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I. RESUMO

ApoOs a infeccdo por Leishmania braziliensis, a maioria dos individuos desenvolve a
leishmaniose cutanea (LC) e um pequeno percentual, as formas mucosa (LM) e disseminada
(LD). No camundongo, o mapeamento de regides gé€nicas ligadas ao controle da LC causada
por Leishmania major demonstrou que genes de a¢ao no reparo tecidual estdo associados com
cura mais rapida das lesdes em animais resistentes. Este trabalho tem como objetivo avaliar o
polimorfismo de genes da via da ativagdo da citocina TGF-f, trabalhando com a hipdtese de
que genes associados com cura de lesdo, mapeados em camundongo, poderiam ser também
importantes biomarcadores de doenga humana causada por L. braziliensis. Este foi um estudo
de associagao utilizando modelo familiar. Genotipamos amostras de 225 familias selecionadas
a partir de fichas clinicas do Posto de Satde de Corte de Pedra — Bahia, drea endémica de L.
braziliensis. Foram escolhidos vinte marcadores de seis genes, TGFBI1, TGFBRI, TGFBR2,
CTGF, SMAD?2 e FLII. Através de andlise de regressao logistica condicional, o presente
estudo demonstrou uma associagdo entre a LC e o fendtipo leishmaniose per se (LC e LM) e
os genes FLII, CTGF e SMAD2. A associagdo observada para o gene FLII segue o
mapeamento genético e funcional de genes do cromossomo 9 murino, que identificou F/il
como novo candidato influenciando resisténcia a L. major. Adicionalmente, nossos dados
sugerem que polimorfismos nos genes CTGF e SMAD?2 sao fatores de risco para a LC e,
portanto, a regulacdo fisioldgica dos processos de cicatrizagdo ¢ importante na cura de lesdes
de leishmaniose. Estudos adicionais serdo importantes para determinar o real papel de genes
destas importantes vias, incluindo a regulagdo de FLII e CTGF durante a evolucao natural da
doenca. Isso incluiria analisar os niveis de expressdo destes genes em bidpsias de tecido de
individuos infectados por L. braziliensis para avaliar seu potencial como alvo terapéutico. Os
resultados deste estudo reforgam o potencial papel de genes associados com a cicatrizacdo das
lesdes na LC, e sugerem que uma andlise mais ampla das vias envolvidas neste tipo de

resposta pode contribuir para um melhor entendimento da patogénese da doenga.

Palavras-chave: leishmaniose, polimorfismo genético, TGF-f, cura de lesdo
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II. OBJETIVOS

II. 1. PRINCIPAL

Estudar o papel do polimorfismo em genes envolvidos no processo

de cura de lesdes e reparo tecidual no desenvolvimento de leishmaniose

cutdnea e leishmaniose mucosa em uma populagdo da Bahia.

II. 2. SECUNDARIOS

l.

Avaliar o polimorfismo nos genes TGFBI, TGFBRI, TGFBR2,
CTGF, SMAD2 e FLII e a sua possivel associagcdo com
desenvolvimento de leishmaniose tegumentar (nas formas

cutanea e mucosa da doenca);

. Analisar o grau de desequilibrio de ligagcdo entre os marcadores

dos genes TGFBI, TGFBRI, TGFBR2, CTGF, SMAD2 e FLII

testados na populagdao estudada.

Determinar a possivel interatividade entre os genes TGFBI,

TGFBRI, TGFBR2, CTGF, SMAD2 e FLII.
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III. INTRODUCAO

A resolucdao de uma doencga infecciosa requer um controle preciso
do delicado balango imunoldogico entre a eliminacdo do organismo
invasor ¢ a autodestrui¢do do tecido invadido. A leishmaniose ¢é um
excelente exemplo da complexa interacdo entre hospedeiro e parasita.
Diferentes espécies de Leishmania causam diferentes formas clinicas e
a gravidade da doenca causada por qualquer parasita pode variar
bastante entre os individuos (Convit et al., 1972; Bradley, 1974). Desse
modo, a leishmaniose apresenta um largo espectro clinico, o qual pode
sofrer a influencia de um grande nimero de varidveis que determinam o
fenotipo observado. Uma série de estudos genéticos (Cabrera et al.,
1995; Castellucci et al., 2006; Salhi et al., 2008; Castellucci et al.,
2010; Ramasawmy et al., 2010) i1dentificou varios genes candidatos
(TNFA, IL6, IL10, SLCI11AI1, CXCRI, MCPI), cujas respostas pro e
antiinflamatorias sdo criticas na regulacdo do desfecho das formas
clinicas observadas na infec¢do por L. braziliensis em humanos. No
camundongo, o mapeamento de regides génicas ligadas ao controle da
leishmaniose cutdnea (LC) causada por Leishmania major demonstrou
um controle genético complexo (Mock et al., 1993; Roberts et al.,
1993; Beebe et al., 1997; Lipoldovad et al., 2000; Havelkova et al.,
2006; Sakthianandeswaren et al., 2009), entre os quais um papel
particular para genes de a¢do no reparo e cura de lesdes
(Sakthianandeswaren ef al., 2005), mostrando que a habilidade em curar
a LC em camundongos resistentes se correlacionou com a deposicdo de
feixes de coldgeno mais abundantes e auséncia de células inflamatorias.
Por outro lado, em camundongos susceptiveis, o processo cicatricial foi
correlacionado com larga populacdo de células inflamatdérias agudas e
deposicdao de colageno esparsa e desordenada (Sakthianandeswaren et
al., 2005). Este trabalho tem como objetivo avaliar o polimorfismo de
genes participantes da via de ativacdo da citocina TGF-f, trabalhando

com a hipdétese de que genes associados com cura de lesdo, mapeados

16



em camundongo, poderiam também ser importantes biomarcadores de
doen¢a humana causada por L. braziliensis. Esta ¢é uma linha de
pesquisa importante, pois pode fornecer novos esclarecimentos sobre a
patogénese da doenca e gerar dados preliminares para novos estudos

que esclarecerdo a funcionalidade destes genes.
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IV. REVISAO DA LITERATURA

IV. 1. EPIDEMIOLOGIA E ASPECTOS CLINICOS DA
LEISHMANIOSE

Por muitos anos, o impacto na saude publica e o impacto sdcio-
econdémico da leishmaniose foram ignorados. O estigma social
associado com as cicatrizes desfigurantes e deformidades causadas pela
leishmaniose cutdnea (LC), leishmaniose mucosa (LM), leishmaniose
dermal pos-calazar (LDPC), e a morte causada pela leishmaniose
visceral (LV) prejudicou o desenvolvimento econdmico e trouxe
enormes dificuldades para os paises em desenvolvimento atingidos pela
doenca. A leishmaniose ¢ uma doenca considera endémica em 88 paises,
dos quais 72 sdao paises em desenvolvimento, sendo estimada uma
ocorréncia de dois milhdes de novos casos por ano, sendo 1,5 milhdo de
leishmaniose cutdnea e 500 mil de leishmaniose visceral (WHO, 2011).
Além disso, ao longo dos ultimos dez anos, o numero de casos
aumentou drasticamente, e a distribuicdo geografica das regides
endémicas tem se expandido consideravelmente devido a urbanizacgio e
a imigracdo de individuos ndo-imunes para 4areas endémicas.
Adicionalmente, co-infecgdes Leishmania-HIV se tornaram um
problema grave, especialmente na Europa e América do Sul, devido a
propagacdo do HIV em 4reas endémicas de leishmaniose, o que tem
mudado a epidemiologia da LV, uma vez que o HIV aumenta o risco de

desenvolver esta forma da doencga (Alvar et al., 2008).

A infec¢do por Leishmania spp. resulta em um amplo espectro
clinico que pode ser classificado em duas formas principais: a
leishmaniose tegumentar americana (LTA) e a leishmaniose visceral

(LV). Dentro das manifestagdes da LTA, observamos as formas LC, LM,

18



leishmaniose disseminada ¢ leishmaniose difusa. A LC comega como
uma papula no local da picada do mosquito e se desenvolve em um
nddulo duro ou uma ulcera aberta infiltrada que pode ou ndao sofrer cura
espontanea (Murray et al., 2005). A LM se desenvolve como uma
complicacdo da LC, com parasitas disseminando através do sistema
linfatico para colonizar o trato das mucosas. Pacientes com LM sofrem
com ulceragdes destrutivas da mucosa, que podem deixa-los
permanentemente desfigurados e propensos a comprometimento
respiratério, infec¢cdes bacterianas secunddrias e desnutricdo. Ao
contrario da maioria das lesdes de LC, as lesdoes de LM nédo sofrem cura

espontanea (Murray et al., 2005).

A leishmaniose disseminada ¢ uma forma emergente da doenca
causada pela infec¢do por L. braziliensis, que se distingue por suas
caracteristicas clinicas e imunoldgicas exclusivas (Costa et al., 1986;
Carvalho et al., 1994; Turetz et al., 2002). Esta forma da doenga ¢
caracterizada pela presenca de um grande numero de lesdes cutdneas
que abrange mais de uma area do corpo do paciente, tipos variados de
lesdes na pele e uma alta freqiiéncia de envolvimento mucoso (Carvalho
et al., 1994; Turetz et al., 2002). O paciente tende a apresentar uma
lesdao Unica inicial, geralmente nas extremidades, seguida da
disseminac¢ao que pode envolver todo o corpo, por vezes, associada com
febre e calafrios. A 1importancia da leishmaniose disseminada ¢
delineada pela gravidade da doenca, terapéutica desafiadora e aumento
da prevaléncia. Enquanto em 1986 apenas 0,2% dos casos de infecg¢do
por L. braziliensis desenvolveu leishmaniose disseminada, em 2000 este

numero subiu para 2% (Carvalho et al., 1994; Turetz et al., 2002).

A leishmaniose difusa é uma forma relativamente rara da doenga e
foi descrita inicialmente na Venezuela (Convit & Lapenta, 1946) como

uma forma grotesca de LC, tendo as seguintes caracteristicas: lesdes
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nodulares disseminadas por todo corpo e ricas em amastigotas, com
teste de Montenegro negativo e freqiiente incapacidade de responder ao
tratamento convencional com antimonio. No Brasil, a Leishmania (L.)
amazonensis ¢ considerada a Unica espécie causadora de leishmaniose
difusa (Lainson, 1983; Silveira et al., 1997, Lainson & Shaw, 1998).
Esta forma da doenca ¢ clinicamente caracterizada por uma infiltragdo
difusa da pele, onde aparece um grande numero de nddulos, péapulas,
tubérculos e placas infiltradas que raramente sofrem ulceragdao. Nos
casos mais antigos da doen¢a, lesdes disseminadas podem cobrir grande
parte do corpo, mas aparecem predominantemente nas extremidades e
raramente envolvem a membrana mucosa nasofaringeal (Convit et al.,

1972; Convit et al., 1993; Barral et al., 1995).

A LV, também conhecida como Calazar, ¢ a forma mais grave da
doenca. Apesar da maioria das infec¢cdes com espécies de Leishmania
visceralizantes ser assintomatica, a taxa de letalidade de LV
sintomatica ¢ de 100% dentro de dois anos de infeccdo, se ndo for
tratada. A LV ¢ uma doenca sistémica causada pela disseminacdo da
Leishmania para o bago e figado, que resulta em episdédios de febre,
perda de peso, hepatomegalia, esplenomegalia e anemia (Murray ef al.,
2005). A LDPC ¢ uma complicagdo da LV tratada e resulta na presencga
de multiplas pédpulas ou nodulos hipopigmentados na pele. Pacientes
com LDPC sdo considerados importantes reservatérios potenciais para a
leishmaniose antropondtica devido ao elevado nimero de parasitas em

sua pele (Murray et al., 2005; Alvar et al., 2008).

Os estudos sobre a leishmaniose na regido sudoeste do Estado da
Bahia iniciaram na década de 1970, quando wuma wunidade de
leishmaniose foi criada na regido de Trés Bragos, na cidade de
Wenceslau Guimaraes (Cuba-Cuba et al., 1985). Estudos realizados na

areca endémica de Trés Bracos mostraram que a leishmaniose mucosa
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pode se desenvolver até 264 dias apos a lesdo cutanea. Entretanto, 7%
dos pacientes desenvolveram a forma mucosa da doenga ap6s mais de 10
anos da apresentacdo da lesdo cutdnea (Marsden et al., 1984). Tanto a
leishmaniose cutdnea quanto a leishmaniose mucosa predominam em
adultos do sexo masculino, porém, em um estudo realizado em Santo
Amaro, Bahia, foi observado que criancas de ambos os sexos também
tém sido afetadas pela doenca (Follador et al., 1999). Atualmente, a
maioria dos casos de leishmaniose diagnosticada em 20 municipios ¢
encaminhada ao posto de satde que foi construido em Corte de Pedra,
vila que pertence ao municipio de Presidente Tancredo Neves, situado a
30 km da regido de Trés Bracos e 280 km da capital Salvador,
aproximadamente. Na Tabela 1 abaixo, segue o numero de casos de
leishmaniose tegumentar atendidos no Posto de Satde de Corte de

Pedra, Bahia, entre os anos de 2006 ¢ 2011.

Tabela 1: Numero de casos de leishmaniose tegumentar atendidos no

Posto de Saude de Corte de Pedra, Bahia, entre 2006 ¢ 2011.

2006 2007 2008 2009 2010 2011*
Cutanea 819 415 885 1161 1534 867
Mucosa 32 13 28 38 22 13

*Até 25/11/11

H4 cerca de sete anos, o Servico de Imunologia do Complexo
Hospitalar Professor Edgar Santos da Universidade Federal da Bahia
vem estudando a influéncia de fatores genéticos do hospedeiro na
leishmaniose tegumentar na populacdao da area rural de Corte de Pedra,
regido endémica para L. braziliensis e que registra as maiores taxas de
leishmaniose cutdnea e mucosa no Estado da Bahia. O grupo mostrou

que ocorre agrega¢dao familiar da doenca nesta area (Castellucci et al.,
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2005) e que genes da resposta imune estdo associados com
desenvolvimento de leishmaniose cutdnea e mucosa nesta populagdo
(Castellucci et al., 2006; Castellucci et al., 2010; Ramasawmy et al.,
2010).

IV. 2. IMUNOPATOGENESE DA LEISHMANIOSE

A 1imunidade contra Leishmania ¢ mediada tanto através da
imunidade inata (macréfagos, neutrofilos) quanto através da imunidade
adaptativa (linfécitos B, Ilinfocitos T e células dendriticas). Os
macrofagos desempenham wum papel crucial na leishmaniose. Um
tratamento bem sucedido de todas as formas da doenc¢ca depende da
eliminacao eficaz dos parasitas por macréofagos ativados.
Paradoxalmente, a Leishmania utiliza sua func¢dao fagocitica como
estratégia para internalizacdo e replicacdo dentro dos fagolisossomos
(Reiner & Locksley, 1995). A internalizagdo da Leishmania pelos
macrofagos leva a producdo de citocinas pro-inflamatorias e morte do
parasita. Uma atividade subversiva da Leishmania neste processo ¢ a
inibi¢do da producdo de interleucina-12 (IL-12), que é necessaria para a
atividade dos macr6fagos contra o parasita (Ahuja et al., 1999), uma
vez que conduz a uma regulacdo positiva de oOxido nitrico sintase

induzivel (iNOS), 6xido nitrico (NO) e interferon-y (IFN-vy).

A produgdo de citocinas resulta no recrutamento de outras células
pré-inflamatédrias (neutrofilos, mastocitos e macréfagos) para o local da
infeccdo. Em particular, os neutrofilos estdo entre as primeiras células
recrutadas para o local da infec¢do e acredita-se que participam na
contencdo da Leishmania na primeira hora de infec¢do (Belkaid et al.,

2000). Os dados publicados sobre a participagdo dos neutrdfilos na
22



infec¢do por Leishmania sdo contraditorios, indicando ambas,
resisténcia e exacerbacdo da doenga (Peters & Sacks, 2009). No
entanto, foi demonstrado que no contexto da infec¢do iniciada pela
picada de um flebdétomo infectado, os neutr6filos sdo recrutados para o
local da infec¢do e fagocitam os parasitas, um processo que ¢ vital para

a progressdao da doenca (Peters ef al., 2008).

