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I. RESUMO

CARACTERIZAQAO DA RESPOSTA IMUNE DE FAMILIARES DE PACIENTES COM
LEISHMANIOSE CUTANEA RESIDENTES EM UMA AREA ENDEMICA DE
TRANSMISSAO DE Leishmania braziliensis. Introducdo: Do ponto de vista imunoldgico a
leishmaniose cutanea (LC) é caracterizada pela producdo exagerada de IFN-y antigeno
especifica e teste de hipersensibilidade tardia positiva ao antigeno do parasito (Reacdo de
Montenegro). Este teste é utilizado para o diagnostico da doenca e também para a
determinacdo de exposi¢do a antigenos do parasito, mesmo na auséncia da doenca. Cerca de
10% dos individuos sadios residentes em area de transmissdo de L. braziliensis respondem a
Reacdo de Montenegro (RM), mesmo sem apresentar manifestacdes clinicas da doenga.
Objetivo: Identificar em familiares de pacientes com leishmaniose cutédnea sem sinais da
doenca ativa ou pregressa, evidéncia de exposicdo a L. braziliensis e avaliar a resposta imune

nesses individuos. Materiais e Métodos: Este estudo incluiu 308 contatos domiciliares de

pacientes com LC moradores em uma area endémica de transmissdo de L. braziliensis na
Bahia, Brasil. Foi avaliada producéo de IFN-y antigeno especifica em sangue total através da
técnica de ELISA e em seguida foi realizado a RM. A evidéncia de resposta imune foi
baseada na RM positiva e/ou produgdo in vitro de IFN-y em culturas estimuladas com
antigeno de leishmania. Foi avaliada também a producdo de CXCL9, CXCL10 e CCL2
através da técnica de ELISA. Resultados: A evidéncia de resposta imune foi observada em 54
(17,5%) dos 308 individuos avaliados. Especificamente 36 (11,6%) familiares tiveram a RM
positiva e 40 (12,9%) produziram IFN-y. Todavia, dos 36 individuos com RM positiva, a
producdo de IFN-y somente foi observada em 22(61,1%) e em 40 familiares produtores de
IFN-y 22 (55%) tiveram a RM positiva. A despeito de haver correlacdo entre a RM e a
producédo de IFN-y (p < 0,0001), uma concordancia moderada entre a produgédo de IFN-y e a
RM (k = 0,49) foi observada. Individuos com evidéncia de resposta imune produziram mais
CXCL9, CXCL10 e CCL2 que individuos sem evidéncia de resposta imune. Além disso, uma
correlagéo direta entre a producédo de IFN-y ¢ o didmetro da RM e a produ¢ao de quimiocinas
foi observada. Apesar de a RM ser considerada um marcador de infecgcdo por L. braziliensis,
uma elevada porcentagem de individuos com reagdo negativa produziu quimiocinas e IFN-y.
Conclusdo: Mais de um teste imunoldgico precisa ser utilizado para identificacdo de

exposicdo a L. braziliensis. Em adicdo a RM a avaliagdo da producdo de IFN-y deve ser
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realizada. Adicionalmente, determinacdo de quimiocinas pode ser usada como marcador

de exposicéo a L. braziliensis.

Palavras- chave: 1. Leishmaniose Cutanea; 2. Infeccdo por L. braziliensis; 3. Reacédo de

Montenegro; 4. Quimiocinas.
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Il. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Identificar em familiares de pacientes com leishmaniose cutdnea sem sinais da

doenca ativa ou pregressa, evidéncia de exposicao a L. braziliensis.

Il. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a resposta imune de familiares de pacientes com leishmaniose cutanea
residentes no mesmo domicilio dos casos indices sem evidéncia de doenca ativa ou pregressa

por L. braziliensis;

2. Identificar se em adicdo ao teste de hipersensibilidade tardia, a producéo in

vitro de IFN- y ¢ indicativo de existéncia de exposicao a L. braziliensis;

3. Avaliar a producdo de quimiocinas em individuos com evidéncia de exposicao

a L. braziliensis.
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I1l. INTRODUCAO

Nos ultimos 20 anos o Servico de Imunologia do Hospital Universitario Professor
Edgard Santos tem realizado estudos epidemioldgicos, clinicos e imunoldgicos na area
endémica de leishmaniose tegumentar, na vila de Corte de Pedra, municipio de Tancredo
Neves. Esta é uma area de transmissdo de L. braziliensis que registra as maiores taxas de
incidéncia no estado.

Nessa area endémica o numero de casos de leishmaniose cutanea (LC) vem
aumentando nos dltimos 20 anos. Enquanto na década de 80 cerca de 300 casos/ano de
leishmaniose cutdnea eram cadastrados no Posto de Saude de Corte de Pedra, entre 2005 e
2006 um total de 1396 casos foram atendidos neste centro (Guimaraes et al. 2009) e em 2008
mais de 2000 casos de leishmaniose foram acompanhados no Posto de saude de Corte de
Pedra. Outro aspecto epidemioldgico importante e que facilitou a realizacdo deste estudo
nesta area é a ocorréncia de agregacdo familiar de casos de leishmaniose cutdnea. Em um
estudo recente, enquanto a prevaléncia de leishmaniose cuténea entre familiares de casos
indices de leishmaniose foi de 36%, em familiares de controles a prevaléncia de leishmaniose
cutanea foi de 19% (Castellucci et al. 2005), indicando que fatores ambientais e/ou fatores
genéticos influenciam a evolucdo clinica de infeccdo por L. braziliensis. Em adicdo aos que
desenvolvem a doenga cerca de 10% dos individuos residentes em uma éarea endémica
apresentam evidéncia de resposta a Reacdo de Montenegro (RM) sem que apresentem
manifestagdes clinicas sendo consideradas como portadores de uma forma subclinica da
leishmaniose cutanea (Follador et al. 2002). Todavia, é possivel que além da Reacdo de
Montenegro outros testes tenham a capacidade de determinar exposi¢do a L. braziliensis
assim como determinar infeccdo subclinica. Devido a LC ocorrer predominantemente em

familiares de individuos acometidos pela doenca, uma estratégia importante para identificar
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individuos expostos a infeccdo é avaliar familiares de pacientes com leishmaniose cutanea.
No presente estudo além de estabelecer uma coorte de familiares residentes no mesmo
domicilio de pacientes com leishmaniose cutanea foi também avaliado se outros testes, em

adicdo a reacdo de Montenegro, podem determinar exposicao a L. braziliensis.
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IV. REVISAO DE LITERATURA

IV.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E BIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE

TEGUMENTAR AMERICANA

A leishmaniose legumentar americana (LTA) constitui um problema de salde
publica no Brasil, assim como em outros paises do Novo Mundo. A incidéncia anual de casos
da doenca é de 1.500.000 em todo o mundo e cerca de 400 milhdes de pessoas estdo expostas
a infeccdo (Desjeux, 2004). Dados epidemiolégicos demonstram que, no Brasil, a LTA
representa a segunda doenca tropical de maior prevaléncia, sendo as regides norte e nordeste
as principais areas endémicas (Brasil, 2007).

A LTA é uma zoonose causada por protozoarios parasitas intracelulares do género
Leishmania, com uma ampla distribuicdo geografica em areas tropicais e subtropicais das
Américas (OPAS, 1994). E causada predominantemente pela Leishmania braziliensis,
Leishmania guyanensis, Leishmania mexicana e Leishmania amazonensis (Lainson, 1983;
Grimaldi et al. 1989; Kedzierski et al. 2006) sendo endémica na América do Sul e América
Central.

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum da doenca, e se caracteriza por
uma lesdo ulcerada unica com bordas elevadas, frequentemente localizada nos membros
inferiores (Llanos Cuentas et al. 1984). Tem uma incidéncia de 8.1 casos por 1.000 pessoas no
sul do estado da Bahia onde a L. braziliensis é responsavel por mais do que 95% dos casos de
leishmaniose cutanea (Jones et al, 1987). A vila de Corte de Pedra, municipio de Tancredo
Neves, localizada no sudeste da Bahia, situada a cerca de 300 km da cidade de Salvador, é
uma area de transmissdo de L. braziliensis e registra as maiores taxas de incidéncia no estado.

L& séo encontradas as trés formas de leishmaniose tegumentar causadas por L. braziliensis, a
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leishmaniose cutanea (LC), a leishmaniose disseminada (LD) e a leishmaniose mucosa (LM).
Mas a leishmaniose tem sido assinalada em todos os estados, constituindo, portanto, uma das
afeccOes dermatoldgicas que merece maior atencdo, devido a magnitude da doenca, assim
como pelo risco de ocorréncia de deformidades que pode produzir no homem. Existem
também reflexos no campo social e econdmico, uma vez que, ha maioria dos casos, pode ser
considerada uma doenca ocupacional (FUNASA, 2000).

Os parasitas do género Leishmania possuem um ciclo de vida digenético
(heteroxénico), vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores, estes
ultimos sendo responsaveis pela transmissdo dos parasitos de um mamifero a outro. Nos
hospedeiros mamiferos, representados na natureza por varias ordens e espécies, 0s parasitos
assumem a forma amastigota, arredondada e imovel, que se multiplica obrigatoriamente
dentro de células do sistema monocitico fagocitario. A medida que as formas amastigotas v&o
se multiplicando, os macrdfagos se rompem liberando parasitos que sdo fagocitados por
outros macréfagos. As espécies do género Leishmania sdo transmitidas pela picada de fémeas
infectadas de dipteros da sub-familia Phebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia — no
Novo Mundo, e Phlebotomus — no Velho Mundo. Nos flebotomineos as leishmanias vivem
no meio extracelular, na luz do trato digestivo. Ali, as formas amastigotas, ingeridas durante o
repasto sanguineo, se diferenciam em formas flageladas, morfolégica e bioquimicamente
distintas das amastigotas (Killick-Kendrick, 1979, 1990, 1991 apud Gontijo & Carvalho,
2003), sendo posteriormente inoculadas na pele dos mamiferos durante a picada.

