. O isolamento dos
parasitos foi realizado em meio NNN d&gar sangue pela semeadura do raspado da lesdo. Apds o crescimento dos
flagelados no meio, estes foram transferidos para frascos de cultura de células contendo meio RPMI suplementado com
10% de soro fetal bovino para a expansao celular.

Preparo de Massa para Criopreservacao
O frasco de cultura de células apds expansdo celular foi centrifugado durante 15 minutos a 4.400 rpm. Apds

centrifugacao foi retirado o sobrenadante e o pellet ressuspendido em solugdo de criopreservagdo, que consiste em
30% de soro fetal bovino + 70% de meio Schneider/3ml de SFB + 7ml de meio, e transferido para tubos de
criopreservacdo passando entdo por um processo de congelamento gradual e armazenados em freezer -80°C até seu
uso.

Preparo de Massa para Isoenzimas
ApOs crescimento parasitdrio em meio préprio, o material foi centrifugado para obtenc¢do de pellet a 500 rpm por 15

minutos e refrigerado a 4°C. O sedimento foi lavado 1x em tamp3do de isoenzimas (0,85% NaCl, 0,01m EDTA) a 500 rpm
por 15 minutos. Em seguida ressuspendeu-se em 1ml do mesmo tampao em frasco de criopreservagdo e centrifugado
a 400 rpm por 7 minutos. Apés centrifugagdo foi retirado o sobrenadante e armazenado em freezer -80°C até seu uso.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de estudo foram atendidos 18 pacientes no Laboratério de Leishmaniose e Doenga de Chagas do
INPA, dos quais foram selecionados 11 individuos com exame direto positivo para Leshmania sp. oriundos de Rio Preto
da Eva e Manaus conforme observado na tabela 1. Do total dos 11 pacientes envolvidos na pesquisa, 10% eram do sexo
masculino e 1% do sexo feminino, a idade variou na faixa etdria de 23 a 59 anos. Estes pacientes apresentaram lesdes
cutaneas ulceradas localizadas nos membros superiores e inferiores.

Através da coleta do sangue desses pacientes foi feita a separagdo e contagem de células mononucleares
criopreservadas para posterior estudo dos receptores Toll-like.

Para a continuidade deste estudo, parasitos foram separados, criopreservados e expandidos para caracterizagdo por
isoenzimas, permitindo assim o estudo de associagao de receptores especificos a espécie de Leishmania.

Na infec¢do por parasitos os TLRs desempenham um papel essencial na ligacdo entre a imunidade inata e a adaptativa
aumentando a fagocitose e o processo de morte dos patogenos(Pasare e Medzhitov 2004).

Na Leishmaniose os TRLs mais estudados sdo o TLR2 e TRL4 sendo demonstrado sua participa¢do no reconhecimento e
subsequente resposta imune em Leishmania (Leishmania) major (Ribeiro-Gomes et al. 2007; Becker et al. 2003; Flandin
et al. 2006).
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No primeiro estudo a relatar a resposta imunoldgica relacionada com TLR2 e TLR4 com por L. (V.) braziliensis, foi
demonstrado que TLR2 é o TLR mais comum na doenga ativa, principalmente em macréfagos sem correlagdo com a
quantidade de citocinas e outras células. Os autores também afirmam que a participagdo de TRL2 e TRL4 é semelhante
a L. major (Tuon et al. 2012).

A maioria dos estudos envolvendo TLRs e Leishmania envolveu estudos em modelos animais e in vitro em espécies nao
encontradas no Brasil e o que se percebe é que ainda existem muitas lacunas dentro do processo de resposta
imunoldgica que necessitam ser elucidadas.

Sabendo-se que é relevante o papel que os TLRs tém na resposta imune inata e esta, por sua vez, pode influenciar a
resposta imune adaptativa e, consequentemente, o fendtipo da doenca, além de que o desenvolvimento de novos
medicamentos, vacinas, testes de diagndstico e de progndstico, perspectivas estdo relacionadas com o conhecimento
da resposta imune é importante o estudo das células da resposta imune que expressam TLR, bem como a relagdo
destes receptores com outras células e a produgdo de citocinas em espécies que ocorrem no pais e principalmente as
que estdo relacionadas com a LTA da regido norte como a L (V.) guyanensis entre outras.

Tabelal. Numero de isolados de células mononucleares e parasitos de pacientes com LTA de Rio Preto da Eva

e Manaus.
ISOLADOS SEXO IDADE CELULAS CRIOPRESERVACAO ISOENZIMAS
MONONUCLEARES

MHOM/BR/13/IM6101 Masculino 31 X X X
MHOM/BR/13/IM6106  Feminino 38 X X X
MHOM/BR/13/IM6110 Masculino 59 X X X
MHOM/BR/13/IM6112 Masculino 59 X X X
MHOM/BR/14/IM6116 Masculino 27 X X X
MHOM/BR/14/IM6117 Masculino 33 X X X
MHOM/BR/14/IM6118 Masculino 23 X X X
MHOM/BR/14/IM6119 Masculino 23 X X X
MHOM/BR/14/IM6120 Masculino 40 X X X
MHOM/BR/14/IM6121 Masculino 41 X X X

MHOM/BR/14/IM6122  Masculino 34 X X X

Legenda: Isolados: M- mamifero; HOM- Homo sapiens; BR-pais de origem (Brasil)/ano de isolamento/cddigo
original utilizado pelo INPA.

CONCLUSAO

O estudo com pacientes com LTA na regido amazonica pode ser considerado laborioso devido as diversas dificuldades
em acesso a populacdo atingida pela patogenia, ocasionados pelas caracteristicas demograficas, logistica, entre outros
fatores que contribuem para dificuldades em chegar a estas pessoas com a doenga, assim ndo permitindo um maior
sucesso na pesquisa com o isolamento de células que apresentam um tempo curto de sobrevida para a sua preservagao
e estudo.

No entanto, iniciativas que possam trazer informacdes preliminares sobre como sdo expressos os receptores Toll-like
em pacientes infectados pela LTA ajudam a entender como funciona o mecanismo dessa infec¢do e sua associagcdo com
células do hospedeiro, sendo de extrema importancia para o controle da patologia e assim elucidar a relagdo entre
parasito, hospedeiro e resposta imune.
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