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RESUMO

Niveis séricos de CXCL12 nas diferentes formas e fases clinicas da
Leishmaniose Visceral

Rogério Silva Santos, Lagarto, 2024.

Introducédo: As leishmanioses sdo doencas endémicas em regifes tropicais que
podem se manifestar nas formas cutanea, mucocutanea e visceral (LV), conhecida
como calazar. A reposta imunoldgica a infeccédo pelo parasita € complexa e o curso
desta depende dos agentes celulares e moleculares presentes no momento da
infeccdo. A guimiocina CXCL12, possui acao pleiotropica e crucial em processos
fisiologicos como embriogénese, hematopoiese, angiogénese e inflamacéo, pois
ativa e induz a migracdo de células-tronco hematopoiéticas, células endoteliais na
maioria dos leucdcitos. Tendo essa molécula uma participacéo relevante na ativagéao
e diferenciacdo hematopoiética, alvo da Leishmania sp., torna-se necessario
investigad-la nessa comorbidade. Objetivo: Avaliar os niveis séricos da quimiocina
CXCL12 nas diferentes formas e fases clinicas da LV. Metodologia: Trata de um
estudo caso-controle realizada no LIBM do HU-UFS, seguindo normas éticas, 0s
participantes foram divididos em grupos casos (diagnosticados com LV) e controles
(DTH+ e controles endémicos). O soro foi extraido e analisado para citocinas e
guimiocinas via multiplex. Dados clinicos e laboratoriais foram coletados dos
prontudrios médicos, e a analise estatistica utilizou testes de Kruskal-Wallis e
correlacdo de Spearman, considerando significativos valores de p<0,05.
Resultados: Individuos com a forma sintomatica e ativa da LV apresentam elevados
niveis séricos CXCL2, quando comparados com individuos assintomaticos. Ao longo
do tratamento observou-se diminuicdo da concentracdo de CXCL2 chegando a
média semelhante ao grupo controle. A correlacdo entre quimiocinas foram
majoritariamente positivas, indicando uma acgéo sinérgica entre as moléculas. A
correlacdo entre CXCL12 e hematdcrito apresentou um coeficiente de Spearman
(Rho) de -0,48, enquanto a correlagéo entre CXCL12 e hemoglobina teve Rho=-0,53
com p valor significativo. Esses valores negativos indicam que, a medida que a
expressdo de CXCL12 aumenta, os niveis de hematdécrito e hemoglobina tendem a
diminuir. Esta relacdo inversa sugere que CXCL12 pode desempenhar um papel
regulador na diminuicdo dos niveis de hematdcrito e hemoglobina, possivelmente
interferindo no equilibrio normal dessas moléculas no sangue. A auséncia de
estudos sobre CXCL12 em humanos com LV € destacada, embora estudos em
modelos murinos indiquem que CXCL12 influenciam a atracdo de progenitores
hematopoiéticos. Conclus&o: O estudo indica que a expressao sérica de CXCL12
diminui durante o tratamento de LV, alinhando-se com a recuperacédo clinica dos
pacientes. A pesquisa contribui para a compreensao da dinamica imunoldgica em LV
e sugere que a CXCL12 pode ser um importante biomarcador na monitorizagéo do
tratamento. No entanto, mais estudos séo necessarios para explorar o envolvimento
da CXCL12 no desenvolvimento da LV.

Palavras-chaves: Leishmaniose Visceral, SDF-1; Quimiocina.



RESUMO

Serum Levels of CXCL12 in Different Forms and Clinical Stages of Visceral
Leishmaniasis

Rogério Silva Santos, Lagarto, 2024.