Durante esse processo, o conteudo da glandula salivar € depositado no local da
picada, promovendo o blogueio de mecanismos hemostaticos do hospedeiro que beneficiam o

vetor na obtencédo do alimento (Teixeira et al. 2005)
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Sendo assim, a epidemiologia da leishmaniose depende das caracteristicas da espécie
do parasito, as caracteristicas ecoldgicas dos locais de transmissdo, a exposicdo atual e

passada da populacdo humana ao parasito e da resposta imune do hospedeiro.
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IV.2 ASPECTOS CLINICOS E IMUNOLOGICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

AMERICANA

O principal mecanismo de defesa contra a leishmania é mediado por uma resposta do
tipo Thl com producdo de IFN-y que ativa os macréfagos para matar o parasito. A reagao de
hipersensibilidade tardia positiva contra o antigeno de leishmania (Reacdo de Montenegro),
bem como a proliferacédo de linfocitos e alta producéo de INF-y e TNF-a sdo caracteristicas da
LC (Carvalho et al. 1985; Bacellar et al. 2002).

Estudos experimentais demonstram que, nas fases iniciais da infec¢do por leishmania,
a relacdo parasita-hospedeiro ocorre de forma semelhante nos animais resistentes e
susceptiveis a doenca. Neste estagio, o neutréfilo tem papel importante na destruicdo do
parasita, sua atividade leishmanicida relaciona-se a presenca da enzima mieloperoxidase e a
producdo de metabolitos do oxigénio e do nitrogénio, gerados por mecanismo fagocitose
induzida.

J& estd bem documentado que a producdo de IFN-y é importante para o controle da
infeccdo por leishmania por estimular a producéo de 6xido nitrico e superoxido por fagocitos
(Murray et al. 1983; Liew et al. 1991) Na auséncia da ativacdo de células Thl a producéao de
IFN-y é baixa ou ausente, os macrofagos perdem a capacidade de destruir leishmanias e
formas disseminadas da leishmaniose sdo observadas assim como a leishmaniose visceral e
leishmaniose cutanea difusa (Carvalho et al. 1985; Bomfim et al. 1996). Todavia nas formas
cutdnea e mucosa da leishmaniose tegumentar a despeito de existir uma resposta imune
protetora, os pacientes evoluem para a doenga. Evidéncias tém sido acumuladas de que a
resposta imune participa da lesdo tecidual da leishmaniose tegumentar: 1) Os pacientes com
LC e LM apresentam altas producdes de IFN-y e TNF-a (Ribeiro de Jesus, 1998; Bacellar,

2002) mas em vez de controlar a infeccdo, desenvolvem Ulceras cutdneas e mucosas; 2)
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Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de pacientes com LM e LC quando
estimuladas com antigeno de L.braziliensis in vitro produzem baixa concentracéo de 1L-10 e
a adicdo exogena dessa citocina ndo modula a producdo de IFN-y e TNF-o. nesses pacientes
(Bacellar, 2002); 3) Embora IL-10 seja expressa em células da lesdo de pacientes com LM e
LC, as células da lesdo mucosa expressam menos receptor de 1L-10 do que células da les&o
cutanea (Faria, 2005); 4) O uso da pentoxifilina (inibidor da producédo de TNF-a) associada ao
antimonio (droga de primeira escolha no tratamento das leishmanioses), cura pacientes com
leishmaniose cutanea e mucosa que sdo refratarios ao tratamento com antimonial (Lessa et al.
2001) e associacdo de antimonial com pentoxifilina é mais efetiva que o antimonial sozinho

na cura de leishmaniose mucosa (Machado et al. 2007).
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IV.3. INFECCAO SUB-CLINICA POR LEISHMANIA

Desde a década de 60 ja tinha sido demonstrada a existéncia de infeccdo assintomatica
por L. mexicana. (Gonzélez & Biagi. 1968). Um estudo em uma area endémica do Espirito
Santo teve por objetivo entender um pouco mais sobre as infec¢fes subclinicas e reavaliar os
métodos diagnosticos que pudessem caracteriza-las (Guerra et al. 1985). Infeccdo subclinica
por leishmania tem sido mostrada em areas endémicas de Leishmania chagasi, agente que
causa a leishmaniose visceral (Carvalho, 1994).

Como prova de infeccdo subclinica outros estudos mostram que individuos sem
historia de doenca podem apresentar evidéncia de infeccdo demonstrada através do teste de
hipersensibilidade tardia ao antigeno de leishmania que é utilizado para determinar a
prevaléncia de exposicdo a leishmania (Guerra et al. 1985; Weigle et al.1991; Follador et al.
1999; Camera et al. 2006).

A exemplo do que ocorre em outras doencas infecciosas e parasitérias, o estudo da
resposta imune em individuos que montam resposta a infeccdo e ndo desenvolvem a doenca
aparente consiste em uma boa forma de entender 0os mecanismos imunoldgicos de protecdo
contra infecgdo. Comparados com pacientes com leishmaniose cutanea, os portadores de
infeccdo subclinica apresentam uma menor producdo de IFN-y, sugerindo que essa resposta
imune modulada tem a capacidade de controlar a infeccdo sem causar patologia (Follador et
al. 2002).

Na Colémbia um estudo mostrou que as respostas a Reacdo de Montenegro foram
ligeiramente maiores entre os individuos assintomaticos quando comparados com individuos
com LC e que a proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foi
semelhante a dos individuos com LC assim como, a producao de IFN-y, 1L-12p40 e 1L-10

apos exposicdo in vitro a L. panamensis (Trujillo et al. 2002).
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Embora poucos estudos tenham sido realizados para avaliar a prevaléncia da infeccédo
sub-clinica por L.braziliensis, a reacdo de Montenegro positiva na auséncia de manifestaces
clinicas de LTA foi observado em aproximadamente 10% dos individuos que residem em
areas de transmissdo de L. braziliensis. (Davies et al. 1995; Follador et al. 2002).

Evidéncia de infeccdo subclinica por L. chagasi foi determinada por um ELISA
positivo ou teste intradérmico e foi documentada em 18 de 40 parentes (45%) e em 26 dos 95
(27%) vizinhos do caso indice de leishmaniose visceral. Além disso, a producéo de IFN-y nos
individuos assintomaticos foi maior do que a encontrada nos individuos com leishmaniose
visceral ativa e similar aos individuos curados (D'Oliveira Janior et al. 1997). Sassi et al.
(1999), mostraram que a infeccdo assintomatica por L. major induz uma resposta imune
celular similar em intensidade a aquelas dos pacientes curados.

Os individuos com infec¢do subclinica por L. braziliensis apresentam uma producao
mais baixa de IFN-y e TNF-a. quando comparados com pacientes com leishmaniose cutanea
apos estimulacéo in vitro com antigeno soltvel de L.braziliensis (SLA) (Follador et al. 2002).
Por outro lado, células destes individuos produzem mais IL-5 e IL-10 que pacientes com
leishmaniose cutanea (Follador, 1999; Bittar, 2007). Todavia, 0 mecanismo pelo quais 0s
portadores de infeccdo subclinica por L. braziliensis controlam a infeccdo ndo é determinado.
Até o momento a reacdo de Montenegro é o unico marcador indicativo de exposicao prévia a
L. braziliensis. Para o entendimento da patogénese da doenca é importante determinar a
relacdo entre exposicao ao parasito e desenvolvimento da doenca. Para isso faz-se necessario
que seja identificado, além da reacdo de Montenegro, se existem outros marcadores de

exposicao a infecgdo por L. braziliensis.
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IV.4 QUIMIOCINAS

As quimiocinas sao um sub-grupo de citocinas e que tem como principal propriedade o
recrutamento seletivo dos leucdécitos para o local da infeccdo. A maioria das quimiocinas
atraem neutréfilos e mondcitos enquanto CXCL9 (monoquina induzida por IFN-y ) e
CXCL10 (proteina indutora de IFN-y), estdo envolvidas no recrutamento e ativacao de células
T (Ritter & Korner, 2002). O recrutamento da populacao celular no inicio da infec¢éo parece
ter papel importante no desenvolvimento da doenca. Apds a infeccdo por leishmania os
neutrofilos sdo as primeiras células a chegar ao sitio da infeccdo seguida pelos
monaocitos/macréfagos. Durante esta fase membros da familia das quimiocinas tem uma
importancia fundamental na atracdo dos subtipos de leucécitos no sitio da infeccdo e também
de estimula-los (Rot & Andrian, 2004). O papel das quimiocinas na infeccdo por leishmania,
além do recrutamento dos leucacitos, inclui participacdo na imunidade mediada por células,
ativacdo celular e atividade leishmanicida (Teixeira, 2006). A producédo de diferentes padrdes
de quimiocinas associadas as varias formas clinicas da leishmaniose tegumentar sugere uma
importante participacdo dessas moléculas na resposta imune na leishmaniose. Por exemplo, as
lesdes de pacientes com leishmaniose cutdnea localizada auto curavel apresentam alta
expressdo de CCL2, CXCL9 e CXCL10 (Ritter & Korner, 2002). Em uma é&rea de
transmissao de L. donovani a produgdo de CXCL9 e CXCL10 foi menor nos individuos com
infeccdo assintomatica que nos pacientes com leishmaniose visceral (Hailu et al. 2004).
CCL2, uma quimiocina que atrai monocitos e celulas TCD4+ (Penido, 2003) também esta
envolvida na ativacdo de macrofagos para matar leishmania (Brandonisio et al. 2002).
Entretanto, recentemente, um estudo mostrou que macrofagos de individuos com infeccédo
subclinica, infectados com L. braziliensis produzem menos CXCL9 e CCL2 que macrofagos

de pacientes com leishmaniose cutdnea e leishmaniose mucosa, sugerindo que essas
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moléculas participam também da forte resposta inflamatdria observada na LTA (Giudice et al.

2011).
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VI. HIPOTESE

e Em adicdo ao teste de hipersensibilidade tardia ao antigeno de leishmania,

evidéncia de infecgdo por L.braziliensis pode ser identificada por outros testes imunologicos.
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VII. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

V1.1 DESENHO DO ESTUDO

Inicialmente foi estabelecida uma coorte de familiares de pacientes com
leishmaniose cutanea sem evidéncia atual ou pregressa da doenca. Para a identificacdo de
marcadores imunoldgicos de exposicdo ao parasito foi realizado um estudo de corte

transversal nestes familiares de pacientes com leishmaniose cutanea.