Um componente importante que liga as respostas imune e
adaptativa sdo as células dendriticas (CD), que sdo recrutadas em
resposta a producdao dos mediadores derivados de mastocitos e liberacgao
de citocinas/quimiocinas por macréfagos e neutrofilos (Reiner &
Locksley, 1995). A absor¢do de amastigotas pelas CD no local da
infec¢do resulta na regulacdo positiva de IL-12 (Gorak et al., 1998),
que ¢ essencial para a elimina¢dao do parasita e para as fun¢des efetoras
dos macrofagos (Belkaid er al., 1998). A habilidade das células
dendriticas de apresentar os antigenos através das moléculas de MHC
classe I e II leva a estimulacdo das respostas especificas de células T
CD4+ ¢ T CD8+ (Sacks & Noben-Trauth, 2002), e ¢é essencial para a

resisténcia adquirida contra Leishmania.

Células T CD4+ desempenham um importante papel na imunidade
contra Leishmania e no desfecho da doenga. Os primeiros estudos
experimentais em modelo murino de leishmaniose tegumentar
estabeleceram uma dicotomia clara entre a protecdo mediada por uma
resposta Thl e a susceptibilidade a doenca mediada pela resposta Th2.
Foi mostrado que a falha em montar uma resposta Thl eficiente contra
Leishmania ¢ causadora de doenga progressiva e falta de resolug¢do da
lesdao (Scott, 1989). Em camundongos resistentes C57BL/6, a resolugdo
da doenca ¢ mediada como conseqiiéncia da liberacdo de IFN-y por
células Thl e regulacdo positiva de 6xido nitrico em macréfagos que

abrigam parasitas (Bogdan ef al., 2000). Por outro lado, a persisténcia
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das lesdes em camundongos susceptiveis BALB/c ¢ devida ao tipo de
diferenciagdo Th2 das células T CD4+ e producdo de interleucina-4 (IL-
4), que suprime a ativacdo de macrofagos, resultando na sobrevivéncia

do parasita (Scott, 1989).

No entanto, a dicotomia Thl/Th2 tem sido questionada nos
ultimos anos, uma vez que ha evidéncias de que a resposta inicial de
IL-4 pode ndo ser necessaria para promover a susceptibilidade e existe
mais complexidade nos mecanismos responsdveis pela imunidade
adquirida (Sacks & Noben-Trauth, 2002). Assim, a dicotomia Th1l/Th2
como um indicador de resisténcia e susceptibilidade pode ser uma
generalizagdo e ¢ muito mais complexa do que ¢é conhecido e entendido
atualmente. Ao longo dos anos, este paradigma Th1/Th2 de
diferenciag¢do de células T helper, que foi introduzido pela primeira vez
por Mosmann e Coffman (Mosmann & Coffman, 1989) cerca de 22 anos
atras, ajudou a explicar muitos fendmenos na imunidade adquirida.
Recentemente, o paradigma Th1/Th2 foi ampliado, ap6s a descoberta de
um terceiro subconjunto de células Th efetoras que produz IL-17 - Th17
- ¢ exibe func¢des efetoras distintas das células Thl e Th2. Nos ultimos
cinco anos, temos assistido a um acumulo de informac¢des sobre esse
novo subconjunto de células T: as citocinas para sua diferenciacdo e
expansdo foram identificadas (Cua ef al., 2003; Langrish et al., 2005;
Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 2006; Veldhoen et al., 2006; Korn
et al., 2007; Nurieva et al., 2007; Zhou et al., 2007) e os fatores de
transcricdo que estdo envolvidos na sua geragdo foram elucidados
(Ivanov et al., 2006; Yang et al., 2007), estabelecendo firmemente as
células Thl17 como uma linhagem de células T independente em
humanos e camundongos. Estudando a producdo de IL-17 por linfocitos
na leishmaniose tegumentar americana, foi demonstrado que pacientes
com LM e LC apresentam maiores concentragdes desta citocina quando

comparados com controles ndo infectados. Este dado refor¢a o papel da
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IL-17 na patogénese da reacdo inflamatdoria observada na doenca

(Bacellar et al., 2009).

A producdo de citocinas e a atividade citotoxica das células T
CD8+ também contribuem para a evolugdo da doenca na infecg¢do por
Leishmania. Inicialmente, acreditava-se que as cé¢lulas T CDS8+
desempenhavam um papel apenas durante a re-infec¢ao (Huber et al.,
1998), porém foi demonstrado que estas células sdo cruciais no controle
da infec¢do primdaria por direcionar a resposta para o tipo Thl (Belkaid
et al., 2002; Uzonna et al., 2004). Além da produg¢dao de citocinas,
células T CD8+ também participam no controle da infec¢ao através de
mecanismos citotdoxicos, tais como produc¢do de granzima e perforina e
vias Fas/FasL, mas esses dados sdo contraditorios (Ruiz & Becker,
2007). Ainda ndo se sabe qual ¢ a rota exata de ativagdao das células T
CD8+ na leishmaniose, umas vez que os parasitas residem em um
vacuolo parasitario no interior de macrofagos e ndo esta claro como
estas células apresentam o antigeno através das moléculas de MHC
classe I (Bertholet et al., 2005; Bertholet et al., 2006). O mecanismo
mais provavel ¢ a apresentacao cruzada, que tem sido bem documentada
para macrofagos e células dendriticas (Rodriguez et al., 1999; Houde et
al., 2003), mas ainda ndo foi demonstrada na infec¢do por Leishmania.
Portanto, o papel exato das células T CD8+ na leishmaniose, incluindo
os epitopos especificos destas células e suas vias de ativag¢dao, ainda

deve ser elucidado.

A vasta gama de citocinas e dos mecanismos imunoldgicos
envolvidos na resposta imune contra Leishmania destaca claramente a
complexidade da doenga (Kedzierski et al., 2009). O modelo murino da
leishmaniose, que simula muito dos aspectos da doenca humana e de
onde deriva a maioria dos conhecimentos atuais sobre a

imunopatogénese da doenca, também tem sido utilizado como uma
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ferramenta para avaliar a eficdcia de vacinas. Uma ressalva ¢ o fato de
que os mecanismos precisos subjacentes a leishmaniose cutdnea humana
ainda nao sdao completamente compreendidos, e as respostas necessarias
para a protecao através da vacinacdo ndo sdao tdo claras como no modelo
murino (Gumy et al., 2004). Ao que parece, em humanos, o resultado da
doenc¢a ¢ influenciado pelo balan¢co entre as resposta Th1/Th2 e, além
disso, ¢ afetado por fatores genéticos do hospedeiro, tamanho do
inoculo e a cepa do parasita. Apesar disso, o modelo murino de
leishmaniose tem sido extremamente adequado para testar vacinas

candidatas.

Deve-se notar que a maioria das infec¢des por Leishmania na
populacdo humana permanece em grande parte assintomdatica (Banuls et
al., 2007). Em &4reas endémicas, a maioria dos individuos expostos ¢
capaz de controlar a infec¢dao. Nos casos de LC, 90% curam suas lesdes
espontaneamente (Murray et al., 2005), e nos casos de LV, a proporgao
de assintomdaticos para sintomaticos varia entre 4:1 e 18:1 (Chappuis et
al., 2007). Além disso, menos de 5% dos pacientes infectados com
Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis ou Leishmania
guyanensis desenvolve LM (Amato et al., 2008), ressaltando assim a

presenca de mecanismos de resisténcia inata do hospedeiro.

Estudos em camundongos e humanos tém mostrado que em todas
as formas de leishmaniose, fatores do hospedeiro desempenham um
importante papel em definir tanto a gravidade da doen¢a como a sua
resolucdo (Cabello et al., 1995; Rogers et al., 2004; Handman et al.,
2005). A genética do hospedeiro ¢ de especial interesse, pois grande
variabilidade na evolug¢do clinica tem sido observada entre pacientes,
mesmo quando as espécies de Leishmania infectantes, o estado
nutricional e os fatores ambientais sdo semelhantes (Cabello er al.,

1995).
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IV. 3. 0] MODELO EXPERIMENTAL MURINO PARA
LEISHMANIOSE

Investigagdes sobre o papel da genética do hospedeiro na
patogénese da leishmaniose tém sido lideradas pela utilizagdo do
modelo murino. A disponibilidade de linhagens puras, com fisiologia,
imunologia e mapas genéticos anotados bem definidos faz deste modelo
com camundongos o modelo ideal. Adicionalmente, espécies de
Leishmania infectantes para os seres humanos causam padrdes de
doenca semelhantes em camundongos, e linhagens puras de
camundongos tém mostrado simular naturalmente os fendtipos
susceptivel, intermediario e resistente observados em humanos (Rogers
et al., 2004; Handman et al., 2005; Carrion et al., 2006). Apesar desses
beneficios, existem limitagdes para a aplicabilidade do modelo murino
para a doenca humana. Em contraste com a ampla variagdo genética
presente na populacdo humana, existe uma variagdo genética limitada
em camundongos. Além disso, ndo existe um modelo para LM murina e
nenhum modelo bom para LV em camundongos, e a via habitual de
inoculagdao do parasita em condi¢gdes experimentais ¢ subcutanea ou
endovenosa com a utilizacdo de seringas, o que ¢ muito diferente da
picada do mosquito vetor, principalmente pela auséncia da saliva
biologicamente ativa do mosquito e pela inoculagcdo de grande
quantidade de parasitas (Rogers et al., 2004). Entretanto, o modelo
murino oferece a vantagem de estabelecer o efeito do genoma usando
linhagens clonadas do parasita e de estudar a resposta do hospedeiro
utilizando linhagens isogénicas de camundongos para minimizar oS
efeitos ambientais. Certo nimero de genes mediadores da resposta do
hospedeiro a doengas infecciosas tem sido identificado, incluindo genes
da via IL-12/IFN-y, mediadores de resisténcia a doengas
micobacterianas (Doffinger et al., 2002), e Slclilal (formalmente
conhecido como Nrampl) (Vidal et al., 1993; Goswani et al., 2001),

gene que participa ativamente da formag¢do do fagolisossomo e controla
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a infeccdo por patdgenos intracelulares como Leishmania donovani,

Salmonella typhimurium e Mycobacterium bovis (Blackwell, 1996).

Adicionalmente, Roberts e colaboradores (1997) realizaram
cruzamentos entre camundongos C57BL/6 ¢ BALB/c e descreveram uma
ligacdao entre resisténcia a infec¢do por L. major e duas regides
cromossdémicas: uma no cromossomo 9 e a segunda no locus H2 no
cromossomo 17, nomeadas “leishmania major resistance 27 (Ilmr2) e
Imrl, respectivamente. Neste mapeamento, foram utilizadas duas
populacdes F2 independentes de 199 e 271 camundongos, por meio de
cruzamentos reciprocos entre fémeas BALB/c (C) e machos C57BL/6
(B). Mais tarde, em outro estudo, o mesmo grupo de pesquisa, avaliando
uma possivel interagdo entre esses locus, estratificou camundongos F2
por seus genotipos I/mrl e Imr2. Foi demonstrado, ndo s6 que Imrl e
Imr2 interagem sinergicamente, como foi descrito um novo locus Imr3,
localizado no cromossomo X cujo efeito depende de um haplotipo

especifico de Imrl (Roberts et al., 1999).

Além do trabalho conduzido sobre a genética da resposta do
hospedeiro a infec¢do por L. major, o modelo murino tem fascinado os
imunologistas por muito tempo porque uma marcante polarizagao da
resposta imune € observada apos o desafio com o parasita L. major. Isto
levou ao estudo intensivo dos reguladores da resposta polarizada de
células T helper Th1/Th2 pelos imunologistas (Locksley et al., 1987;
Solbach & Laskay, 2000; Biedermann et a/., 2001). Mais recentemente,
utilizando animais congénitos para cada um dos trés loci de resposta do
hospedeiro previamente descritos, Imrl, Imr2 e Imr3, mapeados no
cruzamento genético entre camundongos C57BL/6 e BALB/c, foi
demonstrado o papel destes loci na gravidade da doencga.
Surpreendentemente, na ultima fase da infec¢do, quando a diferenca na

gravidade da doenca entre camundongos parentais e congénitos ¢ mais
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anunciada, o perfil de citocinas foi correlacionado com o background
genético dos camundongos ¢ ndo com a gravidade. Isto demonstrou que
este trés loci mapeados estdo agindo por um mecanismo independente
do fendtipo Th (Elso et al., 2004b). Detalhadamente, foram examinadas
a histopatologia e a producdo de IL-4 e IFN-y na pele ¢ em linfonodos
drenantes em camundongos parentais e congénitos. Apesar da
significante diferenca na gravidade da doenca entre camundongos
parentais e congénitos, ndo foi encontrada nenhuma diferen¢a durante
as primeiras 48 horas nos niveis de IL-4 e IFN-y (Elso et al., 2004a).
Durante a infec¢do, este mesmo estudo demonstrou que os niveis de IL-
4 estavam correlacionados com o tamanho da lesdao, indicando que esta
citocina reflete a gravidade da doengca, em vez de controlé-la.
Considerando este efeito, camundongos B6.C(I/mrl,Imr2), que tém o
background resistente C57BL/6 e alguns intervalos congénitos do
BALB/c susceptivel, tiveram niveis de citocinas similares aos
camundongos parentais C57BL/6, apesar da susceptibilidade aumentada,
e camundongos C.B6(/mrl,Imr2), que tém background BALB/c e alguns
intervalos congénitos C57BL/6, foram similares aos camundongos
susceptiveis BALB/c, apesar da resisténcia aumentada. Em nenhum
momento foi encontrada diferen¢a no tipo celular. Estes dados
reforgaram a idéia de que os loci /mr previamente descritos afetavam a
gravidade da doen¢a por um mecanismo independente da resposta

convencional de células T helper (Elso et al., 2004Db).

A infec¢do por muitos microorganismos patogénicos resulta em
um extensivo remodelamento do tecido infectado e na producdo de
granulomas. A esquistossomose tem sido utilizada como modelo para o
estudo da biologia do granuloma, com os ovos de Schistosoma mansoni
estimulando a produ¢do de matriz extracelular e na formacao de
granulomas de protecdo (Olds et al., 1985; Andrade, 1991). A infeccgdo
por Mycobacterium tuberculosis resulta na producdo de granulomas que,

simultaneamente, inibem a propagacdo do microorganismo e oferece um
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ambiente seguro para a persisténcia microbiana. Da mesma forma,
muitas espécies de Leishmania causam granulomas de pele, resultando
em ulceras crdonicas e indolentes que, apds a cicatrizagdo, sao
remodeladas em estruturas normais ou tecido cicatricial. Em resposta a
uma infeccdo, as células do hospedeiro remodelam extensivamente o
tecido produzindo coldgeno e metaloproteinases de matriz (Vaalamo et
al., 1999; Majka et al., 2002). Os fibroblastos migram para a regido,
resultando na destrui¢cdo da arquitetura normal do tecido e matrizes do
tecido conjuntivo sdo depositadas (Price et al., 2003; 1zzo et al., 2004;
Singh et al., 2004). A gravidade da doenca muitas vezes depende da
capacidade do hospedeiro para formar granulomas; na sua auséncia, 0s
microorganismos se propagam resultando na tuberculose ou

leishmaniose cutdnea difusa.

Ha evidéncias de que fatores como reparacdo ¢ remodelamento do
tecido, assim como uma resposta imune adaptativa vigorosa, estdo
envolvidos na resolug¢dao da infecgao (Esterre et al., 1991). O modelo
murino de L. major tem sido utilizado para explorar a hipdtese de que a
taxa de cicatrizagdo das tulceras granulomatosas da leishmaniose
cutidnea contribui significantemente para a resisténcia inata do
hospedeiro, e foi demonstrado que camundongos congénitos para os loci
de resposta do hospedeiro que controlam a gravidade da doencga (/mrl e
Imr2) diferem na sua resposta de cicatrizagdo para ambas, lesdes
infecciosas e cirtrgicas, com animais resistentes possuindo uma
resposta de cicatrizagdo da lesdo mais robusta em ambos os casos
(Sakthianandeswaren et al., 2005). Este estudo mostrou que a resposta
de cicatrizacdo ¢é criticamente importante para a cura rapida da
leishmaniose cutdnea murina causada por L. major. Camundongos
congénitos para os loci de resisténcia a leishmaniose, que curaram suas
lesdes mais rapidamente do que seus pais suscetiveis, também
expressaram diferencialmente genes envolvidos na cicatrizagcdo e

reparagdo tecidual, tais como T7TGFBI e CTGF, depositaram fibras
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coldgenas mais ordenadas e curaram as feridas de bidopsia mais
rapidamente. Fibroblastos destes camundongos repararam suas feridas
mais rapido in vitro, e esse processo foi acelerado por sobrenadantes de
macréfagos infectados. Como esses efeitos sdo independentes da
imunidade mediada por células, ¢ provavel que a taxa de cicatrizagdo
seja um importante componente da imunidade inata envolvida na

resisténcia a leishmaniose cutdnea (Sakthianandeswaren et al., 2005).