Introduction: Leishmaniasis is an endemic disease in tropical regions that can
manifest in cutaneous, mucocutaneous, and visceral (VL) forms, known as kala-azar.
The immune response to parasitic infection is complex, and its course depends on
the cellular and molecular agents present at the time of infection. The chemokine
CXCL12 plays a pleiotropic and crucial role in physiological processes such as
embryogenesis, hematopoiesis, angiogenesis, and inflammation, as it activates and
induces the migration of hematopoietic stem cells and endothelial cells in most
leukocytes. Given this molecule's significant role in hematopoietic activation and
differentiation, which is targeted by Leishmania sp., it is necessary to investigate its
involvement in this comorbidity. Objective: To evaluate serum levels of the
chemokine CXCL12 in different forms and clinical stages of VL. Methodology:This is
a case-control study conducted at LIBM of HU-UFS, following ethical standards.
Participants were divided into case groups (diagnosed with VL) and control groups
(DTH+ and endemic controls). Serum was extracted and analyzed for cytokines and
chemokines using multiplex. Clinical and laboratory data were collected from medical
records, and statistical analysis employed Kruskal-Wallis tests and Spearman
correlation, considering p-values <0.05 as significant. Results: Individuals with the
symptomatic and active form of VL had elevated serum levels of CXCL12 compared
to asymptomatic individuals. During treatment, CXCL12 concentration decreased to
levels similar to the control group. The correlations between chemokines were
predominantly positive, indicating a synergistic interaction among the molecules. The
correlation between CXCL12 and hematocrit showed a Spearman coefficient (Rho) of
-0.48, while the correlation between CXCL12 and hemoglobin had Rho=-0.53 with
significant p-values. These negative values indicate that as CXCL12 expression
increases, hematocrit and hemoglobin levels tend to decrease. This inverse
relationship suggests that CXCL12 may play a regulatory role in decreasing
hematocrit and hemoglobin levels, possibly interfering with the normal balance of
these molecules in the blood. The lack of studies on CXCL12 in humans with VL is
noted, although studies in murine models indicate that CXCL12 influences the
attraction of hematopoietic progenitors. Conclusion: The study indicates that serum
expression of CXCL12 decreases during VL treatment, aligning with the clinical
recovery of patients. The research contributes to understanding the immunological
dynamics in VL and suggests that CXCL12 may be an important biomarker for
monitoring treatment. However, further studies are needed to explore the
involvement of CXCL12 in the development of VL.

Keywords: Visceral Leishmaniasis; SDF-1; Chemokines.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses consistem em um conjunto de doencas zoonoticas e
antroponotica, endémicas em regides tropicais que podem se manifestar nas formas
cutdnea, mucocutanea e visceral (LV), também conhecida como calazar. O ciclo
biolégico do parasita inicia se a partir do deposito da leishmania pelo vetor, um
flebotomineo. As diferentes formas clinicas resultam de diferencas entre as espécies
de Leishmanias, os reservatérios naturais, vetores e as populacdes infectadas
(WHO, 2024).

A LV consiste em uma protozoose que pode ser caracterizada do ponto de
vista clinico e anatomopatolégico como uma doenca grave e crbnica e
potencialmente fatal na auséncia de tratamento. A infecgcdo acomete principalmente
o sistema fagocitico mononuclear, em 6rgdos como o figado e o bagco. E uma
doenca negligenciada, afeta todas as faixas etarias, tornando-se um problema de
saude publica devido a ascendente disseminacdo descontrolada e de dificil
prevencao (VERAS et al. 2023).

A resposta imunoldgica na LV é complexa e depende da interacdo entre o
parasita e o sistema imunoldgico do hospedeiro. Geralmente, a resposta imune é
mediada por células T, células B e citocinas, com diferentes padrdes de resposta
dependendo da forma clinica da doenca e da susceptibilidade do hospedeiro. O
equilibrio entre resposta imune protetora e evasdo do parasita € crucial para o
desfecho da infeccdo (ELMAHALLAWY et al., 2021).

Clinicamente, a infeccdo € caracterizada por febre, reducdo do peso e
hepatoesplenomegalia. Os pacientes apresentam ainda pancitopenia e
linfadenopatia, podendo evoluir para uma forma grave com edema generalizado,
episédios hemorragicos, além de hiperventilacdo, cianose e grave inflamacéo
sistémica. Além disso, esses pacientes apresentam maior risco de morte por
infeccbes bacterianas secundarias resultante de uma severa imunossupressao
(BRAZ, 2016).