V1.2 POPULACAO DE ESTUDO

Para determinar o nimero de familiares de pacientes com leishmaniose cuténea que
deviam participar da coorte, um célculo amostral foi feito baseado em estudo anterior no qual
foi documentado que a frequiéncia de casos de LC ativa ou pregressa entre familiares de casos
indices de leishmaniose cutanea foi de 34% (Castellucci et al. 2005). Baseado na estimativa
que 10% dos individuos com infeccdo subclinica por L. braziliensis desenvolverdo
leishmaniose e que 40% dos individuos sem evidéncia de resposta imune a antigeno de
leishmania, desenvolverdo leishmaniose, um total de 240 individuos (120 por grupo) tera um
poder de 80% para detectar uma diferenca significante de 0.05 assumindo 10% de perda.

Foram identificados 76 casos indices que foram selecionados por terem apresentado a
doenga um ano antes do inicio deste trabalho e por residirem a uma distancia de até 25 km do
posto de Salde de Corte de Pedra. A partir destes pacientes foram identificados 533 contatos
familiares. Destes, 512 individuos avaliados, 204 apresentavam doenca ativa ou histéria
pregressa e foram excluidos do estudo. Nos 308 familiares que ndo apresentaram evidéncias

de sinais de doenca ou de les&o cicatricial compativel com leishmaniose cutanea, foi aplicado
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um questionario com sobre aspectos demograficos e ambientais (ANEXO 1) e sangue foi
coletado para realizacdo da avaliacdo da producdo in vitro de citocinas e quimiocinas.
Posteriormente a coleta de sangue, o teste de Montenegro foi realizado.

Apos os resultados da Reagdo de Montenegro e da produgdo IFN-y foram identificados
54 individuos com evidéncia de resposta imune que foram divididos em 3 grupos: 22
individuos com RM (+) IFN-y (+), 14 individuos com RM (+) IFN-y (-) e 18 individuos com
RM (-) IFN-y (+). Dos individuos sem evidéncia de resposta imune 51 foram selecionados
para participar do grupo controle: RM (-) IFN-y (-). Estes ultimos individuos foram pareados

levando em consideracédo o local de moradia, sexo e idade.

V1.3 AREA DE ESTUDO

H& mais de 25 anos o Servico de Imunologia do Complexo Hospitalar Universitario
Professor Edgard Santos (ComHUPES) desenvolve trabalhos de pesquisa clinica e
imunoldgica (Carvalho et al. 1985; Schriefer et al. 2004; Machado et al. 2011) e promove
assisténcia a pacientes com leishmaniose tegumentar no Sudeste da Bahia onde em 1986 foi
construido o Posto de Salude de Corte de Pedra, que se tornou referéncia para diagndstico e
tratamento da LTA. Corte de Pedra, uma regido rural no Nordeste do Brasil endémica para
leishmaniose tegumentar americana, pertence ao municipio de Tancredo Neves situado a
cerca de 280 km de Salvador. A area era anteriormente dominada pela Mata Atlantica e agora
é uma comunidade formada majoritariamente por areas desmatadas agricolas. Lutzomyia
whitmany e Lutzomyia intermedia, flebotomineos que transmitem L. braziliensis séo
endémicos na fauna local (Grimaldi et al. 1989; Miranda et al. 2002). Adicionalmente, a cada

duas semanas, uma equipe de medicos e pesquisadores do Servico de Imunologia, atende
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pacientes no posto, ocasido em que sao selecionados 0s casos que participardo dos projetos de
pesquisa. A estrutura do posto de salde de Corte de Pedra torna capaz o atendimento dos

individuos desta area endémica, fornecendo tratamento adequado quando necessario.
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V1.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

1. Individuos familiares de pacientes com LC sem diagndéstico de LC ativa ou evidéncia
de cicatriz de LC pregressa;

2. Individuos com idade entre 2 e 60 anos;

3. Aceitacdo de participar do estudo apds a leitura do termo de consentimento livre e

esclarecido

VI1.5. CRITERIOS DE EXCLUSAO

1. Pacientes com leishmaniose cutanea ou cicatriz tipica da doenca;
2. Individuos que realizaram o teste de Montenegro até 3 meses antes da data de coleta
de sangue;

3. Néo concordar em participar da pesquisa.
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V1.6. AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE

Foram coletados 15 ml de sangue heparinizado de cada participante antes da
realizacdo da Reacdo de Montenegro. Um mL de sangue total foi colocado em uma placa de
24 orificios (Thechno Plastic Produtcs AG) onde foi adicionado o antigeno soltvel de L.
braziliensis (SLA) na concentracdo de 20pg/mL. Como controle positivo da cultura, o sangue
total também foi estimulado com o mitdégeno Phitohemaglutinina (PHA) na diluicédo de 1:10.
Logo apos, as placa foram incubadas & 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2 por 72 horas.
Apbs esse periodo foi coletado o sobrenadante, e as amostras foram estocadas & — 20°C para
dosagem de citocinas e quimiocinas. A produgdo de IFN-y, CXCL-9, CXCL-10 e CCL2
foram avaliadas nos sobrenadantes de cultura pelo método imunoenzimético (ELISA)
utilizando-se reagentes comercialmente disponiveis da BD OptEIA™. A leitura do aparelho
foi feita usando o leitor de placas modelo Emax (Molecular Devices). Uma curva padréo foi

utilizada para expressar os resultados em pg/ml.
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V1.7 TESTE DE HIPERSENSIBILIDADE TARDIA (TESTE DE MONTENEGRO) PARA

O ANTIGENO DE LEISHMANIA:

O teste in vivo foi realizado sempre apds a coleta de sangue para o teste in vitro, com
a finalidade de evitar a possivel influéncia da reacdo do teste cutdneo na resposta imune
determinada in vitro. O teste de Montenegro foi realizado utilizando antigeno soltvel de
L.braziliensis como descrito anteriormente (Reed et al. 1986). A quantidade de 0,1 ml do
antigeno foi injetada por via intradérmica no antebraco e apds 48-72 horas o maior didametro
da area de induracdo foi medido. A reacdo foi considerada positiva quando o diametro foi

maior ou igual a 5 mm.

V1.8. ANALISE ESTATISTICA

A anélise da concordancia entre a RM e a producédo de IFN-y foi realizada através do
calculo da estatistica Kappa (x) de acordo com intervalo de confianca de 95%. As
caracteristicas demograficas foram comparadas entre grupos de individuos, como segue: para
as variaveis continuas foi utilizada ANOVA de uma via. Quando o valor de P foi <0,05 foi
realizado o pos-teste de pares de Bonferonni. O qui-quadrado (3?) ou teste exato de Fisher
foram utilizados para as varidveis categéricas. O teste T de Student foi utilizado para
comparar as médias de duas distribuicbes normais, independentes, supondo que se trata de
duas populaces distintas. Para a anélise de producdo de IFN-y e quimiocinas em culturas ndo
estimuladas e estimuladas, o teste de Wilcoxon foi utilizado. As correlages foram realizadas
pelo método de Spearman. Os softwares usados para as analises estatisticas foram o0 STATA

versdo 11 (College Station, TX) e GraphPad InsStat3 (La Jolla, CA).



38

VI1.9. CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho faz parte de um estudo de coorte cujo titulo é “Incidéncia de
leishmaniose cutanea em familiares de pacientes com leishmaniose e avaliacdo da resposta
imune nestes individuos.” e esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Maternidade
Climério de Oliveira com o Parecer N° 087/2009 — 16/09/09 (ANEXO 3). A voluntariedade
na participacdo nesse projeto se fez mediante assinatura dos participantes ou de seus

representantes legais, do termo de consentimento (ANEXO 2).
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VIl. RESULTADOS

VII.1. DETERMINACAO DA EVIDENCIA DE EXPOSICAO A INFECCAO POR

L.braziliensis

Os dados relativos a estratégia de selecdo e a identificacdo de familiares com
evidéncia de exposi¢do ao parasito baseado no teste de Montenegro e na produgdo de IFN-y
sdo mostrados na FIGURA 1. Apos a identificacdo de 76 casos indices (pacientes com
leishmaniose cutanea ativa ou pregressa), as residéncias foram visitadas sendo inicialmente
realizada uma entrevista e o exame fisico em 512 familiares dos casos indices. Nesta ocasido
foram excluidos do estudo 204 individuos devido a histéria pregressa de leishmaniose e/ou
evidéncia de cicatriz compativel com leishmaniose cutdnea. Apés a identificacdo dos 308
familiares sem histéria pregressa ou atual de leishmaniose cuténea, foi retirado sangue para

avaliaco de testes imunolégicos in vitro e realizado a reacdo de Montenegro.
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Casos Indices (N=76)

A 4

Contatos Familiares N=533 | Na&o disponiveis para

A

A 4

avaliacdo N=21

Disponiveis para avaliacdo N=512

A 4

Contatos familiares avaliados no
estudo N=308

A

y

RM (+)
N=36 (11,6)%

A 4

A 4

Historia prévia de
leishmaniose ou LC ativa
N=204

RM (-)

N=272 (88,3%)

A 4

IFN-y (+)
N= 22(61,1%)

IFN-y (-)
N= 14(38,8%)

IFN-y (+)
N=18(6,6%)

IFN-y (-)
N= 254(93,3%)

FIGURA 1. Selecéo de familiares de pacientes com leishmaniose cutanea sem evidéncia
de doenca ativa ou pregressa e frequéncia de individuos com evidéncia de resposta
imune ao antigeno de leishmania.

Os familiares que apresentaram a reacdo de Montenegro positiva e/ou producao de

IFN-y especifica para o antigeno de leishmania foram considerados como tendo evidéncia de

resposta imune.

