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INTRODUGAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenga infecciosa ndo contagiosa, que acomete pele e/ou mucosa.
Constitui uma enfermidade polimérfica da pele, caracterizada pela existéncia de uma variedade de formas clinicas,
variando de lesGes auto resolutivas a lesGes desfigurantes (Silveira et al. 2004; 2009). Na Amazonia brasileira, a LTA é
causada por sete espécies de Leishmania, sendo Leishmania (Viannia) guyanensis a de maior incidéncia no estado do
Amazonas (Figueira 2008; Guerra et al. 2011). Fatores relacionados a capacidade vetorial, ao parasita e a constitui¢do
genética e imunoldgica do hospedeiro estdo relacionados as diferentes formas clinicas encontradas no curso da
infeccdo (Reis et al. 2006; Roberts et al. 2000). A resisténcia do hospedeiro estd associada a ativagdo seletiva e
diferenciacdo das células efetoras, as quais secretam um padrdo de citocinas especifico. O fator de necrose tumoral
(TNF-a) é uma citocina envolvida em inflamagdes sistémicas e desempenha papel crucial na resposta imune de fase
aguda da doenca (Bilate 2007). Na LTA o TNF-a tem sido associado ao controle da infecgdo, pois é produzida
principalmente por células que ativam macrdfagos (Abbas et al. 2009) e levam a destruigdo parasitaria (Reis et al. 2006;
Carvalho 2012). O conhecimento dos fatores relacionados ao parasita e ao hospedeiro humano no curso da LTA tem
contribuido para entender a patogénese da doenga, sendo assim, este trabalho teve como objetivo geral analisar as
diferentes caracteristicas cutaneas e os niveis séricos de TNF-a no soro de 13 individuos infectados por Leishmania
(Viannia) guyanensis comparado a individuos sem infec¢do (grupo controle).

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e Origens dos isolados humanos : Neste projeto foram incluidos 13 pacientes que aceitaram participar
da pesquisa, residentes em Rio Preto da Eva-AM, atendidos no Hospital Regional Thomé de Medeiros Raposo e na
Unidade Basica de Saude Manoel Rumao localizado no KM135 da AM 010. Foram incluidos individuos de ambos os
sexos, maiores de 18 anos, com diagndstico clinico-parasitolégico positivo para LTA, na forma cutanea. O projeto foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do INPA, com protocolo niimero 006/2.010.

Exames Parasitolégicos e Isolamento Parasitdrio: Todos os pacientes foram submetidos a exame direto por
escarificagdo da borda das lesdes cutaneas para pesquisa de formas amastigotas em laminas, utilizando-se corante
Pandtico e microscopia dptica. O material escarificado da borda das lesGes foi semeado em meio de cultivo agar sangue
NNN (Neal et al.) e posteriormente expandido em meio liquido Schneider completo (pH 7,2 contendo 10% de Soro Fetal
Bovino inativado), para preparagdo de massa parasitaria utilizada na caracterizagdo bioquimica e criopreservacgao.
Deteccao de citocinas nos soros de pacientes infectados: Foi dosado a citocina (TNF-a) em amostra do soro de
pacientes infectados e em individuos ndo infectados (controle negativo). Para dosagem da citocina TNF-a, foi utilizada
a técnica de citometria de fluxo CBA (Cytometric Bead Array) com o “Kit BDTM Human T41/T42 Cytokine” (Cat. N°
560484, Lot.: 29132, marca BD® Biosciences, San Diego, CA, USA) seguindo as orientagdes descritas pelo fabricante.
Para analise estatistica foi realizada utilizando o software Graphpad Prism® 6

RESULTADOS E DISCUSSAO

O diagndstico dos casos suspeitos de leishmaniose foi baseado nos dados epidemiolégicos e exame clinico, associados a
positividade de um dos exames laboratoriais. Todos os pacientes envolvidos na pesquisa apresentavam primo-infecgao
causada por L. (V.) guyanensis. Do total dos 13 pacientes, 11 eram do sexo masculino (84%) e 2 do sexo feminino (15%),
a idade variou de 18 a 55 anos, apresentando de 1 a 8 lesGes. O tempo de evolucdo das lesdes variou de 14 a 150 dias
e o tamanho das lesGes foi bastante varidvel (8x5 e 30x20 mm) conforme observado na tabela 1.
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Tabela 1. Dados clinico-epidemiolégicos de pacientes portadores de leishmaniose tegumentar atendidos no
Hospital Regional Thomé de Medeiros Raposo e na Unidade Basica de Saide Manoel Rumao.