O curso da infeccdo é direcionado pelas moléculas T help (Th) 1 e 2. O
primeiro tipo possui atividade leishmanicida ao expressar moléculas, como
interleucina (IL)-1B, IL-12 e interferon-gama (IFN-y), e induzir o estresse oxidativo,
eliminado o parasito. Ja o Th2 permite a progresséo da infeccdo ao inibir a Thl com

IL-4 e IL-10. Apesar dessa dicotomia, pacientes coma forma ativa da LV apresentam



uma tempestade de citocinas, ou seja, exacerbacdo da liberacdo de mdultiplas
citocinas de ambos os padrdes, como IFN-y, IL-27, IL-10 e IL-6. Esse evento esta
associado a causas diretas da LV, uma vez que a liberacdo de mediadores
inflamatorios pode provocar danos teciduais e favorecer a gravidade da doenca (DE
FREITAS; NUNES-PINHEIRO, 2013).

Todo esse padrdo molecular é dependente da ativacdo de células que
respondem de forma peculiar a Leishmania. Descreve-se que tanto caracteristicas
do ambiente salivar do vetor, quanto moléculas expressas na membrana do parasito
e 0 ambiente inflamatério do hospedeiro no momento da infecgdo se somam para
compor e direcionar o perfil dessa resposta celular. Sabe-se também que, nos
individuos sintomaticos e no inicio da infeccdo, ha uma diferenciacdo para um perfil
das células imunolégicas mais permissiva a infeccdo. Entretanto, ndo € conhecido
como acontece de fato o recrutamento dessas células bem como acontece essa
modulacao celular (TEIXEIRA et al., 2014; VOLPEDO et al., 2021).

A quimiocina CXCL12, também denominada Fator 1 derivado do estroma da
medula Ossea (SDF1), € uma quimiocina de acdo pleiotropica e crucial em
processos fisiolégicos como embriogénese, hematopoiese, angiogénese e
inflamacéo, pois ativa e induz a migracdo de células-tronco hematopoiéticas, células
endoteliais na maioria dos leucdécitos. Inicialmente reconhecida como mediadora de
doencas inflamatérias, CXCL12 ¢é fortemente associada como uma ponte de
comunicacao entre células tumorais e estromais, criando um ambiente que favorece
o crescimento tumoral (HO et al., 2012).

Utilizando de camundongos para LV, HOANG et al., (2010) relataram que
CXCL12 e CCL8 favorecem a atracdo de progenitores hematopoiéticos com
potencial para se diferenciarem em células dendriticas. J& em modelo canino, niveis
elevados de CXCL12 foram associados a ativacdo extrafolicular de células B,
novamente redirecionando a diferenciacdo celular para um tipo especifico de célula
(O’HARE et al., 2016). Os dados de CXCL12 na LV humana sdo escassos. Tendo
essa molécula uma participacdo relevante na ativacdo e diferenciacéo
hematopoiética, alvo da Leishmania sp., torna-se necessario investiga-la nessa

comorbidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Epidemioldgicos da Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca potencialmente letal, evoluindo
gravemente em 90% dos casos que ndo recorre a tratamento previamente a
sintomatologia mais grave, com letalidade de 8,2% frente aos casos notificados nos
altimos anos. Nas américas a LV ocorre em 13 paises e o Brasil € o que mais
registra casos, chegando a mais de 90% (PAHO, 2024).

A explosédo da leishmaniose visceral como problema de saude publica foi em
1934, durante o aumento de demanda e pesquisas de rotina relacionadas febre
amarela, a outra doenca infecciosa que apresentava semelhan¢ca em sintomatologia
e vias de transmissédo (BENCHIMOL et al., 2019).

O primeiro caso de leishmaniose visceral in vivo foi registrado em Aracaju/SE,
no ano de 1936, detectado por Evandro Chagas, identificado em um paciente de 16
anos cujo apresentava doenca em estado avancado, confirmando posteriormente a
LV. Observando-se que a condicdo até entdo apresentava-se diferente dos
exemplares ja observados naquele momento, surgindo a hipétese de uma variagao
em Leishmania (MARZOCHI, 2018).