A reacdo de Montenegro positiva foi observada em 36 (11,6%) dos 308 contatos

domiciliares testados. Neste grupo, em 22 individuos (61,1%) foi detectada a producédo de

IFN-y. A reacdo de Montenegro foi negativa em 272 individuos (88,3%). Nesse grupo, 18

individuos (6,6%) apresentaram producdo de IFN-y. Baseando-se na reagdo de Montenegro e

na producao de IFN-y, 54 individuos (17,5%) apresentaram evidéncia de resposta imune.
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Os 54 individuos com evidéncia de resposta imune foram divididos em 3 grupos: 22
individuos RM (+) IFN-y (+), 14 individuos RM (+) IFN-y (-) e 18 individuos RM (-) IFN-
v (+). Dos individuos sem evidéncia de resposta imune 51 foram selecionados para participar
do grupo controle: RM (-) IFN-y (-). Estes ultimos individuos foram selecionados levando em

consideracdo o local de moradia, sexo e idade.



42

VII.2. DADOS DEMOGRAFICOS E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DOS CASOS
INDICES E DOS CONTATOS FAMILIARES COM OU SEM EVIDENCIA DE
RESPOSTA IMUNE.

Com o objetivo de comparar os aspectos demograficos e epidemioldgicos e melhor
entender a dindmica da transmissdo da leishmaniose cuténea, os aspectos demograficos e
epidemiologicos dos casos indices e contatos domiciliares com e sem evidéncia de resposta

imune foram obtidos e sdo apresentados na TABELA 1.
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TABELA 1: Aspectos epidemioldgicos dos pacientes com leishmaniose cuténea e de
familiares residentes na mesma casa com ou sem evidéncia de resposta imune ao antigeno de
leishmania.

Variaveis Casos Contatos da Contatos da Valor de
indices-LC  mesma moradia mesma P
(N=76) com evidéncia moradia sem
de resposta evidéncia de
Imune (N=54) resposta
Imune
(N=254)
Idade (anos) 22.7+150% 231+155°" 16.8+11,7*>  0,001*
Sexo (% homens) 41 (54,0) 28 (51,8) 123 (48,4) 0,67 **
Ocupagéo, N (%)
- Agricultor 17 (22,4) 10 (18,5) 52 (20,5) 0,058 **
- Doméstica 27 (35,5) 19 (35,2) 56 (22,0)
- Estudante/Outros 32 (42,1) 25 (46,3) 146 (57,5)
Anos na area 21,7+14,8° 22.7+150° 16,4 +11,4 %1 0,002*
endémica
Anos namesmacasa  12,7+11,4° 14,6 + 14,37 9,1+6,9°" 0,001*
Chegada apés as 16h 63 (82,9) 45 (83,3) 208 (81,9) 0,96 **
, N (%)

Valores com sobrescritos idénticos sdo significantemente diferentes. Testes estatisticos e
valores de p estdo abaixo:
Valores de P para o teste de pares de Bonferroni: a = 0,002, b = 0,004, ¢ = 0,005, d
= 0,003, e = 0,009, f <0,001;

* one-way ANOVA;

** Teste do qui-quadrado

Como mostrado na tabela acima, ndo houve diferenga entre os casos indices e

contatos familiares com evidéncias de resposta imune em todas as variaveis analisadas (idade,
sexo, ocupacdo, anos morando na area, bem como tempo de moradia na mesma casa). No
entanto foram encontradas diferencas entre os casos ou indices e os contatos domiciliares com

e sem evidéncias de exposi¢do a infec¢do por leishmania em relagdo a idade, ocupagédo, tempo
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de residéncia na area endémica e tempo de residéncia na mesma casa. Contatos domiciliares
sem evidéncias de resposta imune eram mais jovens (16,8 + 11,7), a maioria eram estudantes
(57,5%) e tinham menos tempo vivendo na mesma casa (16,4 £ 11,4) e na mesma area
endémica (9,1 £ 6,9) do que pacientes com leishmaniose cutanea pregressa e contatos

domiciliares com evidéncia de resposta imune.
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VI1.3. CORRELACAO ENTRE A PRODUCAO DE IFN-y E O TESTE DE MONTENEGRO

Para avaliar a concordancia entre o teste de Montenegro e a producéo de IFN-y, foi realizado
o0 teste de concordancia entre os individuos com evidéncia de resposta imune (N=54). Foi
observado que 61,1% dos contatos familiares foram positivos para ambos os testes e 82,5%
apresentaram resultados negativos para ambos os testes. Houve também, uma concordéancia
moderada (teste de concordancia Kappa: 0,49 (95% IC: 0.34-0.64). Adicionalmente, foi
observada uma correlacdo direta entre o tamanho da reacdo de Montenegro e a producdo de

IFN-y (p< 0,0001; r =0,50). (FIGURA 2)
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FIGURA 2: Correlacéo entre a producdo de IFN-y o teste de Montenegro em contatos
domiciliares de pacientes com LC. Correlagdo entre a produgdo de IFN-y (pg/ml) e o
tamanho do RM (mm) foi avaliada em 54 familiares que apresentaram evidéncia de resposta
imune. Foi utilizada a correlagdo de Spearman através do programa GraphPad Instat 3.
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VIl.4 PRODUCAO DE QUIMIOCINAS EM INDIVIDUOS COM E SEM EVIDENCIA DE
RESPOSTA IMUNE.

Como as quimiocinas sdo produzidas no inicio da infeccdo por leishmania e
participam da resposta imune ativando e recrutando neutréfilos, mondcitos e celulas T para o
local da infeccdo, foi determinada a producdo de CCL2, CXCL9 e CXCL10 nos individuos

com evidéncias de resposta imune (N = 54) e no grupo controle (N = 51) (TABELA 2).

TABELA 2: Producdo de quimiocinas em contatos domiciliares com e sem evidéncia de
resposta imune ao antigeno de leishmania.

Contatos familiares com Contatos familiares sem Valor de P

evidéncia de resposta imune evidéncia de resposta imune

(N=54) (N=51)
Idade (anos) 23.1+/-15.5 22.8 +/- 16.1 0.91*
Sexo (% masculino) 28 (51.8) 24 (47.1) 0.62**
CXCL9 (Meio)*** 2528 (1588; 5822) 923 (456; 2569) <0.001t
CXCL9 (Ag )*** 9190 (2744; 54675) 1316 (580; 3243) <0.001t
CXCL10 (Meio)*** 0 (0; 317) 290 (0; 645) <0.001t
CXCL10 (Ag)*** 1376,5 (0; 28259) 621 (193; 1894) 0.012+
CCL2 (Meio)*** 11000 (6440 ; 22920) 11220 (4920; 28960) 0.96%
CCL2 (Ag)*** 30550 (15900; 38540) 12620 (5400 ; 28720) <0.01t

* Teste t de Student;

** Teste chi-quadrado de Pearson;

*** Resultados expressos com o valor da mediana (intervalo interquartil) pg/mL;
T Wilcoxon rank-sum test
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Ao fazer a comparacéo entre os contatos familiares com evidéncia de resposta imune
e sem evidéncia de resposta imune nao foi encontrada significancia estatistica com relacéo a
idade nem ao sexo dos individuos.

A producéo espontanea (meio) de CXCL9 nos contatos familiares com evidéncia de
resposta imune foi maior do que a observada no grupo controle (p < 0.001). Entretanto, em
relacdo a producéo espontanea de CXCL10, esta foi maior no grupo controle (p< 0.001). Nas
culturas estimuladas com antigeno de leishmania, a producdo de CXCL10, CCL2 e CXCL9
foram maiores no grupo de individuos com evidéncia de resposta imune quando comparado

com o grupo controle (p < 0,05, p<0,01 e p< 0,001, respectivamente).
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VII.5 PRODUCAO DE QUIMIOCINAS EM CULTURAS SEM ESTIMULO E COM
ESTIMULO COM ANTIGENO SOLUVEL DE LEISHMANIA NOS DIFERENTES
GRUPOS.

Com a finalidade de avaliar se a produgdo de quimiocinas estava associada com a
positividade da RM e a capacidade de produzir IFN-y, os 105 contatos familiares que tiveram
as quimiocinas determinadas foram divididos em 4 grupos: 1) contatos familiares com RM(+)
IFN-y(+); 2) RM(+) IFN-y(-); 3) RM (-)IFN-y(+); e 4) RM(-)IFN-y(-).

A produgdo de CXCL9, CXCL10 e CCL2 espontanea e em cultura estimuladas com

antigeno sollvel de leishmania nesses grupos é apresentada nas FIGURAS 3, 4 e 5.
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FIGURA 3. Producédo de CXCL9 nos diferentes grupos (N= 105). Células do sangue total
foram estimuladas ou ndo com antigeno de leishmania. A dosagem da quimiocina foi
realizada apds 72 horas de cultura através da técnica de ELISA. Os valores que séo
estatisticamente diferentes séo indicados como : *** p<0,0001; Teste de Wilcoxon; GraphPad
Prism 4.
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Foi observado um aumento na producdo de CXCL9 em culturas estimuladas com SLA em
individuos que apresentavam uma producdo de IFN-y e que tinham uma RM positivo (grupo
1). Esses dados sugerem que uma positividade para ambos 0s testes € requerida para uma alta

producdo de CXLC9 em culturas estimuladas com antigeno soltvel de leishmania.
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FIGURA 4: Producdo de CXCL-10 nos diferentes grupos (n= 105). Células do sangue
total foram estimuladas ou ndo com antigeno de leishmania. A dosagem da quimiocina foi
realizada apds 72 horas de cultura atraves da técnica de ELISA. Os valores que s&o
estatisticamente diferentes sdo indicados como : ***p<0,0001; *p<0,05; Teste de Wilcoxon;
GraphPad Prism 4.