IV. 4. FATORES GENETICOS NA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Estudos de associagdo com genes candidatos sdo freqiientemente
utilizados em estudos genéticos da leishmaniose tegumentar humana.
Por exemplo, polimorfismos em [/L-4 e IFN-y foram associados com
susceptibilidade a LC em um grupo iraniano infectado por L. major.
Diferencas na freqiiéncia do polimorfismo +874A/T no intron 1 de IFN-
y e no polimorfismo -590C/T na regido promotora de /L4 foram
observados influenciando a progressdao da doenca e o risco de
desenvolver LC, respectivamente (Kamali-Sarvestani et al., 2006).
Posteriormente, analise do polimorfismo IL-10 -819C/T localizado na
regido promotora de /L/0 em individuos brasileiros sintométicos e
assintomaticos pra LC causada por L. braziliensis demonstrou uma
ligagdo entre o genotipo IL-10 -819C/C, altas concentracdes de IL-10 e
gravidade das lesdes. A IL-10 modula a resposta inflamatdria para a
elimina¢do da Leishmania, e foi admitida a hipdtese da alta producgdo de
IL-10 em carreadores do genotipo C/C promover a sobrevivéncia da
Leishmania. Analise funcional das variantes demonstrou ligagdo alelo-

especifica de fatores nucleares para esta regido polimorfica (Salhi et

al., 2008).
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A LM desenvolve-se como uma complicacdo da LC, com
dissemina¢cdo do parasita para as membranas mucosas. Andalise de
polimorfismos do gene de TNF-a e TNF-B em pacientes venezuelanos
com LM infectados com L. braziliensis identificou ligagdao entre
polimorfismos em T7TNFA (-308 G/A na regido promotora) e ITNFB
(intron 2) e a doenca. A presenca do alelo A para TNFA e do alelo 2
para TNFB foram associadas com a susceptibilidade para LM (Cabrera

et al., 1995).

O grupo de pesquisa do Servigo de Imunologia do Hospital
Universitario Professor Edgar Santos da Universidade Federal da Bahia
vem estudando determinantes genéticos do hospedeiro na leishmaniose
tegumentar héd cerca de sete anos. Inicialmente, o grupo demonstrou
através de estudo epidemioldgico envolvendo familias afetadas e
altamente expostas que agregacdo da doenca ocorre na area de Corte de
Pedra — Bahia (Castellucci et al., 2005). Avaliacdo do papel do
marcador -174C/G da citocina IL-6 nesta mesma populagdo endémica
para L. braziliensis, mostrou uma forte associacdo entre a presenc¢a do
alelo C e susceptibilidade para LM. Os genotipos CC e CG foram
associados com concentracdes reduzidas de IL6 em células estimuladas
com antigeno de Leishmania (SLA) em estudo populacional de caso-
controle e em modelo familiar. Uma baixa produ¢ao de IL-6, citocina
que modula a resposta imune do tipo Thl, em carreadores do alelo C,
nesse caso, foi interpretada como wuma capacidade reduzida de
equilibrar as respostas Thl e Th2 e controlar as manifestagdes

patologicas destrutivas associadas com a LM (Castellucci et al., 2006).

Mais recentemente, investigando o papel de genes que regulam a
infiltragdo ou funcdo de neutréfilos polimorfonucleares (PMN) e
macrofagos no sitio da lesio em LC e LM, nosso grupo mostrou

associacdo da doenga e o polimorfismo no gene CXCR/. Curiosamente,
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o alelo C comum apresentou-se associado com LC, enquanto a forma
rara, o alelo G foi associado com LM. Adicionalmente, LC também foi
associada com wuma insercdo 3’/delecdo em SLCIIAI, um gene
conhecido principalmente por seu papel na regulagdo da ativagdao de
macrofagos (Castellucci et al., 2010). Em outro estudo, um
polimorfismo funcional no promotor da quimiocina CCL2 (MCP-1) foi
também associado com LM na mesma populacdo endémica. Freqiiéncias
genotipicas foram comparadas entre casos de LM/LC e grupos controle
utilizando andlise de regressdo logistica e teste de associagdo baseado
em familia (FBAT). Os niveis de CCL2 foram medidos no plasma e
macrdéfagos. Como resultado deste trabalho, foi observado que o
genotipo recessivo GG de CCL2-2518 foi mais comum em pacientes
com LM e que estes pacientes produziam maiores niveis de CCL2
quando comparados com pacientes com genotipo AA. Estes resultados
sugerem que altas concentracdes desta quimiocina aumentam risco de

desenvolver LM (Ramasawmy et al., 2010).

A leishmaniose ¢ uma doeng¢a complexa e ¢é esperado que muitos
genes, influenciados por fatores ambientais, afetem a gravidade da
doenca e seu desfecho. A identificacdo de fatores genéticos que
determinam se o paciente vai desenvolver os sintomas da doenca ou ndo
em conseqiiéncia da infeccdo com Leishmania spp. € crucial para o
melhor entendimento da patogénese da leishmaniose e identificagdao de
individuos em risco de desenvolver doengca severa. Apesar das
diferengas entre a doenca humana e o modelo murino, muito do
conhecimento a partir de estudos em camundongos (especificamente a
imunologia e a genética da doenca) ¢ aplicavel a leishmaniose humana,
como o papel da Sliclilal na LV e a importadncia da [L-10 na
susceptibilidade e regulagdo da resposta de células T-helper (Thl e
Th2) no desfecho da doenca (Blackwell et al., 2003; Mansueto et al.,
2007; Couper et al., 2008). Adicionalmente, em camundongos, o

mapeamento de genes que controlam a LC causada por L. major
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demonstrou controle genético complexo (Mock et al., 1993; Roberts et
al., 1993; Beebe et al., 1997; Havelkova et al., 2006; Lipoldova &
Demant, 2006; Sakthianandeswaren et al/., 2009), juntamente com o
papel particular de genes que regulam a cura das lesdes
(Sakthianandeswaren et al., 2005). Mapeamento recente realizado em
uma regido do cromossomo 9, /mr2, em camundongos congénitos,
identificou o gene FIlil (FLI/ em humanos) como um novo candidato
que influencia resisténcia a L. major ¢ mecanismos de cura de lesdo

(Sakthianandeswaren et al., 2010).

Até o momento, a maioria dos genes que foram propostos como
candidatos para leishmaniose cutdnea e leishmaniose mucosa foi
escolhida a luz da resposta imune contra Leishmania, tendo em conta os
conseqiientes efeitos na regulacdo das vias Th1/Th2. No entanto, dados
mostram evidéncias de que fatores como reparagdo e remodelamento
tecidual também sdo importantes na resolucdo da infec¢do (Esterre et
al., 1991). O estudo de genes envolvidos no processo de cura de lesdes
pode fornecer uma nova abordagem para estudar outros mecanismos do
hospedeiro que podem interferir na resisténcia e cura. Foi demonstrado
que a resposta de reparo tecidual é criticamente importante na rdpida
cura na leishmaniose cutdnea murina causada por L. major
(Sakthianandeswaren et al., 2005). Dados anteriores do mesmo grupo
forneceram evidéncias de que a resisténcia a infec¢do por L. major ¢
independente da resposta de células T helper (Elso et al., 2004b). Em
modelo murino, multiplos loci tém sido implicados na susceptibilidade
a infec¢dao, e a despeito do mapeamento de FIlil, varios genes
subjacentes a estes loci ainda nao foram identificados

(Sakthianandeswaren et al., 2010).
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VI. 5. A VIA DE SINALIZACAO DE TGF-p

A cicatrizacdo das feridas comeca imediatamente apds uma lesdo
na pele como uma tentativa de fornecer uma barreira protetora contra
outros estimulos (Clark, 1996). Em resposta a uma infeccdo, as células
do hospedeiro remodelam seus tecidos através da produc¢dao de colageno
e matriz extracelular (Vaalamo et al., 1999; Majka et al., 2002);
fibroblastos migram para o tecido destruido e matrizes de tecido
conjuntivo sdo depositadas (Price et al., 2003; Izzo et al., 2004; Singh
et al., 2004). A gravidade da doenca geralmente depende da habilidade
do hospedeiro em formar granulomas; na sua auséncia, o parasita
dissemina resultando em tuberculose ou leishmaniose cutdnea difusa
(Sakthianandeswaren et al., 2005). Varios parasitas produzem proteases
que degradam proteinas da matriz, facilitando o rompimento da barreira
cutanea para propagar a infec¢do (Lira et al., 1997). Quando
promastigotas de Leishmania sao inoculados na pele do hospedeiro,
ocorre um afrouxamento da matriz do tecido conjuntivo da derme,

permitindo o estabelecimento da infec¢do.

O controle genético da cura das lesdes na leishmaniose envolve
varias familias de fatores de crescimento e transcricdao, das quais a
sinalizacdo do fator de crescimento transformador beta (TGF-B) ¢ um
exemplo classico (Singer & Clark, 1999). Estudos tém demonstrado que
a sinalizagcdo do gene de TGF-B estd envolvida no processo de cura de
lesao regulando a migra¢ao celular, proliferagdo e diferenciacdo (Yang
et al., 2001). O TGF-Bp ¢é uma citocina envolvida em processos
inflamatorios, cura de lesdo e fibrose e tem sido implicada na reparagdo
e remodelamento dos tecidos devido a sua capacidade de estimular
fibronectina, proteoglicanos, sintese de coldgeno, proliferagdo de
fibroblastos ¢ angiogénese (lhn, 2002; Smith et al/., 2007). Dados tém

mostrado que a aplicagdo de TGF-B exdgeno acelera a cura de lesdes
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agudas (Shah et al., 1995; Wu et al., 1997) e a aplicacdo de TGF-p
recombinante melhora a cicatrizacdo em modelos animais (Salomon et
al., 1990; Beck et al., 1993). O TGF-B também induz o fator de
crescimento de tecido conjuntivo (CTGF), que modula o crescimento de
fibroblastos, sintese de coldgeno e secrecdo de fibronectina e matriz
extracelular (Xiao et al., 2006). Sua via de sinalizacdo tem se mostrado
importante na regulagcdo do recrutamento de macr6fagos durante a
inflamacdo e¢ os eventos de cura de lesdao (Boring ef al., 1997; Kurihara

et al., 1997).

Um ligante de TGF-B inicia a sinaliza¢do se ligando e reunindo os
receptores tipo I (TGFBRI1) e tipo II (TGFBR2) na superficie celular.
Isso permite o receptor tipo Il fosforilar o dominio quinase do receptor
tipo I, que entdo propaga o sinal através da fosforilagdo das proteinas
SMAD (Shi & Massague, 2003). Irregularidade nesta via de sinalizacdo
tem sido implicada em diversos transtornos de desenvolvimento e em
varias doencas humanas, incluindo o cancer, fibrose e doenc¢as auto-
imunes (Blobe et al., 2000). Além disso, um estudo recente mostra que
em ulcera venosa nao cicatrizada a sinalizagdo de TGF-p ¢ atenuada
pela regulagdo negativa dos dois receptores de TGF e falha da ativagao
de SMAD2, resultando na desregulacdao dos genes alvo de TGF- (Pastar
et al., 2010).

A descoberta das proteinas SMAD tem ajudado bastante a
compreensao sobre a sinalizacdo de TGF-B. Oito proteinas SMAD sdo
codificadas no genoma humano (Massague, 1998), mas apenas cinco
atuam como substrato para os receptores da familia de TGF-B, entre os
quais estda SMAD2. Uma vez fosforilada pelos receptores de TGF-fB, a
SMAD2 forma um complexo heteromérico com uma segunda classe de
proteinas SMAD, conhecida como Co-SMADs. Esse complexo entdo ¢

translocado para o nucleo para regular a expressdo génica (Wrana &
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Attisano, 2000). A fung¢do bioldogica da SMAD2 na cura de lesdo nado ¢
conhecida porque camundongos deficientes em SMAD2 sao
embrionariamente letais (Yagi et al., 1999). Porém, estudos recentes
tém sugerido que SMAD2 estd intimamente envolvida no processo de
cicatrizagdo (Ishida ef al., 2004). A superexpressdo de SMAD2 afeta a
proliferacdo e diferenciagdo dos queratinocitos da epiderme.
Curiosamente, os niveis endogenos de Co-SMADs sdao alterados com
base na disponibilidade de SMAD2, sugerindo, portanto, uma ag¢ao
conjunta dessas proteinas na regulacdo de homeostase ectodérmica

mediada pelo TGF-p.

Outro importante gene identificado no processo de cura das lesdes
¢ o FLII. FLII ¢ um membro da familia de fatores de transcrigao Ets, ¢
tem sido demonstrado que este gene desempenha importante papel na
hematopoiese, desenvolvimento embrionario e vasculogénese (Truong &
Ben-David, 2000). E altamente expresso em células endoteliais
vasculares, mas seus genes alvos e seu papel na vasculatura ndo foram
totalmente caracterizados (Hart et a/., 2000). O FLI1 também ¢ um
supressor da transcricdo de colageno (Kubo et al., 2003) e estudos
recentes tém mostrado que FLII controla a expressdao de colageno
através da inibi¢do da expressdo de CTGF, e, portanto, pode atuar na
via de cicatriza¢ao das lesdes (Nakerakanti et al., 2006). Este gene tem
sido implicado na fibrose patoldogica observada na esclerose sistémica
(Wang et al., 2006), bem como na fibrilogénese de coldgeno na pele de
camundongos (Asano et al., 2009). Um estudo recente com linhagens
congénitas de camundongos para o loci Imr2 mostrou que FLil ¢
expresso, aproximadamente, 3 vezes menos nos animais com o fenotipo
resistente, sugerindo essa regulagdo negativa como um importante fator
para a normal fun¢do dos macr6fagos contra patdégenos e aumento da
cura das lesdes, correlacionada com a organizagdo e deposicao

abundante de colageno e um processo inflamatério mais rapido
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comparado com a linhagem susceptivel (Sakthianandeswaren et al.,

2010).

Figura 1: Via de sinalizagdo do gene da citocina TGF-J
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V. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

V. 1. AREA DE ESTUDO

Corte de Pedra, um vilarejo localizado no sudoeste do Estado da
Bahia e distante 280 km de Salvador, pertence ao municipio de
Presidente Tancredo Neves. A 4area endémica de Corte de Pedra, no
entanto, se estende muito além do vilarejo onde esta localizado o posto
de saude. Este posto de saude foi estabelecido na vila de Corte de
Pedra em 1980 e, desde entao, médicos vinculados ao Servico de
Imunologia da Universidade Federal da Bahia visitam a 4rea a cada
duas semanas, provendo assisténcia médica para a populagao da regido,
acometida pela leishmaniose. O posto também conta com o apoio de
quatro agentes de saude treinados, todos residentes na vila. Eles
prestam assisténcia aos pacientes, visitam as familias e participam das
atividades de pesquisa. Médicos da Universidade, incluindo clinicos,
imunologistas, infectologistas, dermatologistas e
otorrinolaringologistas viajam quinzenalmente de Salvador até o posto
de satde para prestar atendimento. Assim, o Posto de Saude se tornou
um centro de referéncia para o diagndstico e tratamento da
leishmaniose tegumentar em 20 municipios que estdo dentro de uma
area de 10.000 km?, aproximadamente. Na maioria destes municipios, a
principal atividade econdmica ¢ a agricultura de subsisténcia,
destacando-se principalmente a cultura cacaueira e lavouras como

cravo, guarana, banana, café, mandioca, pimenta-do-reino e seringueira.

A 4rea endémica de Corte de Pedra ¢, tipicamente, uma regido de
floresta tropical que ao longo dos anos foi reduzida a pontos isolados
de mata secundadria e na sua quase total extensdo cedeu lugar as

atividades agricolas, fonte de renda para a maioria dos seus habitantes.
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Nesse contexto, os habitos ocupacionais destes individuos, que envolve
basicamente o trabalho nas fazendas, assim como os habitos de
moradia, pelo fato de muitas casas serem construidas em clareiras na
mata, tornaram a populacdao altamente exposta a infecgdao por L.
braziliensis, de modo que esta ¢ a regido onde sdo registradas as taxas

de incidéncia da doenga mais elevadas no estado.

V. 2. DEFINICAO DE CASOS

V. 2.1. Leishmaniose cutianea (LC)

E definida como a presenca de uma lesdo ulcerada na pele, sem
evidéncia de envolvimento da mucosa. O diagnostico ¢ realizado pela
detec¢do do parasito através da cultura do aspirado da lesdo, ou pelo
achado da lesdo tipica associado ao teste de hipersensibilidade tardia ao
antigeno de Leishmania (Reacdo de Montenegro) e histopatologia

compativel com leishmaniose tegumentar.