Até hoje, a LV € endémica em 76 paises. No Brasil, cerca de 3.500 casos séo
registrados anualmente e o coeficiente de incidéncia € de 2,0 casos/100.000
habitantes. E ainda, observa-se que nos ultimos anos, a letalidade vem aumentando
gradativamente, passando de 3,1% em 2000 para 7,1% em 2012. No ultimo boletim
epidemioldgico, em 2022, foram identificados aproximadamente 2.000 casos de LV,
sendo a regido nordeste com os maiores indices de registro, seguido pela regido
norte e posteriormente a regido Sudeste. O pico da incidéncia de LV no Brasil
ocorreu em 2017, apresentando um coeficiente de incidéncia de 2.5, onde houve
uma explosdo de casos e registrou-se aproximadamente 4.000 casos no pais
(BRASIL, 2024).

A constante transformacdo no ambiente, sendo popularmente provocadas
pelo intenso processo migratorio, por necessidades econdémicas ou sociais, a
dificuldade é insuficiente justica em distor¢cées na distribuicdo de renda tornando o
processo de urbanizagdo crescente, transformando o processo de esvaziamento

rural e acarretando a expansédo das areas endémicas e 0 aparecimento de novos
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focos endémicos. Esta transformacdo tende a levar a uma reducdo do espago
ecolégico da doenca, adaptando-a a novos habitats e facilitando a ocorréncia de
epidemias. O ambiente mais caracteristico e propicio a ocorréncia da LV tende a ser
aguele de baixo nivel socioecondmico ou extrema pobreza, maiores niveis de
vulnerabilidade social, sendo prevalente em grande quantidade e intensidade no
meio rural e na periferia das grandes cidades (FERREIRA et al., 2022).

A LV esta presente em 21 unidades federativas do Brasil, ocorrendo
predominantemente nas regides norte e nordeste. Quanto a incidéncia da doenca
por regido, o Nordeste é a localidade que apresenta o maior nimero de casos em
todo territério nacional, destacando o ano de 2000, com 4.029 novos casos
registrados e coeficiente de incidéncia de 8,44 casos por 100.000 mil habitantes
(BRASIL, 2024). A tendencia de transmissdo da LV manteve-se estavel no Nordeste
até 2010, todavia foi identificado um crescimento de 3,6 casos por ano até 2017
(RIBEIRO et al., 2021).

Sabe-se que a LV era uma infeccdo até entdo considerada ausente na regiao
Sul até 2009, quando foi notificado o primeiro caso autdéctone humano no Rio
Grande do Sul. Posteriormente, em 2015 e 2017, Parana e Santa Catarina
registraram seus primeiros casos em humanos, respectivamente. Nessa regido, a LV
se manifesta principalmente em cidades fronteiricas com o Uruguai, Paraguai e
Argentina, paises com aumento na em crescente notificacdo de casos (DIAS et al.,
2022).

No territorio brasileiro, a principal forma possivel de transmisséo é através da
do repasto sanguineo dos vetores - Lutzomyia longipalpis ou Lutzomyia cruzi —
infectados pela Leishmania. Algumas pesquisas investigam a possibilidade de a
transmissao ocorrer entre a populacdo canina através da ingestdo de carrapatos
infectados e mesmo através de mordeduras, ingestdo de visceras contaminadas,
porém nao existem evidéncias sobre a importadncia epidemiolégica destes
mecanismos de transmissao para humanos. Nao existe registro da ocorréncia de
transmissao direta da LV de pessoa a pessoa (AMARA et al., 2022).

Os agentes etiologicos da LV séo protozoarios tripanosomatideos do género
Leishmania, parasita intracelular, com presenc¢a obrigatorio das células do sistema
fagocitico mononuclear, com uma forma flagelada, sendo encontrada facilmente no
tubo digestivo do vetor e outra aflagelada encontrada nos tecidos dos vertebrados
(VASCONCELOS. et al, 2022).
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Considerando a migracdo e avanco nas areas urbanas, o cdo domeéstico
costuma ser a principal fonte de infeccdo, sendo esse, o mamifero com maior
prevaléncia da infecdo. JaA no ambiente silvestre, os reservatorios sdo as raposas e
0s marsupiais. Atualmente no Brasil, as raposas foram encontradas mais facilmente

infectadas nas regides Nordeste, Sudeste e Amazonica (SILVA, 2018).