Nos individuos com um RM (+) e producdo de IFN-y (+) e nos individuos somente com
producdo de IFN-y (+) (grupos 1 e 3 respectivamente) foi observada uma grande produgdo de
CXCL10 em culturas estimuladas quando comparada com culturas ndo estimuladas.
Entretanto, no grupo 2 (s6 com RM positivo) a producdo dessa quimiocina foi baixa ou

ausente.
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FIGURA 5. Producdo de CCL2 nos diferentes grupos. Células do sangue total foram
estimuladas ou ndo com antigeno de leishmania. A dosagem da quimiocina foi realizada ap6s
72 horas de cultura através da técnica de ELISA. Os valores que sdo estatisticamente
diferentes sdo indicados como: ***p<0,0001; *p<0,05; Teste de Wilcoxon; GraphPad Prism
4,

A concentracdo de CCL2 foi aumentada nos grupos 1 e 3 com relacdo aos outros
grupos. Entretanto, uma alta producdo dessa quimiocina nos individuos sem evidéncia de
resposta imune (grupo 4) e a sua alta producédo espontanea (meio) em todos os grupos limita
correlacionar a producdo desta quimiocina com a evidéncia de resposta imune com a reagao
de Montenegro ou com a producéo de IFN-y.

Dados ndo mostrados apontam o 1° grupo (RM+IFN-y+) como maior produtor de
quimiocinas (CCL2, CXCL9 e CXCL10) do que os outros 3 grupos.
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VIl. 6 CORRELACAO ENTRE PRODUCAO DE IFN-y E PRODUCAO DE

QUIMIOCINAS.

Para avaliar se a producdo de IFN-y poderia estar associada a produgdo de CCL2,
CXCL9 e CXCL10, foi realizado o teste de correlagdo de Spearman (Figura 6, 7 e 8). Os
valores mostrados nos graficos sdo equivalentes aos dados de subtracdo das culturas

estimuladas com antigenos de leishmania menos os valores das culturas ndo estimuladas.
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FIGURA 6: Correlacdo entre a producéo de IFN-y e CXCL9. Correlacdo entre a produgéo
de IFN-y (pg/ml) e a produgdo de CXCL9 (pg/ml) foi avaliada em 54 familiares que
apresentaram evidéncia de resposta imune. Foi utilizada a correlacdo de Spearman utilizando-
se 0 programa GraphPad Instat 3 (p<0,0001; r = 0,72).
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FIGURA 7: Correlacdo entre a producdo de IFN-y e CXCL10. Correlacdo entre a
producdo de IFN-y (pg/ml) e a produgdo de CXCL10 (pg/ml) foi avaliada em 54 familiares
que apresentaram evidéncia de resposta imune. Foi utilizada a correlagdo de Spearman
utilizando-se o programa GraphPad Instat 3 (p<0,0001; r = 0,74).
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FIGURA 8: Correlacdo entre a producéo de IFN-y e CCL2. Correlagéo entre a producédo
de IFN-y (pg/ml) e a producdo de CCL2 (pg/ml) foi avaliada em 54 familiares que
apresentaram evidéncia de resposta imune. Foi utilizada a correlagdo de Spearman utilizando-
se 0 programa GraphPad Instat 3 (p<0,05; r = 0,30).

Foi observada uma correlacdo positiva entre a produgdo de IFN-y e a produgdo de
todas as quimiocinas testadas. Todavia, esta correlacdo foi mais forte com relacdo a producéo
de IFN-y e CXCL9 e a produgdo de IFN-y e CXCL10.
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VIII. DISCUSSAO

Estudos imunoepidemioldgicos na leishmaniose tegumentar americana tém tido como
objetivo determinar a influéncia de fatores do hospedeiro, parasito, e aspectos ambientais no
desenvolvimento das diferentes formas clinicas de leishmaniose (Sher et al. 1983; Da-Cruz et
al. 2002; Follador et al, 2002; Schriefer et al, 2004; Convit et al, 2005; Novoa et al. 2011). A
leishmaniose cutanea é a principal forma clinica da infeccdo pela L. braziliensis mas, em
areas de transmisséo de L. braziliensis tem sido documentado, baseado no teste cutaneo de
hipersensibilidade tardia, que mais de 10% dos individuos residentes nestas localidades tem
evidéncia de exposicdo a antigeno de leishmania (Davies et al. 1995; Follador et al. 2002).
Este dado indica que a exemplo do que ocorre em outras doencas infecciosas e parasitarias,
uma grande parte dos individuos infectados pela L. braziliensis tem a capacidade de controlar
a infeccdo e ndo desenvolver doenca. Por esta razdo, o estudo da resposta imune em
individuos que ndo desenvolvem a doenca aparente, consiste em uma boa forma de entender
0s mecanismos imunolégicos de protecdo contra infeccdo. Atualmente a documentacdo de
uma reacdo de Montenegro positiva na auséncia de historia atual ou passada de LC € o unico
teste que tem sido utilizado para identificar individuos que tém a forma subclinica da infeccéo
por L. braziliensis (Follador et al. 2002). No presente estudo foi documentado que a
determinagdo da producdo de IFN-y em adicdo ao teste in vivo de hipersensibilidade tardia
aumenta o limiar de deteccdo de exposicdo a L. braziliensis. Foi também observado a
existéncia de resultados discordantes entre a reagdo de Montenegro e a produc¢do in vitro de
IFN-y. Adicionalmente, a analise da producao de quimiocinas principalmente no que se refere
a CXCL9 e CXCL10 sugerem que células diferentes do sistema imune podem estar
relacionadas com estes dois testes, ou seja, estas quimiocinas podem estar sendo produzidas

por células que ndo estejam participando da resposta ao teste de hipersensibilidade tardia.
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O presente estudo foi realizado em familiares de individuos com leishmaniose cutanea
e teve como desfecho primario identificar, baseado em teste imunoldgicos, individuos
expostos a infeccdo por leishmania. Desde que foram excluidos de participacdo no estudo
familiares dos casos indices que tinham historia atual ou pregressa de leishmaniose, a
documentacdo de resposta imune a antigeno de leishmania nestes familiares, pode ser
considerada como evidéncia de exposicdo ao parasito. Todavia, uma importante limitagcdo
deste trabalho é que n6s ndo podemos ter certeza quando a exposicao a leishmania aconteceu.
Entretanto, a analise comparativa entre as caracteristicas demograficas dos casos indices e dos
contatos domiciliares com e sem evidéncia de resposta imune, apdiam a hipotese de que a
exposicdo a leishmania nessa populacdo ocorreu perto do periodo que 0s casos indices
adquiriram a doenca. A ocorréncia de uma possivel menor exposi¢do ao mosquito transmissor
da leishmaniose pode explicar as diferencas que foram encontradas entre 0s contatos
domiciliares com e sem evidéncias de exposi¢cdo a infeccdo por leishmania em relacdo a
idade, ocupacdo, tempo vivido na area endémica e tempo vivido na mesma casa.

Os testes de hipersensibilidade tardia e a avaliacdo in vitro da resposta imune
determinada pela proliferacdo de linfécitos ou producdo de citocinas frente a antigenos, tém
sido amplamente utilizados para determinar evidéncia da ocorréncia de resposta imune
mediada por células (Sassi et al. 1999; Mascarenhas et al. 2006; Bittar et al. 2007; Gomes-
Silva et al. 2007; Machado et al. 2009). Esses testes tém boa concordancia embora os testes in
vitro sejam considerados mais sensiveis do que o teste in vivo. Em pacientes com LC, bem
como em pacientes com leishmaniose mucosa infectados por L. braziliensis hd uma forte
associacdo entre a positividade da reacdo de Montenegro e a producdo de IFN-y, bem como
evidéncia de resposta linfocitaria proliferativa ao estimulo do parasito (Carvalho et al. 1985;
Sassi et al. 1999; Da-Cruz et al, 2002; Antonelli et al. 2004). Por causa do alto valor preditivo

(Cuba et al 1984; Davies et al. 1995) da reacdo de Montenegro no diagndstico da
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leishmaniose tegumentar, este teste também tem sido amplamente utilizado para identificar
exposicdo a infeccdo por leishmania entre os individuos saudaveis que vivem em areas de
transmissdo de Leishmania (Davies, 1995; Follador, 2002). Na tuberculose, Salinas et al.
(2011) mostraram haver concordancia entre os testes in vivo e in vitro e propuseram ainda
que o teste Quantiferon, que é um teste para diagnostico in vitro que utiliza um cocktail de
peptideos do M. tuberculosis e cujo a producdo de IFN-y é determinado no sangue total
heparinizado, substituisse o teste tuberculinico. Todavia, estudos recentes comparando o
Quantiferon com o teste tuberculinico em individuos com tuberculose latente tem mostrado
discordancia entre estes testes. Embora a utilizacdo de testes semelhantes ao Quantiferon nédo
seja uma pratica corrente na leishmaniose esse teste tem sido empregado experimentalmente.
As vantagens de se utilizar o Quantiferon em vez do teste de hipersensibilidade tardia é que
neste método de deteccdo de resposta imune ndo ha a necessidade de uma segunda visita para
leitura do teste intradérmico e também evita viés na interpretacdo dos resultados.

Varios trabalhos mostram que o teste de hipersensibilidade tardia é o principal método
para diagndstico da infeccdo por L. braziliensis em zona rural de &areas endémicas de
leishmaniose. Porém, alguns trabalhos mostram que, adicionalmente a reacdo de Montenegro,
outros testes podem ser utilizados, como a pesquisa direta de Leishmania e o ensaio de
imunofluorescéncia indireta (Curti et al. 2011). Alguns autores sugerem que para a
identificacdo adequada dos casos de leishmaniose tegumentar americana seria necessario a
combinacdo métodos diagndsticos que associem o teste de Montenegro com pelo menos um
outro teste.

NOs mostramos previamente que individuos com um teste intradérmico positivo, mas
sem doenca apresentaram uma menor producdo de IFN-y em culturas estimuladas com
antigeno de leishmania quando comparados com pacientes com leishmaniose cuténea e ainda

em alguns deles, quantidades detectaveis de IFN-y ndo foram encontrados em sobrenadantes
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de cultura de linfdcitos estimulados com antigeno de leishmania (Follador et al. 2002; Novoa
et al. 2011). Desta forma a auséncia de concordancia entre esses testes ja tinha sido
documentada em individuos com infec¢do subclinica por L. braziliensis. No presente estudo,
foi ampliada a evidéncia de uma concordancia ndo muito forte entre estes dois testes. Além de
mostrar que contatos domiciliares que tém uma reacdo de Montenegro positiva podem néo
produzir IFN-y quando estimulados com antigeno de leishmania, foi também documentado
que producdo de IFN-y pode ser observada em individuos com uma reagdo de Montenegro
negativa. Discordancia entre a reacdo intradérmica e a producdo de IFN-y tém sido observada
em contatos domiciliares de pacientes com tuberculose que tem tuberculose latente (Ozturk et
al. 2007; Machado et al. 2009; Delgado et al. 2011) assim como em individuos saudaveis ndo
contactantes (Mahomed et al. 2006).