V. 2.2. Leishmaniose mucosa (LM)

E definida pela presenca de uma lesio mucosa metastatica,
localizada mais freqiientemente no septo nasal ou estendida para o
palato, faringe e orofaringe. Quase todos os pacientes com LM tiveram
doenca cutdnea. Por defini¢do, as lesdes mucosas ndo sao contiguas
com a lesdo cutdnea primaria. O diagnostico é realizado pelos mesmos

métodos utilizados para LC.
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V. 3. DESENHO DO ESTUDO

Este foi um estudo de associagao utilizando modelo familiar.
Foram genotipadas amostras de 225 familias, contabilizando um total de
778 casos de leishmaniose distribuidos nas formas cutidnea e mucosa da
doenca. As familias participantes deste projeto foram coletadas em dois
tempos distintos. Assim, a populagdo familiar primdaria foi coletada
entre os anos de 2000 e 2004, e a amostra familiar de replicagdo entre
2008 e 2010. Para a amostra primdaria, casos indices de LM foram
recrutados a partir de fichas clinicas do Posto de Saude de Corte de
Pedra, suas familias foram visitadas, e amostras de sangue foram
coletadas para extracdo de DNA de todos os casos de LC e LM, assim
como membros ndo afetados disponiveis nas familias. Este grupo
consistiu de 250 casos de LC (128 homens e 122 mulheres) e 87 casos
de LM (60 homens e 27 mulheres) distribuidos em 68 familias de
multiplos casos. Para a amostra de replicagdo, individuos afetados
foram selecionados a partir de fichas clinicas do Posto de Saude de
Corte de Pedra, e pais ou irmados foram recrutados em visitas de
acompanhamento as familias. Este grupo, por sua vez, consistiu de 402
casos de LC (219 homens ¢ 183 mulheres) e 39 casos de LM (24 homens
e 15 mulheres) distribuidos em 157 familias. As caracteristicas das
duas amostras coletadas seguem abaixo na Tabela 2. Isso inclui média

de idade e género dos sujeitos recrutados no estudo.

41



Tabela 2: Caracteristicas da amostra coletada.

Amostragem Primaria Amostragem de replicacdo
LC LM Leishmaniose per LC LM Leishmaniose per
se se
N’ casos 250 87 337 402 39 441
- Homens 128 60 188 219 24 243
- Mulheres 122 27 149 183 15 198
Idade
- Média 19,1 30,3 24,4 21,5 26,6 21,9
17,1- 25,8- 20,3-24,4 20,1- 20,7- 20,6-23,3
-1C95% 21,1 34,7 22,9 32,4
N° familias 68 - 68 157 - 157
N total nas familias 767 - 767 764 - 764

A amostra familiar primaria foi coletada entre 2000 e 2004; ¢ a amostra familiar
de replicagdo entre 2008 ¢ 2010. Os dados mostram que a condi¢ao demografica e

epidemioldgica entre os grupos ¢ semelhante.
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V. 3.1. Fluxograma ilustrativo do estudo

Figura 2: Fluxograma ilustrativo do estudo

Recrutamento de
pacientes e familiares

Entrevistae
coletade
amostras

Extrac8o de
DNA

Genotipagem Genotipagem Genotipagem Genotipagem Genotipagem Genotipagem
de TGFB1 de TGFBR1 de TGFBR2 de CTGF de SMAD2 de FLI1

Processamento
dosdados

Andlise
estatistic

43



V. 4. EXTRACAO DE DNA

Foram coletados de cada individuo, em tubo contendo ACD (4cido
citrato dextrose), 10 ml de sangue para a obten¢gdo de DNA genOmico
(Vacutainner, Bencton Dinkson). O DNA gendmico foi isolado pelo
método de “salting-out” modificado como descrito a seguir: (a) apos
centrifugacdao para a remocdo do plasma e posterior divisdao do volume
de sangue restante do tubo Vacutainner em dois tubos de polipropileno
de 15 ml, foram adicionados 12 ml de solucdo de lise de eritrocitos
(Sacarose 1,6 M; Triton X-100 5%; MgCl, 1 M; Tris-HCI1 pH 7,5 1 M)
e, apos centrifugacdo (8.000 x g durante 10 minutos) e remoc¢ao do
sobrenadante, o mesmo procedimento foi repetido com os dois
sedimentos resultantes. Apds a lise com tampdo de eritrécitos, foi
realizada uma lavagem adicionando-se 5 ml de dH,0 sobre o sedimento
de leucocitos (ap6s juntd-los em um s& tubo) com centrifugacdo
posterior de 8.000 x g durante 5 minutos para a remocdo do
sobrenadante; (b) a partir desta etapa, os leucdcitos foram lisados pela
adigao de 160 pl de tampao proteinase K 5X (NaCl 5 M; EDTA pH 8,0
0,5 M), 40 pl de proteinase K (20 mg/ml) (Invitrogen™, Life
Technologies), 40 pul de SDS 20% e 300 pl de dH,0, sendo os tubos
entdo incubados durante a noite a 37°C em banho-maria; (c) em
seguida, os tubos foram retirados do banho-maria e deixados a
temperatura ambiente até o resfriamento, quando foram adicionados 200
ul de NaCl 6 M para a precipitacdo de proteinas, com posterior
centrifugacdo (13.000 x g durante 20 minutos); e recuperagdo do
sobrenadante para um outro tubo de 1,5 ml; (d) apdés mais duas novas
centrifugacdes adicionais (13.000 x g durante 10 e 5 minutos,
respectivamente) para a remocao de proteinas residuais, o sobrenadante
foi dividido em dois tubos de 1,5 ml, adicionando-se a cada um 900 pl
de etanol 99,5% para a precipitagdo de DNA. Apds esta etapa, o DNA
precipitado foi lavado mais uma vez com etanol a 70%; (e) depois que
este etanol foi removido e, com as paredes do tubo secas, foi
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adicionado ao tubo contento DNA 200 pl de dH,0 e a sua concentracgdo
e pureza determinadas pela leitura da densidade O¢ptica em
espectofotodmetro (260 nm) e a pureza pela relagdo DO a 280/260 nm.
As amostras foram posteriormente aliquotadas e congeladas a -20°C e -

70°C.

V.5. GENOTIPAGEM

Os marcadores dos genes selecionados foram escolhidos com base
em material disponivel na literatura e utilizando a informag¢do sobre
suas seqliéncias em bancos de dados de dominio publico como o
Ensembl e o projeto HapMap. A genotipagem foi feita pelo método de
TagMan®, tecnologia da Applied Biosystems, que customiza primers e
sondas especificos no mesmo ensaio. Este ¢ um ensaio de discriminag¢do
alélica por fluorescéncia, o qual utiliza a atividade exonuclease 5°-3°
da enzima polimerase Thermus aquaticus (Taq) para clivar sondas
duplamente marcadas com corante reporter ¢ aneladas a uma seqiiéncia
alvo localizada entre os dois sitios ligantes do primer. Um seqiienciador
faz a leitura das placas, e um software especifico atribui de forma
automatizada a genotipagem das amostras no teste. As informagdes
sobre os marcadores polimérficos genotipados estdo apresentados na

Tabela 3 abaixo.
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Tabela 3: Informac¢des dos marcadores polimorficos genotipados para

TGFBIl, TGFBRI1, TGFBR2, CTGF, SMAD2 e FLII.

Cromossomo Gene/Marcador Posicao Alelos Caucasiano Africano Localizacao
fisica (pb) MFA MFA
Cromossomo CTGF _rs6918698 132314950 G/C 0,412 0,483 Intragénico
6 CTGF _rs9493150 132315684 G/C 0,263 0,350 Intragénico
CTGF_rs2151532 132316673 G/A 0,150 0,100 Intragénico
Cromossomo SMAD2 rs1792658 43636603 C/A 0,216 0,288 Intron
18 SMAD?2 rs1631576 43657481 T/C 0,474 0,425 intron
Cromossomo TGFB1 rs2241715 46548726 C/A 0,300 0,258 Intron
19 TGFBI1_rs1800469 46552136 G/A 0,310 0,220 Intragénico
TGFBR1_rs10760673 100918443 G/A 0,220 0,175 intron
TGFBR1_rs2026811 100919084 C/A 0,225 0,217 intron
Cromossomo TGFBR1 1s334358 100950434 T/G 0,217 0,117 [ntron
9 FLI1 rs7930515 128564794 A/C 0,259 0,254 intron
FLI1 rs619521 128578157 T/C 0,483 0,342 intron
FLI1 rs590520 128620132 C/T 0,289 0,395 fntron
FLI1 rs531894 128628756 T/C 0,375 0,425 intron
TGFBR2_rs6550005 30625068 G/A 0,208 0,476 intron
TGFBR2 rs4955212 30644362 G/A 0,250 0,201 fntron
Cromossomo | TGFBR2 rs13081020 30662973 T/C 0,317 0,402 Intron
3 TGFBR2_rs1962859 30672913 C/T 0,120 0,202 intron
TGFBR2_rs934328 30707744 G/A 0,292 0,475 Intragénico
TGFBR2 rs2116142 30692665 G/A 0,339 0,225 fntron

Informag¢des sobre os marcadores testados, tais como: identificagcdo (rs), posigédo

fisica, formas alélicas ¢ menor freqiiéncia alélica (MFA) em duas populagdes

etnicamente distintas do projeto HapMap e sua posi¢do no gene.
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Figura 3: Imagem ilustrativa de uma placa de genotipagem para o SNP

rs1800469 do gene TGFBI
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Imagem de uma placa de genotipagem para o gene TGFBI rs1800469. Em azul,
cada ponto indica individuos homozigotos para o alelo 1 (G); em vermelho,
homozigotos para o alelo 2 (A); em verde, heterozigotos (G/A). Finalmente, o “x”
preto indica individuos cuja genotipagem ndo pode ser assinalada pelo software.

Estes dados sdo convertidos em planilha apés analise.

47



V. 6. ANALISE ESTATISTICA

Métodos de associacdo foram utilizados para analisar os dados. A
hipotese nula é que o estado da doenga ¢ totalmente independente dos
marcadores genotipicos, isto ¢, ndo héd ligacdo ou associacdo devido ao
desequilibrio de ligacdao observado entre os marcadores e qualquer gene
casual ndo observado que controlaria a doen¢a. Todos os genodtipos nas
familias foram checados para corre¢do de inconsisténcias mendelianas
entre individuos aparentados através do programa PedCheck®. Teste
para o equilibrio de Hardy-Weinberg também foi realizado antes das
analises para exclusdo de marcadores fora do equilibrio. Métodos de
associacdo baseado em familias, como o Teste de Desequilibrio de
Transmissdo (TDT) e andlise de regressdao logistica condicional pelo
método de caso-pseudocontrole (Cordell et al., 2004), foram realizados
através do programa STATAM™ 9.1. As analises de desequilibrio de
ligagdo entre os marcadores foram realizadas pelo programa Haploview

v. 4.2.

V.7. ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Termo de consentimento livre e esclarecido, que conta com a
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Complexo Hospitalar
Universitario Professor Edgar Santos da Universidade Federal da Bahia
(CEP - 136/07), foi obtido de todos os participantes desta pesquisa
(Anexos 1 a 4).
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VI. ARTIGO 1

“FLII polymorphism affects susceptibility to cutaneous leishmaniasis

in Brazil”. Genes and Immunity 12: 589-94, 2011.
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Abstract

Mapping murine genes controlling cutaneous leishmaniasis (CL) identified Fli1 as a candidate
influencing resistance to L. major and enhanced wound healing. We examine FLI1 as a gene
controlling CL and mucosal leishmaniasis (ML) caused by L. braziliensis in humans. Intron 1
single nucleotide polymorphisms tagging promoter and enhancer elements were analysed in 168
nuclear families (250 CL; 87 ML cases) and replicated in 157 families (402 CL; 39 ML cases).
Robust case-pseudocontrol logistic regression analysis showed association between allele C (odds
ratio (OR) 1.65; 95% confidence interval 1.18-2.29; P = 0.003) of FLI1_rs7930515 and CL in the
primary sample that was confirmed (OR 1.60; 95% confidence interval 1.10-2.33; P = 0.014) in
the replication set (combined P = 1.8 x 10™*). FLI1_rs7930515 is in linkage disequilibrium with
the functional GAn microsatellite in the proximal promoter. Haplotype associations extended
across the enhancer, which was not polymorphic. ML associated with inverse haplotypes
compared with CL. Wound healing is therefore important in CL, providing potential for therapies
modulating FLII,
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Leishmania infection is associated with a broad spectrum of clinical phenotypes and many
studies have demonstrated that host genetic factors have a part in determining the outcome
of infection (reviewed in refs, 1-4). L. braziliensis infection causes cutaneous leishmaniasis
(CL) with prolonged time to lesion healing. Pro-inflammatory cytokines, including tumour
necrosis factor and interferon-y, and macrophage activation are important in eventual self-
healing, but an exaggerated response is associated with mucosal leishmaniasis (ML), A
number of studies!! have now been published that report on the role of polymorphisms at
candidate genes (TNFA, SLC11A1, CXCRI, IL6, IL10, MCP1) associated with pro- and anti-
inflammatory responses in regulating clinical disease outcome in L. braziliensis infection in
humans. These studies have generally been carried out using small sample sizes and without
replication in a second sample. Nevertheless, they have been underpinned by functional
data” " and/or are supported by previous immunological studies®:12-14 demonstrating the
importance of these pathways in determining disease outcome. Two of these studies®® were
undertaken using the set of families that we use here as a primary sample set, now
strengthened by collection of a new replication sample. Thus far no genome-wide
approaches to identify novel genes contributing to clinical outcome in L. braziliensis
infection have been reported.

i
>
.

One alternative way to identify genes regulating clinical outcome in humans is via a mouse-
to-human approach. This has proven quite successful in identifying genes that regulate
visceral leishmaniasis in humans.! In the mouse, genome-wide linking mapping of genes
controlling CL caused by L. major has demonstrated complex genetic control 341518
among which a particular role for wound healing genes has been proposed.!? Recent fine
mapping in the region of chromosome 9 in mice (chromosome 1124 in humans) has
identified F7i/ (Friend leukaemia virus integration 1; FL// in humans) as a novel candidate
influencing both resistance to L. major and enhanced wound-healing responses.2 We also
recently reported® associations between CL caused by L. braziliensis infection in humans
and polymorphisms at CXCRI/SLC11A1, which we interpreted in relation to their roles in
regulating polymorphonuclear neutrophils, macrophages and/or dendritic cells in wound-
healing responses. Here we report on primary and replication family-based genetic
association studies that support a role for polymorphism at #L// in determining
susceptibility to CL caused by L. braziliensis in Brazil.

To undertake our study, we selected four single nucleotide polymorphisms (SNPs; Table 1)
that tagged the first two of four major linkage disequilibrium blocks in the large (>50 kb)
intron 1 of the FL/! gene (Figure la). The SNPs selected also tagged the proximal promoter
region that contains a functional GAn microsatellite,2! as well as the CpG island that spans
the proximal promoter region and the §' region of intron 1 (Figure 1a). We focused on this
region extending into intron 1 of FL// because a previous study®? had demonstrated a
functional ETS/ETS/GATA (E-twenty six family of transcription factors;?> GATA family of
transeription factors that bind to the sequence GATA2*) enhancer element residing in this
intron (Figure 1a). FLI1 is itself a member of the ERG sub-family of ETS transcription
factors.2 The 4 tag-SNPs (Table 1) had minor allele frequencies >0.1 in the HapMap
populations representative of the three major ethnicities (Caucasian, African and Asian) that
contribute to this population in Brazil.