2.2 Ciclo Evolutivo e Transmisséo da Leishmaniose Visceral

Essa doenca é causada por um protozoario heterogénico, intracelular
obrigatorio, que infecta as células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) de
mamiferos suscetiveis, principalmente do baco, figado, linfonodo e medula éssea.
Os vetores sao insetos razoavelmente pequenos, medindo cerca de 2 a 3 mm de
comprimento. Sao facilmente reconheciveis ao voar em pequenos saltos podendo
sobrevoar até 1 quilometro (MAGALHAES, 2021; MARCONDES, 2022).

Os flebétomos séo facilmente adaptaveis ao ambiente, principalmente durante
a fase adulta, mas na fase larvaria desenvolvem-se em ambientes terrestres umidos
e ricos em matéria organica e de baixa incidéncia luminosa. O metabolismo do vetor
necessita de carboidratos como fonte energética e as fémeas alimentam-se também
de sangue para o desenvolvimento e nutricdo dos ovos (CALDERON-ANYOSA et
al., 2018).

O ciclo bioldgico dos vetores flebotomineos tém predominancia ao entardecer
e noturna. Na regido préxima a domicilios, tendem a ser encontrados principalmente
proximas a uma fonte de alimento. Durante o dia, os vetores ficam em repouso,
preferindo os lugares sombreados e umidos, protegidos do vento e de predadores
naturais. A leishmania adapta-se facilmente as regides proximas a domicilios e com
flutuacdo de temperaturas, podendo ser encontrada no interior dos domicilios e em
abrigos de animais domésticos. Observa-se que o periodo de maior transmisséo da
LV tende a ocorrer principalmente durante e logo apds a estacdo chuvosa, quando
h&a um aumento da densidade populacional do inseto (VASCONCELOS et al., 2022).

As fémeas sdo hematdfagas obrigatdrias, apresentam habitos ecléticos
podendo realizar o compartilhamento sanguineo em varias espécies de animais
vertebrados, inclusive em humanos. Em areas urbanas, o cdo domeéstico tende a
aparecer como a principal fonte de alimentacdo e apresenta uma longevidade
aproximadamente de 20 dias (AMARA et al., 2022).
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Ao realizar o repasto sanguineo no mamifero, a fémea infectada do
flebotomineo regurgita a forma promastigota metaciclica, que é fagocitada por
células do sistema imunoldgico, tais como neutréfilos e macréfagos. Embora a
leishmania seja fagocitada por essas células, a replicacdo do parasita ocorre
exclusivamente nos macréfagos. A internalizacdo das promastigotas nos
macréfagos se da pela ligagcdo com receptores de membrana especificos dessa
célula, resultando na formacédo de um fagossomo, que posteriormente se funde ao
lisossomo do macrofago. As promastigotas da leishmania possuem lipofosfoglicano,
um glicoconjugado que pode retardar a fusao entre o fagossomo e o lisossomo do
macréfago, possibilitando que as promastigotas se diferenciam em amastigotas,
uma forma ovoide e mais resistente aos mecanismos microbicidas dos macréfagos
(NEVES, 2016).

O aumento da concentracado do microrganismo dentro do macrofago, devido a
replicacdo por divisdo binaria, leva a lise da membrana celular desse fagécito. Com
isso, o parasita € liberado no meio extracelular, podendo infectar outras células
fagociticas e ndo fagociticas, como os fibroblastos. Esse processo de liberacéo das
amastigotas e infeccdo de novas células causa um parasitismo intenso no sistema
reticuloendotelial, invadindo principalmente 6rgdos como figado, baco e medula
O0ssea e resultando na cronicidade da doenca. Além disso, 0 parasita torna-se
disponivel para ser ingerido pelo vetor durante a picada (JARALLAH, 2023).

O sangue infectado € ingerido pelo vetor e no trato digestivo anterior ocorre o
rompimento dos macréfagos liberando os flagelados, que se reproduzem
rapidamente e diferenciam-se em promastigotas. As promastigotas transformam-se
em paramastigotas as quais migram e colonizam o eséfago e a faringe do vetor,
onde permanecem fixadas ao epitélio pelo flagelo, quando se diferenciam em formas
infectantes, as promastigotas metaciclica, podendo entdo reiniciar o ciclo de
infeccdo (NEVES, 2016).