Vérios fatores podem explicar a concordancia moderada observada entre a
hipersensibilidade tardia e a producdo de IFN-y in vitro: 1) Presenca de fatores supressores in
vivo que impedem a documentacdo de hipersensibilidade tardia; 2) Producdo de IFN-y por
células ndo T; 3) Falta de células efetoras de memaria no sangue periférico, mas presenca de
celulas T de memoria em linfonodos ou outros tecidos.

Discordancia entre hipersensibilidade tardia e testes in vitro foram documentadas em
pacientes com tuberculose ativa bem como em individuos infectados por L. chagasi (Carvalho
et al. 1992; Detjen 2009). Nestes casos a ocorréncia de desnutricdo assim como a presenca de
fatores supressores sollveis podem explicar a auséncia de resposta in vivo, na presenca de
resposta in vitro. Em individuos infectados com L. chagasi e em pacientes com tuberculose
geralmente a restauracdo do teste de hipersensibilidade tardia ocorre ap0s terapia especifica
ou com a melhora do estado nutricional (Cerf et al. 1987; Yoneda et al. 1989).

Respostas de hipersensibilidade tardias significativamente diminuidas, incluindo a

reatividade ao PPD foram observadas em criangas/adolescentes infectados pelo HIV-1
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comparadas com controles saudaveis, provavelmente refletindo doenca avancada e supressdo
da imunidade mediada por células T (Costa et al. 2011). Neste trabalho néo foi feita triagem
para diagnosticar imunossupressao seja por infeccdo por HIV, leucemia ou linfoma ou se o
individuo tomava algum tipo de droga imunossupressora. Todavia, todos os individuos eram
higidos e apresentavam bom estado nutricional.

Evidéncias de que 0 IFN-y pode ser produzido por outras células, em vez de células T
tém sido documentadas (Venuprasad et al. 2003). Em tal caso, uma das fontes de IFN-y pode
ser a célula NK (Scharton & Scott, 1993; Maasho et al. 1998). Na Etidpia foi observado que
contatos de pacientes com leishmaniose cutanea que apresentavam resposta imune a antigeno
de leishmania, a célula produtora de IFN-y foi a célula NK. (Maasho et al. 1998). Com
relacdo a memoria, estudo em modelo experimental de leishmaniose mostrou que apds o
controle da infec¢do por L. major, células efetoras de memdria podem ndo ser encontradas,
mas 0s animais continuam com as células T de memoria central (Scott, 2005). A producéo de
IFN-y em paciente com leishmaniose cutanea é realizada predominantemente por células T
efetoras de memdria ou células T efetoras (Antonelli et al. 2004). No entanto, o
desaparecimento destas células do sangue periférico pode fazer o teste in vitro se tornar
negativo. Como nos testes de hipersensibilidade tardia antigenos sdo inoculados
intradermicamente e a resposta imune é avaliada 48 a 72 horas ap0s o teste, ha tempo para as
celulas T efetoras de memdria presentes nos linfonodos ou em outros tecidos, migrarem para
o local da infeccdo e reagir in vivo ao antigeno de leishmania. Como os participantes desse
estudo sdo saudaveis, ndo apresentavam sinais visiveis de desnutri¢do, e provavelmente foram
expostos a L. braziliensis baseado nos dados epidemiologicos, a explicacdo mais provavel
para a concordancia moderada observada entre a RM e a producdo de IFN-y nos individuos
com teste de hipersensibilidade tardia negativo e IFN-y positivo ¢ a produ¢do de IFN-y por

células ndo T. Apdia esta hipotese a observacao de que o aumento da producdo de CXCL10 e
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CCL2 em culturas estimuladas com L. braziliensis esta associada predominantemente com a
producdo de IFN-y e ndo com o teste de Montenegro positivo. Mas, no caso da CCL2, devido
a alta producdo esponténea, esta quimiocina ndo pode ser utilizada como marcador de
evidéncia de resposta imune ao antigeno de leishmania. Diferentes tipos celulares como os
neutrofilos, células NK e células NKT e células T podem produzir IFN-y (Chen & Paul, 1997,
Maasho et al. 1998; Venuprasad et al. 2003; Antonelli et al. 2005) e estudos futuros irdo
abordar esse assunto.

A estratificacdo dos testes em quatro grupos distintos de resposta imune e a
identificacdo de marcadores imunologicos associados com a protecdo contra a infeccdo por L.
braziliensis, s6 poderdo ser avaliados como preditores de risco para a doenca ativa no futuro
guando houver um ndmero maior de doentes. Até a presente data dos 308 individuos
avaliados 29 (9,4%) adoeceram. Durante quatro anos todos os individuos pertencentes a este
estudo serdo acompanhados a fim de avaliar o desfecho clinico da doenca.

Este estudo mostra que na leishmaniose tegumentar a documentacdo de exposicao ao
antigeno de leishmania deve ser avaliada por pelo menos dois testes. Primeiro, porque
aumenta a evidéncia de exposicdo a infeccdo por leishmania de 11,7% (conforme
documentado pelo teste intradérmico) para 17%, quando a reacdo de Montenegro ou IFN-y
foram positivos. Além disso, é destacado o fato que em adicdo a resposta imune adaptativa,
outros fatores relacionados com a resposta imune inata precisam ser estudados para identificar
os fatores imunoldgicos relevantes que sdo associados com a protecdo contra a infeccdo por L.

braziliensis.
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IX. PERSPECTIVAS DE ESTUDO

e Dar seguimento a coorte com 0 objetivo de avaliar a associagdo entre resposta imune
(reacdo de Montenegro, producdo de IFN-y, producdo de quimiocinas e outras

citocinas) com evolucdo de infeccdo para a cura ou desenvolvimento da doenga.



62

X. CONCLUSOES

1. A documentacdo de exposic¢do ao parasito na infeccdo por L. braziliensis deve ser
avaliada por pelo menos dois testes (RM e producdo de IFN-y em culturas estimuladas com

antigeno sollvel de leishmania);

2. Os resultados com relacdo a producdo de quimiocinas sugerem que em um sub-
grupo de individuos expostos a infeccdo por L. braziliensis a produgdo de IFN-y e de
CXCL10 é feita por células ndo envolvidas com a reacao de hipersensibilidade tardia.
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XI. SUMARY

CHARACTERIZATION OF THE IMMUNE RESPONSE OF HOUSEHOLD CONTACTS
OF PATIENTS WITH LEISHMANIASIS RESIDENTS IN AN ENDEMIC AREA OF
TRANSMISSION OF Leishmania braziliensis. Introduction: From an immunology point of
view, cutaneous leishmaniasis (CL) is characterized by an exaggerated production of IFN-y
and a positive antigen-specific delayed hypersensitivity test to the parasite antigen
(Montenegro reaction). This test is used to diagnose the disease and for determining exposure
to antigens of the parasite even in the absence of the disease. About 10% of healthy
individuals living in an area of L. braziliensis transmission respond to the Montenegro
Reaction (MR), even without showing symptoms of the disease. Objective: Identify
household contacts (HC) of patients with cutaneous leishmaniasis who are without signs of
previous or active disease from L. braziliensis exposure and evaluate the immune response in
these individuals. Materials and Methods: The study includes 308 HC of patients with CL

residents in an endemic area of transmission of L. braziliensis in Bahia, Brazil. Production of
IFN-y antigen specific was evaluated in whole blood by ELISA assay and subsequently, the
MR was performed. Evidence of immune response was based on a positive result in the RM
test and/or in vitro IFN-y production in cultures stimulated with leishmania antigen. We also
evaluate the production of CXCL9, CXCL10 and CCL2 by ELISA. Results: Evidence of
immune response was observed in 54 (17.5%) of the 308 HC evaluated. Specifically, 36
(11.6%) household members had positive MR and 40 (12.9%) produced IFN-y. However, in
36 HC individuals with positive MR, IFN-y was found in only 22 (61.1%) and in the 40
individuals that produced IFN-y, 22 (55%) were had a positive MR. Although there is a
correlation between RM and IFN-y (p <0.0001), only a moderate agreement between the IFN-
y and RM (x = 0.49) in concordance analysis was observed. Individuals with evidence of
immune response produced more CXCL9, CXCL10 and CCL2 than individuals with no
evidence of immune response. Furthermore, a direct correlation between IFN-y production
and MR size with chemokine production was observed. Although MR should be considered a
marker of infection by L.braziliensis, a high percentage of individuals with a negative reaction
produced chemokines and IFN-y. Conclusion: More than one test should be used for the
identification of exposure to L.braziliensis. In addition to MR, evaluation of the IFN-y should
be performed. Additionally, chemokines can be used as a marker of exposure to

L. braziliensis.
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ANEXO 1. Modelo do questionario

Posto de Saude de Corte de Pedra

(ILCF)

VISITA DE CAMPO

Caso Indice

TMRC Brasil
Projeto Leishmaniose Tegumentar

3.NUmerodo ILCF | [ 1 1 |

4 NUmerodoLTCP | |1 1 1 1 | (*) Campos obrigatorios

SIM - Servico de Imunologia

Hospital Universitario Professor Edgard Santos - UFBA
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Data da visita* (dd/mm/aaaa): | | ML LML L 1L 1L

4 N°doLTCP | L L L1 SAN°doILCF_ | L 1L L F 5.N°daFamilia|_| | |

6. N° do individuo na Familia |_| J*

Data da assinatura do TCLE para Estudo de incidéncia de LC e resposta
IMUNE: ..o, LLVLEL VL L1l

BT (ORI 0O masculino 10 feminino
15. Data de nascimento™ (dd/mm/aaaa):...........ccceevueeireiieiieeiie e L Ve L L1
16. Naturalidade: 17. Ocupacéo:

0OTrabalhador rural 10ODonade casa 20Estudante 3OComerciante  4OMotorista 50O0utra

18. Cidade/Vilarejo*

19. Tempo em endereGo atual (AN0S):........coviieiieiice et L1 1L
20. N° de moradores no domicilio (EXCEt0 PACIENTE):........cccveiviiieiieieee e L1
21. N° de moradores no domicilio com leishmaniose passada ou ativa:...........c.ccoceeeirrencnicincnns L1
191. Grau de parentesco com o caso indice................... 00 Pai/made 10 Irmdo 20 Filho 3O Outro

192. Leishmaniose CULANEA ALIVA:........cccueiverieieiiene e s e e e eesee e ee e saeenee e saeensesneennens 00 ndo 10 sim
Se “ndo” ir para item 200. Se “sim” preencher também itens 193 a 199 e 52 a 71.