Jduosnue JOYINY Yd-HIN

Initially we genotyped these SNPs in 168 nuclear families (Table 2) used in our previous
studies®? that contain 250 CL cases and 87 ML cases collected in the area of Corte de
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Pedra, Bahia, Brazil, where L. braziliensis is endemic. Using robust case-pseudocontrol
conditional logistic regression analysis (Table 3), we demonstrated association between the
common allele C (odds ratio (OR) 1.64; P = 0.003) at SNP rs7930515 and risk of CL, which
was replicated (OR 1.60; P = 0.014) in a second sample (Table 2) of 402 CL cases in 157
nuclear families (combined OR 1.62; P = 1.8 x 10™% Table 3) collected in the same region
of Corte de Pedra. Application of a Bonferroni correction for four independent SNPs
provides a significance cutoff of P <0.013 (that is, P = 0.05/4), which is achieved at
157930515 in primary and combined samples. Power to detect association with ML disease
in our study is limited by sample size. Single point association analysis undertaken in
TRANSMIT (http://www-gene.cimr.cam.ac.uk/clayton/software/transmit.txt) (Figure 2)
using the combined primary and replication samples was suggestive of association at this
SNP for ML. This showed overtransmission of the minor allele A at SNP rs7930515,
consistent with the observation that analysis of CL and ML cases together as leishmaniasis
per se showed reduced significance compared with analysis of cases with a long history of
CL only disease. Haplotype analysis in TRANSMIT (Figure 2 and Supplementary Figure 1)
demonstrated (a) that haplotypes controlling CL extended across the remaining tag-SNPs,
strongest over the region containing the enhancer element, and (b) that ML was associated
with the inverse 2.1.2 (= A.A.T) 1s793515_rs6199521_rs590520 haplotype compared with
CL (1.2.1 = C.G.C; Figure 2). Data for one degree of freedom tests for specific haplotype
associations presented in Figure 2 are supported by global test statistics (Supplementary
Figure 1) in which the total number of haplotypes is taken into account as indicated by the
degrees of freedom, Diminishing strength of the CL haplotype associations (Figure 2;
Supplementary Figure 1) moving 3' across the four SNPs concurs with the observation in
this Brazilian population that, although D' between rs7930515 and rs619521 (D' = 0.62) and
between rs590520 and rs531894 (D' = 0.86) are relatively high, r values that take allele
frequencies into account are low (0.11 and 0.29, respectively) and below the stringent cutoff
(r* = 0.8) we set in choosing tag SNPs. In summary, the association between FL// and CL
observed in primary and replication samples appears to map within linkage disequilibrium
block 1 (Figure 1b) to the region that is most strongly tagged by SNP rs7930515 and closest
to the proximal promoter containing the functional GAn microsatellite repeat, with
haplotype associations extending across the region of intron 1 containing the functional
ETS/ETS/GATA enhancer element proximal of SNP rs619521. Interestingly, no SNPs are
observed in public domain databases within the region of the ETS/ETS/GATA enhancer
element (Supplementary Figure 2), attesting to its importance as a highly conserved
regulatory element.2 The FLI/ promoter is itself upregulated by ETS factors ETS1, ETS2,
FLI1 and ELF1, in combination with GATA factors. 2 Recent improved motif identification
and analysis of ChIP-Seq data demonstrated that FLI1 activates gene transcription when its
binding site is located in close proximity to the gene transcription start site (up to ~150 kb),
especially when it contains a microsatellite se:qut',ncc.26 Hence, there may be strong
functional significance to the maintenance of linkage disequilibrium across the proximal
promoter and intron 1 of #L// containing the GAn microsatellite and the ETS/ETS/GATA
enhancer.

Here we have demonstrated association (combined OR 1.62; 95% confidence interval 1.26—
2.09; P= 1.8 x 107*) between FLI/ and susceptibility to CL caused by L. braziliensis. This
follows on from genetic and functional mapping of the /mr2 gene controlling cutaneous
lesions caused by L. major on murine chromosome 9 to the F/i/ gene.2 Resistance to L.
major correlated with a wound-healing response that presented in congenic resistant mice as
a large population of fibroblasts and an organized and abundant deposition of collagen
bundles in the absence of inflammatory cells. Recent studies have shown an association
between enhanced type I collagen expression and epigenetic repression of the FLI/ gene.?’
In congenic susceptible mice, response to wounding was associated with a larger population
of acute inflammatory cells with sparse and disorganized collagen bundles. In a previous

Genes Immun. Author manuscript; available in PMC 2012 March 9.

52



- jduosnuepy JouIny vd-HIN

- 1duosnuepy JoYINY Yd-HIN

1duosnue JOUINY Vd-HIN

Castellucci et al.

Page 4

study? we found an association between CL caused by L. braziliensis and a regulatory
polymorphism in the promoter of the gene /L6 encoding interleukin 6. Homocysteine-
dependent stimulation of interleukin 6 has recently been reported®® to upregulate genes
essential for epigenetic DNA methylation (DNA (cytosine-5-)-methy|-transferases (Dnmts)
via expression of FLI1. Homocysteine increases the CpG methylation status (and hence
represses gene expression) of the CpG-rich proximal promoter of the lysyl oxidase (LOX)
gene,2® an extra-cellular copper enzyme that initiates the cross-linking of collagens and
elastins. Inhibition of interleukin 6 reverses this repression. Regulation of collagen
expression and organization may thus involve epigenetic regulation at both FL// and LOX
genes, consistent with the presence of the CpG motif across the region of the functional
FLII promoter elements. This suggests that, although there are many immune-related
functions for both interleukin 6 and FLI1 that could account for association with CL caused
by L. braziliensis, there may be a direct functional link between these two genes that
mediates resistance or susceptibility to infection through the wound-healing response. This,
in turn, might provide a novel therapeutic opportunity. For example, the use of imatinib
mesylate has been proposed for treatment of systemic sclerosis,”? an autoimmune disorder
similarly resulting from immune activation, fibrosis development and damage of small
blood vessels, in which FLI1 is downregulated through an epigenetic mechanism.3? Imatinib
mesylate reverses the expression levels of FLI1. Further work will be required to analyse
expression levels of FLI1 in tissue biopsies from L. braziliensis patients to determine its
potential as a therapeutic target. Overall our results strengthen the potential role of genes/
mechanisms associated with wound healing in CL, and suggest that a broader analysis of
pathways involved in wound-healing responses may contribute to a better understanding of
the pathogenesis of disease.
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Figure 1,

Gene structure of FL/1 showing position of SNPs used in this study in relation to linkage
disequilibrium (LD) blocks and functional regulatory elements. (a) A diagrammatic
representation of gene structure, the location of the GAn repeat and the ETS/ETS/GATA
enhancer, the positions of SNPs, and the four large LD blocks (as determined for the CEU
HapMap sample) that cover the gene. (b) Provides more detail of the first LD block in intron
| that contains the associated SNP rs7930515 relative to the functional regulatory elements.
D' values and confidence levels (LOD) are represented as black for D' = 1, LOD>2; shades
of grey for high D'< 1, LOD>2; white (none present) for D'< 1, LOD< 2. The numbers
within the squares represent the D' scores for pairwise LD. Where no numbers occur that D’
value is 1 (that is, 100%).
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Figure 2.

Results of the single point (global P-value) and haplotype (1 degree of freedom tests for
individual haplotypes) analyses performed in TRANSMIT for combined families from
primary and replication samples. TRANSMIT analyses, which use the EM algorithm to take
account of missing parental data, were performed using the robust-ro flag to take account of
family clustering.3! Results are shown for over and undertransmitted haplotypes with
estimated frequencies >0.1 for (a) CL and (b) ML. The single point analysis concurs with
the CPC analysis presented in the main text (P-values differ because TRANSMIT infers data
for missing parents), with only SNP rs7930515 showing significant single point association
with CL. Only haplotype associations with nominal P<0.05 are shown. The overtransmitted
haplotypes (1.1 and 1.2) across the two 5' SNPs 1793515 and rs619521 show that the
association maps to rs793515 for CL, but there is evidence of haplotype associations that
extend across the region from the GAn repeat to the enhancer element (see Figure ).
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VII. RESULTADOS GERAIS

VII. 1. ANALISE DA DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS
GENICAS NA POPULACAO ESTUDADA

Como primeiros passos na analise dos genes avaliados, foram
feitos testes de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e célculos de
freqiiéncia alélica para os marcadores testados neste estudo. Um total
de 20 marcadores (SNPs) em seis genes foi avaliado. De acordo com o
teste de EHW realizado pelo método de regressdao logistica condicional,
todos os SNPs se mantiveram dentro do equilibrio na populacdo (p >
0,05), o que nos possibilitou seguir analisando todos os marcadores na
amostragem. Desvios do EHW indicam problemas técnicos na
genotipagem sugerindo elimina¢do de marcadores que recaiam sobre
essa condicdo (Pacheco & Moraes, 2009). Em relagcdao as freqiiéncias
alélicas, para melhor visualizagdo, apresentaremos os dados em forma
de tabelas. Todos os SNPs testados na populagcdo de Corte de Pedra
apresentaram freqiiéncia alélica minima maior do que 15% na populacdo

(Tabelas 4 a 9).

Tabela 4: freqiiéncias alélicas dos marcadores do gene TGFBI na

populacdao de Corte de Pedra, Bahia.

TGFB1
rs2241715 rs1800469
C/A G/A
Alelo 1 0,650 0,672
Alelo 2 0,350 0,328

rs2241715: alelo 1 = C, alelo 2 = A; rs1800469: alelo 1 = G, alelo 2 = A.
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Tabela

5:

populacdo de Corte de Pedra, Bahia.

TGFBR1
rs10760673 rs2026811 rs334358
G/A C/A T/G
Alelo 1 0,732 0,711 0,199
Alelo 2 0,268 0,289 0,801
rs10760673: alelo 1 = G, alelo 2 = A; rs2026811: alelo 1 = C, alelo 2 =
rs334358: alelo 1 =T, alelo 2 = G.

Tabela 6:

freqliéncias alélicas dos marcadores do gene 7TGFBRI na

A

freqiéncias alélicas dos marcadores do gene TGFBR2 na
populacdo de Corte de Pedra, Bahia.

TGFBR2
rs6550005 | rs4955212 | rs13081020 | rs1962859 rs934328 rs2116142
G/A G/A T/C c/T G/A G/A
Alelo 1 0,648 0,740 0,632 0,194 0,361 0,317
Alelo 2 0,352 0,260 0,368 0,806 0,639 0,683
rs6550005: alelo 1 G, alelo 2 A; rs4955212: alelo 1 G, alelo 2 = ;
rs13081020: alelo 1 = T, alelo 2 = C; rs1962859: alelo 1 C, alelo 2 T,
rs934328: alelo 1 = G, alelo 2 = A; rs2116142: alelo 1 = G, alelo 2 = A.
Tabela 7: freqiiéncias alélicas dos marcadores do gene CTGF na
populacdo de Corte de Pedra, Bahia.
CTGF
rs6918698 rs9493150 rs2151532
G/C G/C G/A
Alelo 1 0,460 0,636 0,160
Alelo 2 0,540 0,364 0,840
Rs6918698: alelo 1 G, alelo 2 = C; rs9493150: alelo 1 G, alelo 2
rs2151532: alelo 1 = G, alelo 2 = A.
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Tabela 8§:

freqiiéncias

populacdo de Corte de Pedra, Bahia.

alélicas dos marcadores do gene

SMAD?2 na

SMAD2
rs1792658 rs1631576
C/A T/C
Alelo 1 0,290 0,428
Alelo 2 0,710 0,572

rs1792658: alelo 1 = C, alelo 2 = A; rs1631576: alelo 1 = T, alelo 2 = C.

Tabela 9: freqiiéncias alélicas dos marcadores do gene FLI/I
populacdao de Corte de Pedra, Bahia.
FLI1
rs7930515 rs619521 rs590520 rs531894
C/A T/C T/C T/C
Alelo1 0,683 0,588 0,377 0,573
Alelo2 0,317 0,412 0,623 0,427
rs7930515: alelo 1 = C, alelo 2 = A; rs619521: alelo 1 = T, alelo 2 = C; rs590520:

alelo 1 = T, alelo 2 = C; rs531894: alelo 1 =T, alelo 2
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VII. 2. ANALISE DE ASSOCIACAO ENTRE OS GENES
AVALIADOS E O FENOTIPO LEISHMANIOSE CUTANEA (LC)

Devido a resultados obtidos por célculo de poder amostral,
descreveremos os dados, a exce¢do do gene FLII, considerando o
somatorio total de familias. Ou seja, contabilizando em um so6 grupo as
familias do grupo primario e do grupo de replicagdo (total de 225
familias). Descreveremos os resultados obtidos levando em
consideragdo os trés fenotipos de doenga analisados (LC, LM e
leishmaniose per se). Neste sub-topico, serdo descritos os resultados

obtidos para LC.

Para o gene TGFBI, ndao observamos associacdo entre os
marcadores testados (rs1800469 e rs2241715) e essa forma da doenga (p
> 0,05). Em relacdo aos genes dos receptores de TGF-p, TGFBRI ¢
TGFBR2, o alelo C do SNP rs1962859 C/T do gene TGFBR2 mostrou
associacdo com LC no teste de desequilibrio de ligacdo (TDT) (X* = 6,4
e p=20,011), a qual foi confirmada no modelo de regressdao logistica
condicional (RLC) (OR = 0,66; IC 95% = 0,50-0,88; p = 0,005). O gene
de SMAD?2 teve o alelo C do marcador rs1792658 C/A também
significativamente associado a LC na populacdo, tanto no teste do TDT
(X2 =9,1 e p=0,002) como no teste de RLC (OR = 0,63; IC 95% =
0,42-0,95; p = 0,029). Em relagcdo ao gene CTGF, os trés marcadores
foram associados com o fendtipo LC. O alelo G do SNP rs6918698 G/C
(TDT: X* = 6,4 e p =0,011; RLC: OR = 1,26; IC 95% = 1,01-1,57; p =
0,036), o alelo G do SNP rs9493150 G/C (TDT: X? = 4,4 e p = 0,034;
RLC: OR = 1,31; IC 95% = 1,01-1,70; p = 0,039) e, finalmente, o
genotipo GG do SNP rs2151532 (RLC: OR = 3,17; IC 95% = 1,26-7,96;
p =0,014).
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Em relagdo ao gene de FLII, de acordo com o artigo em anexo a
esta dissertacdo (Castellucci et al., 2011), as familias que constam no
banco de DNA do laboratorio, as quais foram coletadas em dois
periodos diferentes, foram divididas em amostragem primaria, coletada
entre 2000 e 2004, e amostragem de replicagdo, coletada entre 2008 e
2010. SNPs do intron 1 ligados ao promotor e elementos regulatdrios
(“haplo-tagging SNPs”) foram analisados em 68 familias de multiplos
casos (250 casos de LC e 87 casos de LM) e replicados em 157 familias
(402 casos de LC e 39 casos de LM), todas provenientes da area
endémica de Corte de Pedra, Bahia. Andlise de regressdo logistica
robusta mostrou associacdao entre o alelo C do marcador rs7930515 ¢ LC
(OR =1,65; IC 95% = 1,80-2,29; p = 0,003), que foi confirmada (OR =
1,60; IC 95% = 1,10-2,33; p = 0,014) no grupo de replicagcdo (analise
combinada: p = 1,8 x 10™*). FLII rs7930515 estd em desequilibrio de
ligacdo com elementos funcionais do promotor. As tabelas 10 e 11

mostram o resumo dos dados descritos acima.

Tabela 10: Resultados da andlise de associacdao entre os genes TGFBR2,

SMAD2 e CTGF e o fendtipo LC.

TDT Regressdo Logistica Condicional

GenefMarcador Alelo X2 P OR 1C 95% P
TGFBR2_196285% C 6,4 0,011 0,66 0,50-0,88 0,005
SMAD2_rs1792658 C 9,18 0,002 0,63 0,42-0,95 0,030
CTGF_rs6918698 G 3,87 0,048 1,26 1,01-1,57 0,036
CTGF_rs5493150 G 4,48 0,034 1,31 1,01-1,70 0,039
CTGF_rs2151532 GG - - 3,17 1,26-7,96 0,014

Abreviagdes: TDT: teste de desequilibrio de ligagdo; X*: qui-quadrado; OR: odds
ratio; IC 95%: intervalo de confianca de 95%. A tabela resume os dados apenas

dos marcadores que mostraram significancia estatistica.
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Tabela 11: Resultados da analise de regressdo logistica condicional

robusta entre o gene FLII e o fenotipo LC.

Gene/Marcador Amostra Fenédtipo Alelo OR IC 95% P

FLI1_rs7930515 Primaria [LE 5 1,65 1,18-2,29 0,003
Replicacdo LC C 1,60 1,10-2,33 0,014
Combinada LC C 1,62 1,26-2,09 1,8x 10*

Abreviagdes: LC: leishmaniose cutidnea; OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de

confianga de 95%.