2.3 Aspectos Clinicos e Imunoldgicos da Leishmaniose Visceral

A resposta imune inata acontece logo apds a entrada da Leishmania sp. no
organismo, através da interagdo com componentes do soro que ativam o sistema
complemento, coma opsonizagcdo e eliminacdo de aproximadamente 90% das
leishmanias inoculadas. Apesar desse processo ser eficaz na eliminacdo da

leishmania, esse parasito consegue criar mecanismos que possibilitam a sua evasao
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do processo de lise. Células sentinelas, macréfagos, mondcitos sdo alguns tipos de
células que realizam a fagocitose e secretam diversas citocinas e quimiocinas que
iniciam uma via complexa de sinalizacdo do sistema imune inato e adaptativo
(OLIVEIRA et al., 2021; COSTA-DA-SILVA et al., 2022).

O equilibrio din&mico entre citocinas pro-inflamatorias T helper (Th) - 1 e anti-
inflamatdrias Th2 é determinante na leishmaniose. Pacientes com uma resposta Thl
robusta tendem a apresentar menor gravidade da doenca, devido a capacidade
eficaz de eliminar os parasitos intracelulares. Em contrapartida, individuos com uma
resposta Th2 predominante sdo mais susceptiveis a progressédo da doenca, devido a
supressdo da imunidade celular através da supressdo da resposta Thl
(YADAGIRI et al., 2023).

A resposta Thl na LV é induzida principalmente pelo interferon-gama (IFN-y)
e pelas interleucinas IL-2, IL-12, IL-17 e IL-22 contribuem para a ativagdo e
manutencdo desse perfil de resposta que promove mecanismo de controle do
crescimento intracelular da leishmania induzido pelo padrdo através da atividade do
metabolismo mitocondrial com sintese de espécies reativas de oxigénio, como o
oxido nitrico (NO) (PASTORINO et al., 2002; SAMANT et al., 2021).

Além disso, o reconhecimento e identificacdo da leishmania pelos fagdcitos
através da interacdo entre os receptores de reconhecimento de patdgenos (PPRS)
com proteinas moleculares associadas ao patégeno (PAMPS) promove a ativacao
de fatores de transcricdo como NF-kB, CBP/P300 e DDIT3 sédo ativados para regular
a resposta inflamatoria através da ativacdo de genes que codificam mais citocinas
pré-inflamatérias e moléculas de adesao celular, amplificando a resposta imune local
(VIVIER, 2021).

Em contra partida, a progresséo da LV esta relacionada com a resposta Th2,
sendo esta uma caracterizada pela producao de citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-
13, que promovem uma resposta imune humoral que favorecer a sobrevivéncia do
parasita dentro do hospedeiro. As citocinas IL-4 e IL-13, por exemplo, podem induzir
a polarizacdo de macrofagos para o fendtipo M2, que é menos eficiente na
eliminacdo de Leishmania. Além disso, a IL-10 pode suprimir a resposta Thl e a
producéo de citocinas inflamatorias como IFN-y e TNF-q, essenciais para a ativagao
de macrofagos e a eliminacdo do parasita. Essa modulagdo imunoldgica cria um

ambiente favoravel para a persisténcia e proliferacdo do parasita, contribuindo para
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a cronicidade e severidade da leishmaniose visceral (DAYAKAR et al., 2019;
SAMANT et al., 2021).

2.4 Diagnéstico da Leishmaniose Visceral

A sintomatologia desta doenca tende a ser inespecifica, apresentando
episodios intermitentes de febre, anemia hemolitica, perda de peso progressiva e
sem motivos especificos e caquexia, observados tanto em humanos, quanto em
animais. Em humanos apresenta-se como uma doenca crbnica debilitante, de
sintomatologia aguda com presenca de febre associada a hepatoesplenomegalia
grave, emagrecimento progressivo, anemia, queda de cabelo, podendo ainda
apresentar manifestacdes intestinais e hemorragicas (VASCONCELOS, 2022).