Cédigo da Sexo Idade Tempo de N2de Tamanho da Caracteristica
amostra Infecgao lesGes Lesao das lesGes
(dias)
(anos) (mm)

MHOM/BR/08/IM5515 M 55 20 07 30x20 Lesdo em placa
MHOM/BR/09/IM5595 M 21 30 01 12x15 Nodular
MHOM/BR/10/IM5637 F 31 60 01 17x18 Lesdo em placa
MHOM/BR/10/IM5653 M 18 90 01 30x20 Ulcera franca
MHOM/BR/10/IM5694 M 29 14 01 20x23 Nodular
MHOM/BR/11/IM5697 M 19 14 01 13x16 Lesdo em placa
MHOM/BR/11/IM5772 M 26 120 01 10x8 Lesdo em placa
MHOM/BR/11/IM5773 M 30 10 01 32x21 Ulcera franca
MHOM/BR/11/IM5775 M 24 21 04 8x5 Ulcera franca
MHOM/BR/11/IM5828 M 43 150 01 11x8 Ulcera franca
MHOM/BR/11/IM5869 M 24 60 08 60x60 Ulcera franca
MHOM/BR/11/IM5874 F 23 120 01 80x14 Ulcera franca
MHOM/BR/11/IM5875 M 49 30 01 11x7 Lesdo em placa

Legenda: Isolados: M- mamifero; HOM- Homo sapiens; BR-pais de origem (Brasil)/ano de isolamento/cddigo
original utilizado pelo INPA; Sexo: M- masculino; F- feminino. Pacientes que apresentaram mais de uma lesao
foi incluido o valor da lesdo de maior tamanho. =baseado em Naiff et al. (2009).

Diferentes formas clinicas das lesGes foram observadas na populagdo estudada; conforme observado na Figura 1.
LesGes do tipo ulcera franca, foram as mais encontradas (39%) e se caracterizam por Ulcera com bordas elevadas, em
moldura, fundo granulomatoso, com ou sem exsudato e em geral sdo indolores, seguido de lesdo em placa (46%) que
se caracteriza por bordas elevadas em relagdo ao tecido normal, sua altura é pequena em relagdo a extensdo,
consistente a palpagdo e com superficie lisa. Dois pacientes (15%) apresentaram lesdes do tipo nodular eritematoso
com bordas inflamatérias (forma hipodérmica nodular ndo ulcerada). As diferentes formas clinicas descritas podem
estar relacionadas ao padrdo de transmissdo, a espécie envolvida, ao estado nutricional do hospedeiro, fatores
genéticos e o perfil de resposta imune dos individuos (Castro 2011).

- B
Legenda (A-C): A-Ulcera franca; B- Lesdo em placa; C- Nodular.

Figura 1. Caracteristicas clinicas (forma cutdnea) da leishmaniose tegumentar em Rio Preto da Eva/AM.

A figura 2 apresenta os niveis séricos de TNF-a, em amostra de soro dos 13 pacientes com Leishmaniose cutanea (LC) e
em cinco individuos sem infecgdo (controle negativo). Na analise comparativa entre individuos infectados e nao
infectados observou-se diferenca estatistica significativa nos niveis séricos de TNF- a (p<0,0016), demonstrando maior
presenca desta citocina durante processo infeccioso. Embora, os niveis séricos de TNF- a expresso no soro dos
pacientes com lesdo em placa ter sido maior do que o observado nos pacientes com os outros tipos de lesGes (ulcera
franca, nodular) ndo foi encontrado diferenca estatistica significativa na comparagdo entre tipos de apresentacdo
clinica da doenga.
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Figura 02. Niveis séricos TNF-a em amostra do soro de pacientes com Leishmaniose cutanea causada
por Leishmania (Viannia) guyanensis e populagdo ndo infectada. S3o apresentados os resultados
individuais e valores médios tdesvio padrdo (linhas horizontais e verticais).

As citocinas sdo mediadores necessdrios para conduzir a resposta inflamatdria aos locais de infecgdo e lesdo,
favorecendo a cicatrizagdo e controle da infecgdo. A Interleucina gama (IFN-y) tem papel importante na defesa contra
microrganismos intracelulares como na Leishmania, ativando macréfagos e estimulando a liberagdo de outras
citocinas como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) (Campos, 2007). Com ativagdo de TNF-a, a indugdo da
resposta inflamatdria, no curso clinico da doenga promove prote¢do aos tecidos, restringindo assim os danos no local
da infecgdo (Bilate 2007). Contudo, a produgdo excessiva dos niveis séricos dessa citocina pré-inflamatoérias leva a um
processo inflamatério intenso, podendo acarretar em efeitos prejudiciais ao hospedeiro, corroborando para
manifestacGes clinicas (Reis et al. 2006). Portanto, os resultados dos niveis séricos do TNF-a obtidos em populagdo
residente de area endémica, como no caso do Amazonas, tém colaborado para elucidar o perfil imunoldgico do
hospedeiro humano frente ao parasita e controle e resolu¢do da doenca.

CONCLUSAO

Ficou demonstrada a presenca de maior expressdo de TNF-a em individuos com infec¢do ativa por L. (V.) guyanensis
quando comparado a individuos nao infectados. Diferentes apresentagdes clinicas da doenga foram observadas na
infeccdo causada pela mesma espécie do parasita. Nao houve correlagdo entre os niveis séricos de TNF-a e as distintas
formas cutaneas apresentadas pelo grupo infectado.
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