VII. 3. ANALISE DE ASSOCIACAO ENTRE OS GENES
AVALIADOS E O FENOTIPO LEISHMANIOSE MUCOSA (LM)

Nesta analise, nao observamos nenhuma associacao
estatisticamente significante entre os marcadores dos genes TGFBI,
TGFBRI, TGFBR2, CTGF, SMAD2 ¢ FLII testados ¢ o desenvolvimento
da LM na populacdo da drea endémica de Corte de Pedra. Assim, nossos
resultados indicam que os genes avaliados estdo em associagdo com o

desenvolvimento apenas do fendtipo de doenca LC, mas ndo LM.
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VII. 4. ANALISE DE ASSOCIACAO ENTRE OS GENES
AVALIADOS E O FENOTIPO LEISHMANIOSE PER SE

O grupo leishmaniose per se ¢ composto pelos individuos que
tiveram uma ou ambas as formas de doenca, LC ¢ LM. Como ocorre na
grande maioria dos casos, individuos que tém LM desenvolveram antes
ou concomitantemente LC. Assim, este grupo se comportou de forma
essencialmente parecida com o grupo de leishmaniose cutdnea, com a
diferen¢a de que os individuos com LM modificaram levemente o efeito
observado por estes genes. Assim, nao foi observada associagdao entre
os marcadores do gene TGFBI e o fendtipo leishmaniose per se. Do
mesmo modo, em relacdo aos genes de seus receptores, TGFBRI e
TGFBR2, o alelo C do SNP rs1962859 C/T do gene TGFBR2 mostrou
associacdo com leishmaniose per se no TDT (X* = 4,26 ¢ p = 0,039), a
qual foi confirmada no modelo de regressao logistica condicional (OR =
0,74; 1C 95% = 0,56-0,95; p = 0,019). Em relacdao ao gene SMAD?2, o
alelo C do SNP rs1792658 C/A também foi associado com o fenodtipo
leishmaniose per se (TDT: X? = 11,79 e p = 0,0005; RLC: OR = 0,61;
IC 95% = 0,42-0,90; p = 0,012). No caso do gene CTGF, o gendtipo GG
do marcador rs2151532 (OR = 2,94; IC 95% = 1,24-6,96; p = 0,014) e o
gendtipo CC do marcador rs6918698 foram associados a este fenotipo
(OR = 1,5; IC 95% = 1,00-2,25; p = 0,049), assim como o alelo G do
SNP rs9493150 G/C, tanto no teste do TDT (X* = 4,80 ¢ p = 0,028)
como no teste de RLC (OR =1,29; IC 95% = 1,03-1,63; p = 0,026).

Para andalise de associacdo entre marcadores do gene de FLII ¢ o
fenotipo leishmaniose per se, analise de regressdao logistica robusta
mostrou associagao entre o alelo C do marcador rs7930515 e
leishmaniose per se na amostragem primaria (OR = 1,54; IC 95% =

1,09-2,18; p = 0,014) e na analise combinada (OR = 1,45; IC 95% =
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1,13-1,85; p = 0,003). As tabelas 12 e 13 mostram o resumo dos

resultados descritos acima.

Tabela 12: Resultados da andlise de associacdo entre os genes TGFBR?2,

SMAD2 e CTGF e o fendtipo leishmaniose per se.

DT Regressdo Logistica Condicional

Gene/Marcador Alelo x: P OR 1C 95% P
TGFBR2_1962859 c 4,26 0,039 0,73 0,56-0,95 0,019
SMAD2_rs1792658 C 11,79 0,0005 0,61 0,42-0,90 0,012
CTGF_rs2151532 GG - - 2,94 1,24-6,96 0,014
CTGF_rs6918658 AT - - 1,5 1,00-2,25 0,045
CTGF_rs5493150 G 4,80 0,028 1,29 1,03-1,63 0,026

Abreviagdes: TDT: teste de desequilibrio de ligag¢do; X*: qui-quadrado; OR: odds
ratio; IC 95%: intervalo de confianga de 95%. A tabela resume os dados apenas

para marcadores que mostraram significancia estatistica.

Tabela 13: Resultados da analise de regressdao logistica condicional

robusta entre o gene FLII e o fenodtipo leishmaniose per se.

Genef/Marcador Amostra Fenétipo Alelo OR IC 95% P

FLI1_rs7930515 Primaria LC+LM C 1,54 1,09-2,18 0,014
Replicacdo LC+LM C 1,36 0,96-1,94 0,083
Combinada LC+LM C 1,45 1,13-1,85 0,003

Abreviagdes: LC+LM: leishmaniose per se; OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de
confiangca de 95%.
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VII. 5. AVALIACAO DO DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE
OS MARCADORES DOS GENES ESTUDADOS NA POPULACAO DE
CORTE DE PEDRA

Analise do desequilibrio de ligacdo (DL) foi realizada por meio
do programa Haploview v. 4.2 com “cut-off” de r*> > 0,8 usado para
selecionar “tag-SNPs” baseados na freqiiéncia alélica da populacdo
caucasoide (CEU) do projeto HapMap. Com isso, buscamos selecionar
SNPs mais informativos ao longo do gene, antes de comprar os ensaios
de genotipagem. Um dos objetivos desta dissertacdo foi avaliar se
ocorria a formacgdo de hapldétipos devido ao desequilibrio de ligacao
entre os marcadores na populagcdo de Corte de Pedra. A medida de
desequilibrio de ligacdo pode ser dada em valores de D’ e r’. Quanto
mais aproximado de 1,0, mais forte é a ligacdo entre os marcadores.
Valores de D’ e r® baixos indicam recombinacio entre marcadores. Os
valores de r’ sdo dependentes da freqiiéncia alélica. As figuras 3 a 6
mostram os mapas dos padrdes de desequilibrio de ligacdo entre os

SNPs dos genes, ja separados nas familias primarias e de replicacgao.

A andalise dos SNPs feita par a par mostra que os 20 marcadores
genotipados estio em DL (r’> > 0,8), ou seja, formam haplétipos na
populacdao de Corte de Pedra. Assim, o valor de p necessdrio para
alcancar significdncia estatistica levando multiplos testes em
considerag¢do ¢ p = 0,002 (= 0,05/20). Célculos de poder mostram que o
grupo de familias primério (250 casos de LC) tem 53% de poder e o
grupo de familia de replicacdo (402 casos de LC) 76% de poder para
detectar efeitos genéticos com uma odds ratio (OR) > 1,5 e MFA >
0,15. Por outro lado, a combinagdo dos dois grupos familiares (652
casos de LC) teve 94% de poder de detectar associagdo para um efeito
da mesma magnitude, valor de p ¢ MFA. Similarmente, em relagdo ao

grupo leishmaniose per se (i.e. LC+LM) os calculos de poder mostraram
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para as familias priméarias, de replicagdo e combinadas, 81%, 81% e
97% de poder, respectivamente. Como os dois grupos de familias foram
bem pareados geograficamente e demograficamente (Tabela 2), o poder
estatistico para detectar associacdes genéticas com este grupo de genes

ficou maximizado utilizando a combinacdo (somatorio) das familias.

Figura 4: Mapas dos padrdes de desequilibrio de ligacdo entre os SNPs
dos genes TGFBI e TGFBRI.
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Figura 5: Mapa do padrdao de desequilibrio de ligacdo entre os SNPs do
gene TGFBR?2.

Figura 6: mapas dos padrdes de desequilibrio de ligagcdo entre os SNPs

dos genes CTGF e FLII.

Amostra familiar de
replicagio
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Figura 7: Mapa do padrdao de desequilibrio de ligacdo entre os SNPs do
gene SMAD?2.

Amostra familiar de
replicagio
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VII. 6. AVALIACAO DA POSSIVEL INTERATIVIDADE ENTRE OS
GENES ESTUDADOS

Avaliamos se os genes testados interagiriam um com o outro de
alguma forma. Em outras palavras, utilizamos ferramentas estatisticas
para saber se estes genes adicionam efeitos independentes a
leishmaniose (se alvejam varidveis/vias distintas) ou se, ao contrario,
estdo fazendo parte de um mesmo hapldotipo ou ligados & mesma
varidvel. Por meio de testes de analise de regressdao logistica
condicional robusta do tipo intra-locus, detectamos que alguns
marcadores testados ndao agem de maneira independente na via de
ativacdo de TGFBI, ou seja, estes genes interagem juntos na
leishmaniose tegumentar americana como descrito a seguir: embora os
trés SNPs do gene CTGF tenham mostrado associacdo com LC e
leishmaniose per se, analises intra-locus (dados ndo mostrados neste
trabalho) sugerem que estes SNPs estdo ligados, provavelmente atuando
sobre a mesma variante causal e que o efeito observado se deve ao
papel funcional do marcador rs6918698, sendo este o SNP de escolha
utilizado nestas analises. Assim, testes inter-locus mostraram que o
SNP rs6918698 adiciona efeitos independentes quando comparado ao
SNP de FLII rs7930515, previamente associado com LC na mesma
populacdo (Castellucci et al., 2011). Adicionalmente, o SNP rs1962859
do gene TGFBR2, também adiciona efeitos independentes a marcadores
de FLII e CTGF e vice-versa. Por outro lado, o SNP rs1792658 do gene
SMAD?2, também associado com a doenca nas familias de Corte de
Pedra, adiciona efeitos independentes sobre FLII, CTGF e TGFBR2.
Porém, o inverso nao se observa em relagcdo a CTGF, ou seja, isso
indica que o efeito exercido por CTGF esta condicionado a herancga de
determinados alelos de SMAD2 (Tabela 14). Os genes de TGFBI e
TGFBRI nao apresentaram associacdo com nenhum fenotipo de doenca
analisado (LC, LM e leishmaniose per se) e por isso foram excluidos

desta modalidade de analise.
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Tabela 14: Resultados da andlise de regressdo logistica incondicional

inter-locus.

TESTE ROBUSTO
MODELO NULO MODELO ALTERNATIVO 'e GL P
FLI1_rs7930515 CTGF_rs6918698 + FLI1_rs7930515 13,07 1 0,0003
SMAD2_rs1792658 CTGF_rs6918698 + SMAD2_rs1792658 4,08 1 0,043
TGFBR2_rs1962859 CTGF_rs6918698 + TGFBR2_rs1962859 13,54 1 0,0002
CTGF_rs6918698 FLI1_rs7930515 + CTGF_rs6918698 7,14 2 0,028
SMAD2_rs1792658 FLI1_rs7930515 + SMAD2_rs1792658 10,43 1 0,0012
TGFBR2_rs1962859 FLI1_rs7930515 + TGFBR2_rs1962859 6,07 1 0,014
CTGF_rs6918698 SMAD2_rs1792658 + CTGF_rs6918698 4,49 2 0,1061
FLI1_rs7930515 SMAD2_rs1792658 + FLI1_rs7930515 18,09 1 0,00002
TGFBR2_rs1962859 SMAD2_rs1792658 + TGFBR2_rs1962859 7,04 1 0,008
CTGF_rs6918698 TGFBR2_rs1962859 + CTGF_rs6918698 9,58 2 0,008
FLI1_rs7930515 TGFBR2_rs1962859 + FLI1_rs7930515 12,36 1 0,0004
SMAD2_rs1792658 TGFBR2_rs1962859 + SMAD2_rs1792658 5,42 1 0,019

Analise de SNPs de CTGF, FLIl, SMAD2 ¢ TGFBR2 para determinar efeitos de
interatividade para o fendtipo leishmaniose cutdnea na populagdo de Corte de
Pedra, Bahia. Resultados similares foram observados para leishmaniose per se (LC
e LM), dados ndo mostrados. Em negrito, dado mostrando que CTGF rs6918698
ndo ¢ independente de SMAD2 rs1792658.
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VIII. DISCUSSAQO

Em muitos paises, doengas infecciosas como a tuberculose,
malaria e leishmaniose sd3o um problema de saude publica relevante
devido as taxas elevadas de infec¢dao, morbidade e mortalidade
registradas. A leishmaniose tem grande importancia epidemioldgica, no
entanto, embora muitos avang¢os importantes no entendimento da sua
patogénese e resposta imune tenham ocorrido nas ultimas décadas, os
conhecimentos gerados ainda ndo se traduziram em beneficios diretos
para o paciente e o controle da doeng¢a. Particularmente na leishmaniose
tegumentar, a dificuldade de <controle epidemioldgico advém da
impossibilidade de eliminag¢do do vetor e identificacdo de hospedeiros
intermedidrios pela sua transmissdo em regides de mata. A implantagdo
de medidas profilaticas, a exemplo de vacinas, passa por um melhor
entendimento da resposta imune ao parasito e imunopatogénese da
doengca. Como a resposta do hospedeiro depende, em parte, de fatores
genéticos e uma maior freqiiéncia de casos de leishmaniose tem sido
observada em uma mesma familia, a identificagdo de fatores
hereditarios que predispdem ao desenvolvimento de determinadas
formas clinicas da doenc¢a poderia auxiliar a defini¢do de novas

estratégias terapéuticas e profilaxias para os individuos susceptiveis.

As doencas infecciosas sdao multifatoriais, sofrendo a influéncia
de um grande numero de varidveis que determinam o fenotipo clinico
observado. Entre estas, podemos destacar fatores de exposicdo
ambiental ligados a habitos socio-culturais, ocupacionais e de moraria
das populacgdes, fatores nutricionais, intera¢gdes com outras doencas
regionais e fatores genéticos que podem contribuir para o aumento da
susceptibilidade ou resisténcia do individuo, bem como determinar a
forma clinica da doenca. No caso das doengas infecciosas, tais fatores

de exposi¢cdo ganham uma relevancia ainda maior, haja vista que o risco
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de concorddncia entre irmados ¢ menor, hd dependéncia de um agente
infeccioso essencial (Siddiqui et al., 2001) e, para muitas, também a

presenca de um vetor de transmissao.

O presente estudo demonstrou uma associagdao entre FLII e
susceptibilidade a LC causada por L. braziliensis. Este resultado segue
o mapeamento genético e funcional de genes do locus /mr2 murino, que
identificou o gene de FIl/il como novo candidato influenciando
resisténcia a L. major, correlacionada com uma resposta de cura de
lesao apresentada em camundongos congénitos resistentes como uma
grande populacdo de fibroblastos, uma abundante e organizada
deposi¢cdo de feixes de coldgeno e auséncia de células inflamatdrias
(Sakthianandeswaren et al., 2010). Estudos recentes tém mostrado uma
associacdo entre um aumento na expressdao de colageno do tipo I e

repressao epigenética do gene FLII (Wang et al., 2006).

Andélise haplotipica mostrou que a forma mucosa da doenca esta
associada com 0 haplotipo inverso 2.1.2 (= A.A.T)
rs7930515 rs619521 rs590520 comparado com LC (1.2.1 = C.G.C)
(Figura 2 do artigo). A associacdo entre FL// e LC observada nas
amostragens primaria e de replicacdo parece se encontrar dentro do
bloco 1 de desequilibrio de ligacdo (Figura 1b do artigo), na regidao que
¢ mais fortemente coberta pelo SNP rs7930515 e mais proéxima do
promotor que contém o microssatélite de repeti¢cdo GAn funcional, com
associacOes haplotipicas se estendendo através da regido do intron 1
que contém o elemento funcional enhancer ETS/ETS/GATA proximal do
SNP rs619521. De manecira interessante, nenhum SNP é encontrado em
bancos de dados de dominio publico dentro da regido do elemento
enhancer ETS/ETS/GATA, atestando sua importidncia como um elemento
regulatorio altamente conservado (Donaldson et al., 2005). O promotor

do gene FLII ¢ regulado positivamente por fatores ETS, ETS1, ETS2,
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FLI1 ¢ ELF1, em combinagdao com fatores GATA (Svenson et al., 2010).
Assim, pode haver um significado funcional forte para a manutenc¢do do
desequilibrio de ligacdo entre o promotor e o intron 1 de FLI1 que

contém o microssatélite GAn e o enhancer ETS/ETS/GATA.

Em um estudo prévio, nosso grupo identificou uma associacdo
entre LC causada por L. braziliensis ¢ um polimorfismo regulatério na
regido promotora do gene que codifica a interleucina 6 (IL-6)
(Castellucci et al., 2006). Estimulacdo de IL-6 dependente de
homocisteina foi recentemente descrita regulando positivamente genes
essenciais para metilacdo epigenética do DNA via expressao de FLII
(Thaler et al., 2011). A homocisteina aumenta o estado de metilagdo
das ilhas CpG (e, conseqlientemente, reprime a expressdo do gene) do
promotor do gene da lisil oxidase (LOX) (Thaler et al., 2011), uma
enzima extracelular que inicia o cross-linking de coldgeno e elastina. A
inibi¢do da IL-6 inverte essa repressdo. A regulacdo da organizagdo e
expressdao de coldgeno pode, assim, envolver a regulacdo epigenética
em ambos, FLII ¢ LOX, consistente com a presen¢a de ilhas CpG na
regidao de elementos funcionais do promotor de FLII. Isto sugere que,
embora haja muitas fun¢des imunoldgicas para [L-6 e FLII que
poderiam explicar a associacdo com LC causada por L. braziliensis,
pode haver uma ligagdao direta funcional entre estes dois genes que
medeia a resisténcia ou susceptibilidade a infec¢do através da resposta
de cura de lesdao. Isto, por sua vez, pode fornecer uma nova
oportunidade terapéutica. Por exemplo, o uso de mesilato de imatinibe
tem sido proposto para o tratamento da esclerose sistémica (Asano,
2010; Asano et al., 2010), uma desordem auto-imune semelhante,
resultante de ativag¢do imune, desenvolvimento de fibrose e danos de
pequenos vasos sanguineos, em que FLII ¢ negativamente regulado
através de um mecanismo epigenético (Asano et al., 2010). O mesilato
de imatinibe reverte os niveis de expressdao de FLII. Assim, estudos

adicionais serdao necessarios para analisar os niveis de expressao de
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FLII em bidpsias de tecidos de pacientes infectados por L. braziliensis

para determinar seu potencial como alvo terapéutico.