O diagndstico parasitolégico confiavel € o método definitivo de demonstracao
do parasita obtido de material biolégico através de puncao hepatica, esplénica, de
medula 0ssea, de linfonodos, e bidpsia ou escarificagdo de pele (BRASIL, 2006).
Devido a possibilidade de reacdo cruzada com a Doenca de Chagas, é necessario
realizar uma avaliacdo epidemiolégica e clinica do animal ou humano infectado,
juntamente com os achados laboratoriais, para confirmar que se trata de
leishmaniose (TRONCARELLI, 2008).

Existem também os testes soroldgicos, que sdo mais rapidos e de menor
custo, sendo amplamente empregados. Eles incluem métodos como
imunocromatografia, que utiliza fitas reagentes e é muito utilizado devido a sua
praticidade. No entanto, € importante notar que, embora a imunocromatografia seja
um método eficiente, geralmente ndo € considerado o "padréo ouro" absoluto para o
diagnéstico, pois pode haver necessidade de confirmacdo com outros testes
(VASCONCELOS, 2022).

Também é realizada uma reagéo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), onde
é titulada a presenca da LV e seu resultado é interpretado como sugestivo a
presenca ou ndo da infeccdo, necessita de repeticdo para confirmacdo do
diagnéstico. Além dos citados acima, tem a ELISA, que €é um ensaio
imunoenzimatico, apesar de que o mesmo nao esta disponivel na rede publica de
saude; mas, algumas unidades de saude da rede privada utilizam kits de ELISA
registrados e comercializados no Brasil (VAN GRIENSVEN; DINO, 2019).

Além disso, testes de biologia molecular, como a PCR (rea¢do em cadeia da

polimerase), sao utilizados para detectar o material genético do parasita,
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aumentando a precisdo do diagnostico e permitindo a identificacdo rapida e
especifica da infeccdo (PRADELLA et al., 2022).

2.5 CXCL-12

Quimiocinas sdo pequenas e inuUmeras citocinas reguladoras que possuem
capacidade de controlar a movimentagdo de células imunes. Algumas quimiocinas
sao classificadas como moléculas de acao pro-inflamatorias e sua liberacao tende a
ser induzida durante uma resposta imune em um local de infeccédo, enquanto outras
séo consideradas homeostaticas e estdo envolvidas no controle da migracéo celular
durante o manejo de hemorragias, desenvolvimento ou a manutencao dos tecidos. A
importancia fisiolégica desses mediadores é resultado de sua particularidade e acao
especifica a cada regido e as variedades de quimiocinas induzem ao recrutamento
de subtipos bem definidos de leucécitos para o local de lesdo ou sinalizagédo
(PALOMINO, 2015).

As quimiocinas séo classificadas com base no primeiro residuo de cisteina.
As quimiocinas CC (B-quimiocinas) tém genes localizados no cromossomo 17 e
atuam majoritariamente em mondcitos, podendo influenciar na quimiotaxia de
basofilos, eosindfilos, linfocitos-T e células NK. As quimiocinas CXC (a-quimiocinas)
possuem um aminoacido entre as duas primeiras cisteinas e estdo localizadas no
cromossomo 4 e atuam principalmente na quimiotaxia de neutréfilos (OLIVEIRA,
2012).

A quimiocina CXCL12, também denominada Fator 1 derivado do estroma da
medula déssea (SDF1), € uma quimiocina de acdo pleiotropica e crucial em
processos fisiologicos como embriogénese, hematopoiese, angiogénese e
inflamacéo, pois ativa e induz a migracéo de células-tronco hematopoiéticas, células
endoteliais na maioria dos leucdcitos. Sua atividade é rigorosamente regulada por
diversos mecanismos. A CXCL12 desempenha suas fun¢gbes ao interagir com 0s
receptores CXCR4 e ACKRS3 e ao se ligar a glicosaminoglicanos nos tecidos e no
endotélio, faciltando a apresentagdo adequada aos leucécitos em transito
(JANSSENS; STRUYF; PROOST, 2017).