193, JA ESTEVE NO PSCP ...ttt 00 néo 10 sim
194. Local da lesdo: 0O Segmento cefalico 10 Tronco 20 MMSS 30 MMII 4O Genitalia/glateo
195. N° de cicatrizes sugestivas de 1eiIShmaniose:.. ... L1
196. LeSOES aCiMa A CINMTUIA......ccueiuiieiieiieieeeeie ettt nens 00 néo 10 sim

197. Ano de inicio da lesdo cutanea:

198. Tratado (antimonial) 1€SA0 CUTANEA:..........cccoiiiiet ceeieieerr s 00 ndo 10 sim
199. Completou 0 tratameNnto:.......c.cccveiiiiiie et 00 néo 10 sim 20 em curso
200. LeISNMANTOSE MUCOSA: ... .eiueeiteetieeesieesieeteaiee st e ste st e beesbe st e b e sbeeseesreesbeeseesreesbeeneesneenns 00 ndo 10 sim

Se “nao” ir para item 171. Se “sim” preencher também itens 201 a 203.
201. Ano de diagnéstico da lesdo mucosa:

202. Tratada (antimonial) €S0 MUCOSA:.........ccouieivieiiieiee e 00 néo 10 sim

203. Completou o tratamento da 1eSA0 MUCOSA:.........ccevvvvevieiieeiieiie e, 00O néo 10 sim 20 em curso

Exposicdo Ambiental

171. Voce ja trabalhou ou morou (pelo menos um més) em fazenda?............c.cccceeeenenen. 00 néo 10 sim

172. POSSUT @NTMAHS BIM CASA?....eeeeeeeeeeeee et e et e e e e et e e e e e e e e et eeeeeeeeeaaee e eeeeeeseeeaeineeees 0O ndo 10 sim
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4 N°doLTCPL L 1 ] | 1 3NdOTMRC| 1 1 1 ]| F 5.N°daFamilia|_] | |

Exposicdo Ambiental (Continuacdo)

Se “nae” possui animais em casa, ir para item 179. Se “sim”, especifique:

G T 0= T o o] g (0TSSR 00 nédo 10 sim
I O V-1 [0 SO P PP PSR 00 néo 10 sim
175, GAIINNES. ..ot bbb 00 néo 10 sim
176, POFCOS. ...ttt ettt ettt ettt b ekt e bt e e he e e bt e eb bt et e e e hb e e be e e s be e be e nr e e nneeanes 00 nédo 10 sim
177, OULIOS. ...tttk ekttt e e bt e e st e e bt e e st e e sbe e e me e e ke e e sbeeabeeenbeebeeereeenns 00 nédo 10 sim
178. Se “outros”, especifique:

179. HA eletricidade €M CASAT .....coviveiierieiiiieeseeee ettt sttt eneas 00 néo 10 sim
180. HA SANITANIO BIM CASA?....ueevvevieieieiie sttt e st e ettt ra e et et e st etesreereenaeneeneenes 00 ndo 10 sim
181. Usa MoSQUILEIr0o Para dOrMIIT?.........cooiiiiiiieiieieeeee e 00 ndo 10 sim
182. Ha resto de mata préximo a casa (raio de 100 M).......cccoveveiieieeieiiee s 00 ndo 10 sim
183. Ha roca proxima a casa (raio de 50 MetroS)?.......ccoevvevieieevieiieseere e 00 ndo 10 sim
184. H& galinheiro proximo a casa (raio de 50 Metros)?.........coveverrieneneneiene e 00 néo 10 sim
185. Ha pocilga préxima a casa (raio de 50 Metros)? ........cccccevevereresesieresese e e sasnens 00 ndo 10 sim
186. Ha curral préoximo a casa (raio de 50 MEetroS)? ......ccvveieieeieeie e 00 ndo 10 sim
187. Ocupacéo entre 16:00 € 24:00 hS:......cooovvviveieiiiinciee 0O Permanece emcasa 1O Sai de casa

188. Se “Sai de casa”, sai para:
00 CaGar/PeSCaAr.......ccoovreeieieieie e 10 Estudo/trabalho...........cccooviiiiiiiie 20 Outro

189. Se “Sai de casa para outro”, especifique:

Exame Fisico Médico (preencher itenss 52 a 71, se respondeu “sim” no item 192)

52. N° total de 16S0ES A PI:.... ... L]
53. Tempo de duracao da 1eSA0 ativa (SEBMANAS):........cccvevviiieiiee et ae e sne s L]
NUmero e tipos de lesdes:

ST B ] [or=T - Lo o LSS PP L]
LT =T o1 U | - SRS L
56. NOUUIODS ...ttt b et e st s e s et e st e et e ebe e bt et e e st eneeneetententeareane e L]
YT T=] v Lol PP PPTR TR [
58. WBIUCOSAS. .....veieutieiiiee ittt e stee et ettt et e et e et e bt e e st e e bt e e s bt e abe e e nb e e be e e st e e be e e R be et e e anb e e eseeenbeeaneeantee e Ll

Lesdo principal:
59. Local maior lesdo (marque apenas UM):
00O Cabeca 1OFace 20OPescoco  30OTronco 4OBrago D sOBrago E

6OAntebraco D 7O Antebrago E sOCoxaD 9OCoxaE  100PernaD 11OPernaE 1200utro
60. Se “Outro”, especificar:
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4 N°doLTCPL L 1 ] | 1 SN°doILCF| J L' 11 I 5.N°daFamilia|_| | |

Exame Fisico Médico (Continuacao)

Tamanho da maior [€SE0 (IMM) ..o 6la. || | Ix61lb. | | 1 |
62. Tipo da lesdo: oO ulcerada 10O papula 20 nodulo 3O vegetagdo 4O verrucosa 50O NE
63. INTECCAO SECUNTANIA: ... ...citiieiiiteeeee e 00 ndo 10 sim 20O NE
64. Cicatriz sugestiva de Leishmaniose CUtANea:...........cccccevvevieieeieeiesiece e 00 ndo 10 sim 20 NE
LT A\ Re (ol o (o= L g 4= PP SRTSPR L1
66. Tempo de duracao das CICAtriZES (AN0S):......c.cieiiieiieieieere et eas L
Linfadenopatia:

67. Linfadenopatia PreSENTe: ... ..ot 00 ndo 10 sim 20 NE
68. Mais de 1 cadeia ENVOIVITA:...........ciiiiiieieiee e 00 ndo 10 sim
69. Local: 0O Cervical 10 Ocipital 20 Axilar 30 Inguinal 4O Crural 5O Outra
Tamanho do maior [infonodo (MM):.......ccoce i 70a L | Jx70b 1 1
71. FOto das 16S0ES realiZada:..........ccueieeiiiie et 00 ndo 10 sim

204. LeSOES MUCOSAS ALIVAS: ...cviveiveriisiesiisieerieieie ettt se e ee e e e sbe e sns 00 ndo 10 sim 20 NE
205. Cicatriz caracteristica de [8SE0 MUCOSA:...........covevrerereiseree e 00 ndo 10 sim 20 NE
206. Referido ao PSCP para exame ORL:.......cccooiiiiiiiieieesce s 00 ndo 10 sim
Coleta e Exames Realizados

190. Colhid0o SANQUE Para gENELICA:........ccerieeriereieeeie ettt 00 ndo 10 sim
46. Realizada IDRM PreVia™:..........occcooiiiiieieire e 00 nio 10 sim 20 NE
47.S€ “SIM” ... 00 POS 10 NEG 20 Duvidoso
48. Se “na0”, realizado agora™:.................cccociii 00 ndo 10 sim
................................................................................................................ Iniciais do entrevistador

IDRIM e 49a. 1 1 Ix49b.d | I'mm
0. ID R ettt e e e e e et e e e rrereraaaaes 00O POS 10 NEG 20 Duvidoso

Diagnostico da Forma Clinica de Leishmaniose - Fenoétipo

207. Fenotipo da Forma Clinica:

O Cutanea (CL=0).....cccccevvvevreireenenn, 10 Mucosa (ML=1).....ccccevvevieiiiieinnn, 20 Disseminada (DL=2)
30 Cutaneo mucosa (MCL=3)............. 4O Pré-ulcerativa (4)......cccccevevveieennenn. 50O Sub-clinica (5)

60 Sem evidénciade LT

Iniciais do investigador
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

CONSENTIMENTO INFORMADO PARA O ESTUDO DE INCIDENCIA DE
LEISHMANIOSE CUTANEA EM FAMILIARES DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE E
AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE NESTES INDIVIDUOS

Nome do Projeto: Incidéncia de leishmaniose cutanea em familiares de pacientes com leishmaniose e
avaliacdo da resposta imune nestes individuos

Nome do Paciente:

N° do Projeto:
Investigador Principal: Edgar M. Carvalho, Hospital Universitario Prof. Edgard Santos, Rua Jodo das
Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador-Bahia-Brazil.

Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira: Rua Augusto Viana, s/n,
Canela — Hospital Universitario Professor Edgard Santos, 1° andar, 40110-160, Salvador-Bahia-Brasil.
Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que tem como objetivo determinar a ocorréncia
de leishmaniose entre pacientes que tem leishmaniose cutanea. Além disso, estudaremos todos 0s
membros de sua familia para verificar se existe alguma predisposi¢do para o desenvolvimento desta
doenca. Apos lhe ser explicado o que contém neste questionario vocé pode perguntar tudo sobre o
estudo a seu médico. Familiares dos pacientes com leishmaniose cutanea diagnosticados no posto de
salde de Corte de Pedra serdo convidadas a participar do estudo. Caso decida participar do estudo
vocé sera solicitado a assinar este formulario de consentimento. Aproximadamente 120 pessoas
participardo deste estudo.