No camundongo, Flil age como um repressor de CTGF,
competindo com fatores de transcrigdo Ets-1 em um equilibrio
dependente de Sp-1, tanto estimulando como reprimindo a expressao
génica (Nakerakanti et al., 2006). Neste estudo, todos os trés tag-SNPs
de CTGF avaliados mostraram associa¢cdes com LC e leishmaniose per
se. Destes marcadores, o marcador rs6918698, situado a -945 pares de
base “upstream” no gene CTGF, ¢ conhecido como uma variante
funcional (Fonseca et al., 2007) cuja substituicdo de uma citosina
(alelo C) por uma guanina (alelo G) cria um sitio para reguladores
transcricionais Sp-1 e Sp-3. Em nosso estudo, o alelo G mostrou-se um
fator de risco para LC e leishmaniose per se. O alelo G liga Sp-3 com
alta afinidade para reprimir a expressdao de CTGF (Fonseca et al.,
2007). Devido ao fato de as andlises mostrarem que os marcadores de
CTGF rs6918698, 1rs9493150 e rs2151532 ndo exercem efeitos
independentes um sobre o outro, ¢ provavel que os trés estejam
causando o mesmo efeito genético que, nesse caso, provavelmente se
deve ao papel funcional do marcador rs6918698. Noés concluimos que
essa repressdo de CTGF ¢ um fator de risco para a doenga e que este
gene ¢ necessario nos processos cicatriciais na leishmaniose.
Interessantemente, nossas andlises mostraram que o mesmo SNP de
CTGF rs6918698 adiciona efeitos independentes e vice-versa ao SNP
rs7930515 do gene FLII, o qual publicamos previamente estar associado
com LC em Corte de Pedra (Castellucci et al., 2011). Isso indica que
polimorfismos de CTGF e FLII estio contribuindo cada qual com um
efeito (talvez atuando em uma via diferente) na susceptibilidade a LC e,

em menor propor¢do, no fendtipo leishmaniose per se.
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Estudos prévios (Klass et al., 2009) mostram que a molécula de
TGF-B regula positivamente a sintese de mRNA para CTGF. Dessa
forma, expandimos nossos estudos de associacdo para outros genes da
via de ativagao do gene de TGF-B. O TGF-B liga dois receptores
treonina kinase, TGFBR1 e TGFBR2, estabilizando a sua sinalizag¢ao
por vias dependentes de SMAD2/4 — ¢ SMAD3. Em nosso estudo, ndo
observamos associa¢des entre a leishmaniose e os genes TGFBI e
TGFBRI. Porém, um marcador do gene TGFBR2, rs1962859, foi
associado com LC e leishmaniose per se. Dados mostram que FLII
também age como um repressor de TGFBR2 (Hahm et al., 1999).
Finalmente, o marcador de SMAD2 rs1792658 foi também associado
com LC e, embora seus efeitos sejam exercidos de forma independentes
para FLII, CTGF e TGFBR2, o reverso ndo se confirma em relagdo a
CTGF. Em outras palavras, os efeitos do gene CTGF sdao observados
apenas sob influéncia de polimorfismos especificos de SMAD2,
indicando a importancia potencial da sinalizacdo de TGF-B via SMAD?2

para indu¢do de CTGF na LC.

As interag¢des entre FLII e genes da via de sinalizacdo de TGF-J
regula a deposi¢do de coldgeno e o processo de fibrose durante o
processo de cura das lesdes. Na pesquisa por associagdes genéticas que
pudessem evidenciar processos de reparo tecidual importantes na
leishmaniose tegumentar causada por L. braziliensis em Corte de Pedra,
Bahia, identificamos o gene FLII como importante biomarcador de
doencga, corroborando o papel observado previamente para este gene em
modelo murino, e indicamos um papel para o gene CTGF, que, regulado
pela sinalizagdo da via SMAD2 na ativagcdo de TGF-B, é requerido como

elemento de cicatrizagao na LC.

A regulagdo anormal de TGF-B estda implicada em um largo

numero de patologias fibroticas e inflamatdrias, incluindo esclerose
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multipla e cirrose hepdatica. Assim, essa citocina ¢ um importante
regulador de ambos, fibrinogénese fisiolégica e fibrose patoldgica,
promovendo ativagao de fibroblastos e diferenciagdao de miofibroblastos
(Pohlers et al., 2009). Em contraste, a forte resposta pro-inflamatdria
demonstrada por estudos imunoldgicos (Castes et al., 1993; Bacellar et
al., 2002) e associagdes genéticas (Cabrera et al., 1995; Castellucci et
al., 2006; Ramasawmy et al., 2010) parecem acompanhar o fendtipo
leishmaniose mucosa. Vale destacar que a importancia de FLII e
CTGF/SMAD?2 na via de ativacdo de TGF-f no processo de cura de
lesdes tem feito destas moléculas alvos atrativos para intervengdes

terapéuticas (Asano, 2010).

Os resultados deste estudo reforcam o potencial papel de
genes/mecanismos associados com a cicatrizacdo das lesdes na LC, e
sugerem que uma analise mais ampla das vias envolvidas na resposta de
cura das lesdes pode contribuir para um melhor entendimento da
patogénese da doenca. Polimorfismos nos genes FLII, CTGF e SMAD?2
sao fatores de risco para LC e, confirmando estudos prévios, a
regulacao fisioldgica normal nos processos de cicatrizagdo ¢ importante

para a cura mais rapida das lesdes.
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IX. PERSPECTIVAS DE ESTUDO

A cura da lesdao de leishmaniose resulta do efeito de uma resposta
imune equilibrada, assim como da cooperacdo de elementos da matriz e
colagenos. Dados da literatura mostram que o processo de cicatrizagdo
¢ critico para uma rdpida cura na leishmaniose murina causada por L.
major. Nos temos feito o “screening” de genes da via de ativagao de
TGF-B, trabalhando com a hipdtese de que genes associados com cura
de lesdo, mapeados em camundongo, poderiam também ser importantes
biomarcadores de doen¢a humana causada por L. braziliensis.
Consistente com isso, o presente estudo identificou um polimorfismo no
gene de FLII como fator de risco para leishmaniose cutanea na Bahia,
em seguimento aos estudos de mapeamento dos genes controlando a LC
murina causada por L. major. Em humanos, a regulacdao negativa da
expressdao de FLII resulta no aumento da expressao dos genes de
colageno do tipo I COLIAI e COLIA2 e redugdo da expressdao do gene
da metaloproteinase de matriz (MMPI) em fibroblastos in vitro,
sugerindo que a supressdao de FLII esta envolvida na ativagdao da
resposta profibrotica (Nakerakanti efr al., 2006). Nesse sentido, ¢
proposta de estudo posterior avaliar o polimorfismo dos genes COLIAI,
COLIA2 e MMPI na populagdo de Corte de Pedra e determinar se, e de
que maneira, a expressdao de FLII e genes na sua via de ativacdo
(COLIAI, COLIA2 e MMP1) se alteram como resultado da infeccdo por

L. braziliensis.

Crescente evidéncia aponta para o papel da regulacdo epigenética
de FLII. Por exemplo, a ilha CpG no promotor de FLII permanece ndo
metilada em  fibroblastos normais, resultando em um gene
transcricionalmente ativo, mas em fibroblastos de pacientes com
escleroderma, a metilagao das mesmas ilhas CpG esta

significativamente aumentada, conduzindo a repressdo da transcricdo de
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FLII e elevada transcricdo de coladgeno tipo I (Wang et al., 2006).
Como parte de nossos estudos preliminares, macr6fagos humanos da
linhagem THP-1 foram cultivados em 0, 3, 24, 48 e 72 horas para
metilagdo e andalise de expressdao génica respectivamente. Em resumo,
macrofagos foram plaqueados a 2x10° células por pogo, estimulados
com fitohemaglutinina em 10 ng/mL por 24 horas e infectados com
antigeno solavel de Leishmania (ASL) em uma taxa 1:5
célula:parasitas. Confirmag¢dao e quantificacdo da infec¢ao foram feitas
em todos os tempos e mostrou que o percentual de infeccdo aumentou
de 20% em 3 horas para 75% em 72 horas. Enquanto os niveis de
expressdao de FLI1 ndo se alteram de forma significativa em macrofagos
nao infectados, houve um decréscimo importante da expressao do gene
nos macréfagos infectados, de forma que entre 24 e 72 horas a redugdo
foi de mais de 15 vezes. Em relagdao a metilagdo do DNA, sob condi¢des
de nao infec¢cdao, o DNA permanece totalmente ndo metilado, sendo que
ap6s a infec¢do com ASL um aumento da metilagdo parcial do DNA ¢
observado entre 48 e 72 horas, consistente com o que foi observado em
relacdo ao dado de expressdo génica. Esse dado preliminar indica que a
infeccdo por Leishmania reprime a expressao de FLII em macrofagos. O
concomitante aumento da metilagcdo nas ilhas CpG de FLII indica que
esta redu¢do dos niveis de expressdo tem origem epigenética.
Adicionalmente, em um estudo prévio ndés observamos associagdo entre
leishmaniose causada por L. braziliensis e um polimorfismo regulatorio
no promotor do gene de /L-6. Dados tém mostrado que esta citocina
pode regular positivamente genes essenciais para a metilacdo
epigenética do DNA, através da expressdo de FLII, o que sugere uma
interacdo funcional entre os dois genes (Thaler et al., 2011). Desse
modo, iremos dar continuidade ao presente estudo também avaliando a
expressdo génica de FLII e genes sob sua regulagdao (COLIAI, COLIA?2
e MMPI) em bidpsias de pele normal e de lesdes de LC estratificadas
por genotipo de FLII rs7930515, além de avaliar a correlagdo funcional
e a regulagdo epigenética entre os genes /L6 e FLII em macrofagos
cultivados de pacientes com leishmaniose tegumentar.
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X. CONCLUSOES

1. Foi observada associa¢cao entre a LC e o feno6tipo leishmaniose per se

(LC e LM) e os genes FLII, CTGF e SMAD?2.

2. A importancia de FLIl como biomarcador de doenca humana causada
por L. braziliensis corrobora estudos anteriores que identificaram a
associagdo entre este gene e doenga cutanea causada por L. major em

camundongos.

3. Embora a maioria dos genes adicione efeitos de forma independente,
foi demonstrado que o efeito exercido por CTGF estd condicionado a

heranca de alelos SMAD?2.

4. Esses dados sugerem que polimorfismos nos genes CTGF e SMAD?
sao fatores de risco para a LC e, portanto, a regulagcdo fisiolégica dos
processos de cicatrizacdo ¢ 1importante na cura de lesdes de

leishmaniose.

5. A avaliacdo do desequilibrio de ligagdo mostrou que os 20
marcadores genotipados formam hapldétipos na populagdo de Corte de

Pedra.

6. Os resultados deste estudo reforcam o papel de genes associados com

a cicatrizacdo das lesdes na resisténcia a LC.
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XI. SUMMARY

After infection with Leishmania braziliensis, most patients develop cutaneous leishmaniasis
(CL) and a small percentage, around 3%, mucosal (ML) and disseminated (LD) forms of the
disease. In mice, mapping of genetic regions linked to the control of the CL caused by
Leishmania major has showed that genes involved in tissue repair are associated with faster
healing of lesions in resistant animals. This study aims to evaluate the role of polymorphisms
at genes of TGF-f pathway signaling, working with the hypothesis that genes associated with
wound healing, mapped in mice, could be also important biomarkers of human disease caused
by L. braziliensis. This was an association study based in families. We genotyped samples
from 225 families selected from medical records from the Health Post of Corte de Pedra,
Bahia, an endemic area of L. braziliensis. Twenty markers of six genes, TGFBI, TGFBRI,
TGFBR2, CTGF, SMAD2 and FLII, were chosen. Using conditional logistic regression
analysis, this study demonstrated an association between the CL and leishmaniasis per se (CL
and ML) phenotypes and FLII, CTGF and SMAD?2 genes. The association observed for the
FLII gene follows the genetic and functional mapping of genes on murine chromosome 9,
which identified F/il as a new candidate influencing resistance to L. major. Additionally, our
data suggested that polymorphisms in CTGF and SMAD?2 are risk factors for CL and therefore
the physiological regulation of tissue scaring is an important mechanism in the healing of
cutaneous leishmaniasis. Further work will be required to determine the actual role of these
genes, including the regulation of LI/ and CTGF during the natural course of disease. This
would include analysis of these gene expression levels in tissue biopsies from individuals
infected with L. braziliensis to evaluate their potential as a therapeutic target. The results of
this study strengthen the potential role of genes associated with lesion healing and CL and
suggest that a broader analysis of the pathways involved in wound healing response may

contribute to a better understanding of disease pathogenesis.

Keywords: leishmaniasis, genetic polymorphism, TGF-3, wound healing
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ANEXO I

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA MENORES DE IDADE (MENORES DE 18),
PARA O ESTUDO DE DETERMINANTES GENETICOS NAS LEISHMANIOSES NO
BRASIL

Projeto: Determinantes genéticos nas leishmanioses no Brasil

Nome do paciente:

Numero de identificagdo 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: Maternidade Climério de Oliveira/UFBA, Rua do Limoeiro, n°® 137 —
Nazaré Cep: 40.055-150 Salvador, BA, 55 71 3283-9210/9211,
cepmco@ufba.br/cepmco@gmail.com

Convite e objetivo: Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo de pesquisa. O
propésito deste estudo é determinar se vocé ou as pessoas que vivem na sua vizinhanga
tem maior propensao para ter doencas infecciosas. A principal doenga que nos estudaremos
é chamada leishmaniose, que é a doencga que provoca uma ferida na pele ou no nariz mas
nos também daremos atencao a outras infecgbes. NOs queremos entender se alguns dos
seus genes (que sao caracteristicas que seus pais passam para vocé e seus familiares)
fazem vocé mais propenso a ter infecgdes. Nos também queremos saber se coisas do seu
dia a dia fazem de vocé mais propenso as infecgoes.
Nés 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, nés tiraremos um pouco
de sangue (cerca de uma colher de sopa) de seu brago usando uma seringa e agulha.
Algumas vezes nés faremos um teste na pele, onde nés injetaremos uma pequena
quantidade de liquido (duas gotas) no seu brago usando uma agulha fina. Nés esperamos
que este estudo nos esclareca porque vocé e sua familia tém infecgdes, entdao poderemos
prevenir isto no futuro.

Vocé pode nao participar deste estudo. Se vocé quer nos ajudar, por favor, assine ou
coloque sua impresséo digital abaixo.
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Data hora

Assinatura ou impressao do paciente

Data hora

Assinatura ou impress&o do responsavel

Data hora

Testemunha

COMPROMISSO DO PESQUISADOR

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

Data hora

Investigador
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ANEXO II

CONSENTIMENTO INFORMADO PARA O ESTUDO DE DETERMINANTES GENETICOS NAS
LEISHMANIOSES NO BRASIL

Nome do Projeto: Determinantes genéticos nas leishmanioses no Brasil

1. 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: Maternidade Climério de Oliveira/UFBA, Rua do Limoeiro, n® 137 - Nazaré

Cep: 40.055-150 Salvador, BA, 55 71 3283-9210/9211, cepmco@ufba.br/cepmco@gmail.com

Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que tem como objetivo identificar pessoas que
tem ou que tiveram leishmaniose cutadnea e ou leishmaniose mucosa. Além disso, estudaremos todos
os membros de sua familia para verificar se existe alguma predisposicdo genética para o
desenvolvimento de doencgas infecciosas. Apds lhe ser explicado o que contém neste questionario
vocé pode perguntar tudo sobre o estudo a seu médico. Familias dos pacientes com leishmaniose
cutdnea e mucosa diagnosticados no posto de saude 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 2000 pessoas participarao deste estudo.

Participagao voluntaria:

Sua participagao é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou pode desistir da participagdo no
estudo a qualquer 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 saude de Corte de
Pedra.