Participacdo voluntéria:

Sua participagdo é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou pode desistir da participacdo no
estudo a qualgquer momento. Sua recusa em participar ou desistir de participar do estudo, ndo afetara de
modo algum qualquer tratamento que vocé pode estar recebendo no posto de satde de Corte de Pedra.
Finalidade do estudo: Este estudo visa determinar a incidéncia (aparecimento de casos de uma
determinada doenca) da leishmaniose entre familiares de pacientes com leishmaniose cutanea. Além
disto, nds estudaremos se a sua resposta imune contra a leishmaniose tem relacdo com o aparecimento
ou néo de leishmaniose.

Procedimentos: Caso vocé aceite participar do estudo um questionario serd feito para saber onde
VOCé mora, sua ocupacdo, seus habitos e se vocé ja teve leishmaniose. Um médico examinara vocé
para ver se existe qualquer lesdo que indique se vocé tem ou ja teve leishmaniose. Também com o
auxilio de uma lanterna e de um espéculo nds examinaremos vocé para ver se tem evidéncia de
leishmaniose no nariz ou na boca. Caso seja detectada lesdo ativa na pele ou na mucosa, vocé sera
convidado a comparecer no posto de salde de Corte de Pedra para realizar exames de rotina para o
diagnostico da doenca, como exame de sangue (soroldgico) e teste cutdneo onde vamos observar se
VOCE ja teve contato ou ndo com a leishmania. Se vocé concordar em retirar sangue para realizacdo dos
estudos, 20 ml de sangue serdo colhidos (equivalente a um pouco mais que 1 colher de sopa) por um
profissional capacitado, com o auxilio de seringas e agulhas descartaveis.

Confidencialidade: Qualquer informagéo obtida durante este estudo serd confidencial sendo apenas
compartilhada, com outros membros da equipe médica. Do Comité de Etica do Hospital Universitario
Prof. Edgard Santos, o Orgéo de Protecdo dos Direitos Humanos e o Instituto Nacional de Satde dos
Estados Unidos da América. Embora os resultados obtidos neste estudo sejam publicados, ndo havera
na apresentacdo destes resultados meios que possam identificar os participantes. Suas fichas clinicas e
resultados de seus exames poderdo ser também vistos pelo Institutional Review Board e o Office for
Human Research Protection and the National Institute of Health of the United States of America.
Analise de riscos e beneficios: A retirada de sangue pode causar dor no local da puncédo com a agulha
e raramente pode ocorrer sangramento ou formacdo de hematoma. O exame da sua pele, do seu nariz e
da sua boca podera documentar que vocé tenha leishmaniose cutédnea ou leishmaniose mucosa. Neste
caso vocé serd tratado com antiménio (glucantime) o que trard vantagem para vocé desde que a doenca
foi documentada na sua fase ainda inicial. Este tratamento sera acompanhado no Posto de Saude de
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Corte de Pedra e caso haja necessidade, ou pela realizagdo de exames, ou complicagdes do tratamento,
vocé serd internado no Hospital Universitario Prof. Edgard Santos em Salvador. A passagem para
Salvador seré custeada pela pesquisa, contudo a vaga para internamento serd de acordo com as normas
do Hospital, sendo as vezes necessario esperar alguns dias para consegui-la.

Retorno de beneficio para o sujeito e para a sociedade: O diagndstico precoce da leishmaniose
podera ser feito através do exame. Desde quando toda a familia vai ser examinada, se houver algum
caso de outra doenca na familia, uma orientagdo ou tratamento adequado vai ser oferecido. O melhor
conhecimento sobre a leishmaniose podera contribuir no futuro para medidas de controle da doenca.
Custos: Vocé ndo tera custos com a participacdo no estudo e caso necessite de tratamento para
leishmaniose a medicacdo Ihe serd fornecida gratuitamente. VVocé nao recebera pagamento por sua
participagao neste estudo.

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicacdo relacionada aos
procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Edgar M. Carvalho, Dra. Sara Passos e
Dr. Luiz Henrique Guimaraes, responsaveis por este estudo (Tel.: 71-3237-7353 ou 71-3339-
6234).Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou de seu filho, como paciente, vocé
pode procurar o Comité de Etica da Maternidade Climério de Oliveira, cujo endereco consta no inicio
deste consentimento.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este Ihe foi explicado e vocé concorda em
participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. Uma copia deste consentimento Ihe sera entregue.
Favor assinalar um dos quadros abaixo para indicar se deseja ou ndo ter as suas amostras de sangue
armazenado para estudos futuros aprovados sobre leishmaniose.

0 ACEITO que amostras de meu sangue sejam armazenadas, para estudos futuros aprovados sobre
leishmaniose.

[0 Ndo ACEITO que amostras de meu sangue sejam armazenadas, para estudos futuros aprovados
sobre leishmaniose.

Assinatura ou impresséo digital do participante Data Hora

Nome/Assinatura do pesquisador  Data Hora

Nome/Assinatura da testemunha Data Hora
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA MENORES DE IDADE (MENORES DE 18),
PARA O ESTUDO DE INCIDENCIA DE LEISHMANIOSE CUTANEA EM FAMILIARES DE
PACIENTES COM LEISHMANIOSE E AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE NESTES
INDIVIDUOS

Projeto: Incidéncia de leishmaniose cutanea em familiares de pacientes com leishmaniose e avaliacdo
da resposta imune nestes individuos

Nome do paciente:
Numero de identificacdo no Projeto:

Principal Investigador: Edgar M.Carvalho, Hospital Universitario Prof. Edgard Santos, Rua Jodo das
Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador-Bahia-Brasil.

Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira: Rua Augusto Viana, s/n,
Canela — Hospital Universitario Professor Edgard Santos, 1° andar, 40110-160, Salvador-Bahia-Brasil.
Convite e objetivo: Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo de pesquisa. O propdsito
deste estudo € determinar se vocé ou as pessoas gque vivem na sua vizinhanca tem maior chance de
adquirirem a leishmaniose. Ndés queremos entender como funciona a defesa do seu organismo e a de
seus pais contra a leishmaniose. Nos também queremos saber se as atividades que vocé realiza no seu
dia a dia oferecem algum risco para vocé ter ou ndo leishmaniose.

NOs perguntaremos a seus pais sobre sua saude. Um médico fara exame fisico em vocé, incluindo boca
e nariz. Isto ndo causara dor em vocé. Entdo, nds tiraremos sangue (um pouco mais que a quantidade
de uma colher de sopa) de seu braco usando uma seringa e agulha. Algumas vezes nos faremos um
teste na pele, onde nos injetaremos uma pequena quantidade de liquido (duas gotas) no seu brago
usando uma agulha fina. Se ap6s a coleta de sangue ocorrer algum sangramento ou ficar roxo no local,
um profissional ensinard a vocé como cuidar do local. Nés esperamos que este estudo nos esclareca
porgue vocé e sua familia tém leishmaniose, entdo poderemos prevenir isto no futuro.

Vocé pode ndo participar deste estudo. Se vocé quer nos ajudar, por favor, assine ou cologue sua
impresséo digital abaixo.

Data hora
Assinatura ou impressdo digital do paciente

Data hora
Assinatura ou impressdo digital do responsavel

Data hora

Testemunha

COMPROMISSO DO PESQUISADOR

Discuti as questdes acima apresentadas com os participantes do estudo ou seu representante legal. E
minha opini&o que o individuo entende os riscos, beneficios e direitos relacionados a este projeto.

Data hora

Investigador
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ANEXO 3. Oficio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUPES, aprovando a
Investigacédo

i

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/MCO/UFBA
MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
IORG0003460. Assurance FWA00002471, October 26, 2010
IRB00004123, October 5, 2007 - October 4, 2010

Rua Augusto Viana, s'n’, Canela — Hospital Unaversitano Profes ardd Santos. 1. andar
Cep: 40.110-160 - Salvador-Bahia  telefax. (713 3283-8043  <-mail: cepnic:

ot fomepage: www.cepmco.utba.br

PARECER/RESOLUCAO ADITIVA N.° 240/2009

Para analise e deliberag@o deste Institucional o Professor, Doutor, Edgar Marcelino de
Carvalho, Pesquisador Responsavel pelo Projeto de Pesquisa “Incidéncia de
leishmaniose cutinea em familiares de pacientes com leishmaniose e avaliacio da
resposta imune nestes individuos™, posto sob pendéncia em 16 de Setembro de 2009
pelo Parecer/Resolucdio N° 087/2009 deste Colegiado, apresentou, em 13 de Outubro de
2009, as adequagdes aos “critérios de inclusio e exclusio” propostos no Estudo, o
“CRF” atualizado, datado de 19 de Junho de 2009, bem como anexou o novo
“Termo de Consentimento Livre e Pré-Esclarecido” em atendimento ao referido
Parecer. /-

Inexistindo nas proposi¢des analisadas conflito administrativo, processual e ético que
contra-indiquem a execucdo da Pesquisa, ficam as mesmas aprovadas. 2~

/

/:_/ 7L ,/"7’ []V Salvador, 30 de Outubro de 2009

ptr o — :
Professor, Doutor, Ax(énio dos Santos Barata,
Coordenad()}/— CEP/MCO/UFBA

Observacdes importantes. Toda a documentacdo anexa ao Protocolo proposto e
rubricada pelo (a) Pesquisador (a), arquivada neste CEP, e também a outra devolvida
com a rubrica da Secretaria deste (a) ao (a) mesmo (a), faz parte intrinseca deste
Parecer/Resolugdo e nas “Recomenda¢des Adicionais” apensas, bem como 2
impostergavel entrega de relatérios parciais e final como consta nesta liberacio,
(Modelo de Redagao para Relatorio de Pesquisa, anexo).