Finalidade do estudo: Este estudo visa determinar se familiares de pacientes com leishmaniose
cutdnea e ou mucosa tém maior tendéncia a desenvolver a leishmaniose, que vizinhos que nao tem
este tipo de doenca. Adicionalmente, nds tentaremos demonstrar através de estudo genético se
existe uma associagao entre alguns genes que sao transmitidos aos seus filhos que influenciam no
desenvolvimento desta doenga ou de outras doengas infecciosas.
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Procedimentos: Caso vocé aceite participar do estudo um questionario sera feito para saber onde
vocé mora, sua ocupagao, seus habitos e se vocé ja teve leishmaniose. Um médico examinara vocé
para ver se existe qualquer lesao que indique se vocé tem ou ja teve leishmaniose. Também com o
auxilio de uma lanterna e de um espéculo nés 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 saude de Corte de Pedra para realizar exames de rotina para o
diagnéstico da doenga, como exame de sangue (soroldgico), teste cutaneo e bidpsia / aspiragéo da
lesdo para isolamento do parasito que causa a doenga e exame histopatolégico da lesdo. Se vocé
concordar em retirar sangue para realizacdo dos estudos de pesquisa genética para avaliar a
susceptibilidade a doencgas infecciosas, 10 ml de sangue serdo colhidos (equivalente a 1 colher de
sopa).

Confidencialidade: Qualquer informac&o obtida durante este estudo sera confidencial sendo apenas
compartilhada, com outros membros da equipe médica. Do Comité de Etica da Maternidade Climério
de Oliveira, o Orgéo de Protecdo dos Direitos Humanos e o Instituto Nacional de Saude dos Estados
Unidos da América. Embora os resultados obtidos neste estudo sejam publicados, ndo havera na
apresentagao destes resultados meios que possam identificar os participantes. Suas fichas clinicas e
resultados de seus exames poderao 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 pungdo com a
agulha e raramente pode ocorrer sangramento ou formacédo de hematoma. O exame da sua pele, do
seu nariz e da sua boca podera documentar que vocé tenha leishmaniose cutdnea ou leishmaniose
mucosa. Neste caso vocé serd tratado com antiménio (glucantime) o que trara vantagem para vocé
desde que a doencga foi documentada na sua fase ainda inicial. Este tratamento sera acompanhado
no Posto de Saude de Corte de Pedra e caso haja necessidade, ou pela realizagdo de exames, ou
complicagbes do tratamento, vocé sera internado no Hospital Universitario Prof. Edgard Santos em
Salvador. A passagem para Salvador sera custeada pela pesquisa, contudo a vaga para
internamento sera 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 diagnéstico precoce da leishmaniose
podera ser feito através do exame. Desde quando toda a familia vai ser examinada, se houver algum
caso de outra doenga na familia, uma orientagao ou tratamento adequado vai ser oferecido. O melhor
conhecimento sobre a leishmaniose podera contribuir no futuro para medidas de controle da doenga.

Custos: Vocé nao tera custos com a participagdo no estudo e caso necessite de tratamento para
leishmaniose a medicacéo Ihe sera fornecida gratuitamente. Vocé n&o recebera pagamento por sua
participagao neste estudo.

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicagao relacionada aos
procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Edgar M. Carvalho, Dra. Lea
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Castellucci e Dr. Luiz Henrique Guimaraes, responsaveis por este estudo (Tel.: 71-3237-7353 ou 71-
3283-8113). 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/UFBA, cujo
enderecgo encontra-se 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 lhe sera
entregue. Favor assinalar um dos quadros abaixo para indicar se deseja ou nao ter as suas amostras
de sangue armazenado para estudos futuros aprovados sobre leishmaniose.

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

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

Assinatura ou impressao do participante Data Hora

Nome/Assinatura do pesquisador Data Hora

Nome/Assinatura da testemunha
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ANEXO III

Posto de Saude de Corte de Pedra

CRF V

VISITA DE CAMPO

Caso indice
TMRC Brasil

Projeto Leishmaniose Tegumentar

3.Numerodo TMRC | | | [ 1 1*

(Originado para todos os individuos participantes do TMRC,

incluindo familiares sem doenga)
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4. Nomerodo LTCP |__|_ |_ ||| (*) Campos obrigatorios

(Originado para todos os individuos participantes do TMRC
com leishmaniose)

SIM - Servigo de Imunologia

Hospital Universitario Professor Edgard Santos - UFBA

Data da visita* (dd/mm/aaaa): |_| |/ | /L 1 1 I |
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4. N°doLTCP| | | | | | 3.NdoTMRC| | | | | |* 5.N°daFamilia| | | |

6. N° do individuo na Familia| | |

167. Data da assinatura do TCLE para Estudo de Genética......................... LL WL LWL L

GPSdacasa:168. Latitude| | | | | | | 169.longitude| | | | | 170.Altitude| | |

Exposicio Ambiental

171. Voce ja trabalhou ou morou (pelo menos um més) em fazenda?......................... O n3o O sim
172. POSSUi aNiMaiS M CASAY..........ooiiiiiiieiciiieeccite et e etee e reaeeebeeeetreeerbaeeebeeesbeeesneeennes O ndo O sim

Se “sim”, especifique:

173, CACKOITOS. ..ottt ettt s bt ettt ettt sbe st e s te s et eneeseebesbesteseesseneensesbeseensans O ndo O sim

174, CAVAIOS......c.couieieieiie ettt ettt sttt ettt b ettt ettt b et b et et et et e ebe st e nseneenes O n&o O sim
175. GAlINN@S.........o i et s be st e e b ans O ndo O sim
176, POFCOS. ......oecueiiieietenieteee et etestestesteee st seestestensensenseneeseeteseessensensensensesesneessensensenseneesenes O n&o O sim
D77, OURIOS. ...ttt ettt ettt et ettt e st e et e e bt e s bt e eabesate e be e beesasesbeenbeesabtesabeensaesanesaes O ndo O sim

178. Se “outros”, especifique:

179. Ha eletricidade @m Casa? ..........ccccoceeeriiininiineieeeee et O n&o O sim
180. HA SANItArio @M CASA?......eiiiiiiieiie ettt ettt ettt st satesateesae e saaesaes O ndo O sim
181. Usa Mosquiteiro para dormir?............ccoeeeeviiieiiieeeiiiectee ettt e ettt eanes O ndo O sim
182. Ha resto de mata proximo a casa (raio de 100 m)............ccoeeevveecieecceeeecree e O ndo O sim
183. Ha roga proxima a casa (raio de 50 metros)?..........cccccvveeieeecieeecieecre e O ndo O sim
184. Ha galinheiro préximo a casa (raio de 50 metros)?...........ccccccoeevvvrecveeeceeeecvneeenne O ndo O sim
185. Ha pocilga préxima a casa (raio de 50 metros)? ...........cccceeeeciieeeeiicineeeeeccieee e O ndo O sim
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186. Ha curral proximo a casa (raio de 50 metros)? ..........ccccceeveeeveeeveeeeeecveenrre e O ndo O sim

187. Ocupacgdo entre 16:00 € 24:00 hs:..........ccoccvveeeeevcrrennnn. O Permanece emcasa O Saide casa

188. Se “Sai de casa”, sai para:

O Cagar/PesCar......cceeeeeeveeeereeeeeesreeesserensena O Estudo/trabalho.........ccoeeevvveiveceiceeeece e O Outro

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

190. Colhido sangue para EeNELICA:.............cocveeieirieeeiee ettt etee et e etee e eaee s O ndo O sim

Iniciais do investigador
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ANEXO IV

Posto de Saude de Corte de Pedra

CRF VI

VISITA DE CAMPO

Familiar
TMRC Brasil

Projeto Leishmaniose Tegumentar

3.Numerodo TMRC | | 1 1 1 I*

(Originado para todos os individuos participantes do TMRC,
incluindo familiares sem doenga)
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4. NamerodoLTCP | | | | | | (*) Campos obrigatérios

(Originado para todos os individuos participantes do TMRC
com leishmaniose)

SIM - Servigo de Imunologia

Hospital Universitario Professor Edgard Santos - UFBA

Data da visita* (dd/mm/aaaa): || /L L /L L L 1|

4.N°dolLTCP| | | | | | 3.N°doTMRC || | | | [* 5.N°daFamilia| | | |

6. N° do individuo na Familia| | [*

Data da assinatura do TCLE para Estudo de Genética:................ccoovvvvvreeeeennnne LLVLLILL

T = (o TSP O masculino O feminino

15. Data de nascimento* (dd/mm/aaaa):...........cccccooeevvveeiieciieccie e LWL W1

16. Naturalidade:

17. Ocupagao:

OTrabalhador rural ODonadecasa  OEstudante  OComerciante  OMotorista

OOutra

18. Cidade/Vilarejo*

19.
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20. N° de moradores no domicilio (exceto Paciente):..........cccccvveeeeiiieiiie e L]
21. N° de moradores no domicilio com leishmaniose passada ou ativa:..............ccccceeevvveecieeennneen. L1
191. Grau de parentesco com o caso indice:.............coceeereenennen. O Pai/mde O Irm3o O Filho O Outro

Se “nao” ir para item 200. Se “sim” preencher também itens 193 a 199 e 52 a 71.
193, JA @StEVE NO PSCP?........oceeeeee ettt sttt et et testesre st e sestesseesenseeneas O n&o O sim

194. Local dalesdo: O Segmento cefdlico O Tronco O MMSS O MMIlI O Genitélia/gluteo

198. Tratado (antimonial) 1eSE0 CUtANEA:...........c.ecevee cerreerecere et O ndo O sim
199. Completou 0 tratameENto:.............coeeviiiiiiieececec e ettt reea e beeraeereens O n3o O sim
200. LeiShMaNIiose MUCOSA:...........ccecuieiieiieiiieie e steeteseeste e st este e teseee e ebessseteessessaesseessensanns O ndo O 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) [@SE0 MUCOSA:...........cccueeviiiiiieiee e et O ndo O sim
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203. Completou o tratamento da 1€SE0 MUCOSA:..........c.ccueeveeiiieieeciiciecece et e O ndo O sim

Exposicao Ambiental

171. Voce ja trabalhou ou morou (pelo menos um més) em fazenda?...............ccocuveuvenenne. O ndo O sim

172. POSSUI @NIMaIS @M CASA?........cvveiiiiiiiiiieiiiieieeeeeeiteeeeeeiae b e e e e e sabaeeeeessabaesessestaseeessesbeneesens O ndo O sim

4.N°doLTCP| | | | | | 3.N°doTMRC || | | | [* 5.N°daFamilia| | | |

Exposicao Ambiental (Continuacdo)

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

173 CACROITOS. ...ttt ettt et ettt b bt be s bt e e et et e st bbb e e et eneebesnenen O ndo O sim

178, CAVAIOS.......couiieiieiiete ettt et sttt sttt ae et eae et bt a e e be e sh e et e ae et et e eaeenee O ndo O sim
175. GAlINNAS......c..ooiiiiiee et ettt sttt nae b ente s O ndo O sim
L76. POFCOS. .......evieitineeeeee et et e sttt e e e st e et see e en b ea e ea e eaeeb e be s b et enteneebeeaesbenbeeneebeebeebeeaessansensens O ndo O sim
D77 OULFOS......c.euiitite ettt ettt ettt e he et e bt e bbb e e b e s b et et ebe e bt ebesbe s b et enbenbenb e st enbenbe e enesbeben O ndo O sim

178. Se “outros”, especifique:

179. Ha eletricidade @M Casa? ..........cccooe ittt e et e O ndo O sim
180. HA SANILATIO @M CASA?.....ccuiiiiieieieiieieeie sttt sttt ettt et ae bt besbesee st et et eesesbeeeee O ndo O sim
181. Usa Mosquiteiro para dormir?.............ccooeeieiiiiecieiieciiee e e eteeeereeereesreesaeeeereesreeeseenane s O n3o O sim
182. Ha resto de mata préximo a casa (raio de 100 m)............ccccceeevcieencirecieesreee e O ndo O sim
183. Ha roga proxima a casa (raio de 50 Metros)?...........ccccveveeveeeviiesieeneesseesee e s eaeenns O ndo O sim
184. Ha galinheiro proximo a casa (raio de 50 metros)?.............cccceeevieeeiiieeiieeeciee e O n3o O sim
185. Ha pocilga proxima a casa (raio de 50 metros)? ...........ccccceeevieeeceeesceeecie e O ndo O sim
186. Ha curral proximo a casa (raio de 50 metros)? ..........cccccocveeeviieevieeccee e O n3o O sim
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187. Ocupagdo entre 16:00 € 24:00 hs:..........cooeciveeeceeercieeriieens O Permanece em casa O Sai de casa

188. Se “Sai de casa”, sai para:

O Cagar/PesCar.....cccueceeeereeeesreesreesrveesereenseenns O Estudo/trabalho.........cooeevuevieiieeeiiiieeies e O Outro

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

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

Numero e tipos de lesGes:

B4, UICEIadas.....c..ooveeuiiiieiiieieete ettt ettt et st et ettt s bbbttt b aa e she b e r e ennenne s |

55, PAPUIAS ... e e e e et e e e st te e e ta e e s ataeeeataeeaateeennaeeeareeaanns 1
56. NOQUIOS ...ttt ettt s b e s it e bt e s bt et e e s ab e e satesat e e saneenneenns L
Y AT ] - T 1L PP UUU L
58. VBIUCOSAS. ...ttt bbbt e e L

Lesdo principal:

59. Local maior lesdo (marque apenas UM):
OCabeca OFace OPescoco OTronco OBraco D OBraco E
OAntebrago D O AntebragoE  OCoxa D OCoxaE OPerna D OPernaE  OOQutro

60. Se “Outro”, especificar:

4.N°dolLTCP| | | | | | 3.N°doTMRC|_| | | | I 5.N°daFamilia| | | |

Exame Fisico Médico (Continuacdo)
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62. Tipo dalesdo: O ulcerada O papula O nddulo O vegetagdo O verrucosa O NE

63. INFECCE0 SECUNUANIA:. ... ..cueeeieieieeieeie ettt ettt et e eteeereeebeesaaeeare e O n3o Osim O NE
64. Cicatriz sugestiva de Leishmaniose cutdnea:..............c..ccoeeeeveeeeeiveeceeecreecreeeenne. O ndo O sim O NE
65. N° de CICAtIZES: ...t s L1
66. Tempo de duragao das cicatrizes (AN0S):..........ccueeeiiiieeiii i et L1l
Linfadenopatia:

67. Linfadenopatia Presente:...........ccoovvieeieeiiiiie ettt O ndo O sim O NE
68. Mais de 1 cadeia enVOoIVIda:...........ccoiueiiiieieiiieiee e O ndo O sim
69. Local: O Cervical O Ocipital O Axilar O Inguinal O Crural O OQutra
Tamanho do maior linfonodo (mm):............cocoooiiiiiiiiii e, 70 | | Ix70b| | | |
71. Foto das lesBes realizadas:...............coouoiiiiiiiiiiiiniie e O ndo O sim

204. LeSOES MUCOSAS ALIVAS:.......c.eooeeeeeeiieeieteeitee et et e steeees e sreeesaeesbesesteenessnteseneesnreas O n3o O sim O NE
205. Cicatriz caracteristica de [€S30 MUCOSA:..........ccoeocvvieeieeiieeeece e O n3o O sim O NE
206. Referido ao PSCP para eXame ORL:...........ccceevieeiieiiieciiecie et esne e esreesneeveesnnesane s O néo O sim

190. Colhido sangue Para GENELICA:..............ccuveeireeeeeeitieere e cte et e eeteeetreeebeeeareeteeeeaeeeans O ndo O sim
46. Realizada IDRIM Prévia¥:........cccooeiiiiiiiiiieiie ettt st ae e st sa e s O ndo O sim O NA

.y YT 1 T SRR O POS O NEG O Duvidoso

48. Se “NA0”, realizado agora™:...........ccoeiiiiieciee e O ndo O sim
................................................................................................................ Iniciais do entrevistador
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Leitura da IDRM:

0] 24 1Y PSPPSR 49a.l_|__Ix49b.__|I__Imm

50. IDRME ..ottt e O POS O NEG O Duvidoso

Diagndstico da Forma Clinica de Leishmaniose - Fenétipo

207. Fenotipo da Forma Clinica:
O Cutdnea (CL=0)...cccovveerreecrrerrereennen. O Mucosa (ML=1)....ccovveereevreereerenne, O Disseminada (DL=2)
O Cutaneo mucosa (CML=3).......cccvveunee. O Pré-ulcerativa (4).c.coeveveeveeeereenee. O Sub-clinica (5)

O Sem evidéncia de LT

Iniciais do investigador
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