A CXCL12 é produzido ciclicamente em muitos orgéos, incluindo a medula
0ssea humana, sugerindo um papel importante para as interagbes CXCL12-CXCR4
em processos homeostaticos de estado insubstituivel, como o controle do

movimento e mobilizacdo de leucdcitos e a retencdo de células hematopoiéticas
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indiferenciadas e em maturagcdo na medula 6ssea, tanto em condi¢ces normais
quanto patologicas (SOARES, 2022).

A dimerizacdo de CXCL12 e seus receptores pode alterar a atividade de
sinalizacdo, como visto na sinergia com outras quimiocinas em ensaios de migracao
de leucécitos. Além disso, modificagbes pds-traducionais, como a remocao
proteolitica de aminoacidos terminais e a citrulinacdo ou nitracdo de residuos,
também regulam a atividade de CXCL12 (JANSSENS; STRUYF; PROOST, 2017).

Evidéncias indicam que a citocina CXCL12 é crucial na biologia do cancer,
influenciando crescimento, angiogénese, metastase e progressdo. Inicialmente
reconhecida como mediadora de doencgas inflamatérias, CXCL12 agora € vista como
uma ponte de comunicacao entre células tumorais e estromais, criando um ambiente
gue favorece o crescimento tumoral e a metastase. Superexpressa em varios tipos
de céncer, a CXCL12 promove a proliferacdo, migracdo e invasao das células
tumorais (GUO et al., 2016).

Em doencas infecciosas, como na infec¢ao por Litomosoides sigmodontis em
camundongos, a quimiocina CXCL12 pode ter comportamentos variados. Em
camundongos resistentes, a CXCL12 promove a eliminacdo do parasita, enquanto
nos suscetiveis, a baixa resposta de CXCL12 favorece a infeccdo (BOUCHERY et
al., 2012).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Avaliar os niveis séricos da CXCL12 nas diferentes formas e fases da
leishmaniose visceral.
3.2 Objetivos especificos

e Detectar a concentragdo sérica de CXCL12 em individuos com diferentes
formas clinicas da LV

¢ Quantificar os niveis de expressao de CXCL12 em diferentes fases da LV

e Investigar a correlagdo entre CXCL12 e marcadores inflamatorios,

hematolégicos e bioquimicos na LV
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Descricdo da Pesquisa e Aspectos Eticos

Esta pesquisa, do tipo caso-controle, foi realizada no Laboratério de
Imunologia e Biologia Molecular (LIBM) do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Sergipe (UFS), em Aracaju, Sergipe. A investigagdo faz parte de um
projeto maior intitulado “Interagdo entre os Agentes Infecciosos e Hospedeiros na
Patogénese da Leishmaniose Visceral’, ja aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFS (parecer n° 1.353.887; CAAE 51457115.7.0000.5546) (Anexo 1).

A pesquisa foi conduzida em conformidade com a Resolugdo N° 466, de 12
de dezembro de 2012, do Ministério da Salde, que estabelece diretrizes e normas
para pesquisas envolvendo seres humanos. Todos o0s participantes foram
informados sobre o carater voluntario da participacdo e o direito a autonomia. A
participacdo foi oficializada por meio da assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (ver Anexo 2).

Desenho do estudo

Grupo caso: pacientes Grupo controle: DTH+
com LV e controle endémico
> Coleta de sangue
periférico
Obtencéo do soro + » Sangue total
Dosagem: B
CXCL12, IFN-y, IL-10, IL-4, Quantificagéo:
IL-6, TNF-q, CXCLA1, leucécitos totais,
CXCL8, CCL3 e CCL4 neutrofilos, plaquetas,
hematocrito e hemoglobina.
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4.2 Obtencao das amostras e dos dados clinicos

Os participantes da pesquisa foram divididos em dois grupos:

e Grupo caso: composto por individuos com diagnostico positivo para
leishmaniose visceral e em internagédo no HU-UFS em diferentes fases da LV,
inicio sem tratamento (DO0), ap6s 30 dias de tratamento (D30) e ao final do
tratamento (D180).

e Grupo controle: composto por individuos que testaram positivo para o teste de
hipersensibilidade tardia de Montenegro (DTH+) e por controles endémicos
(C.E.). Foram considerados C.E. provenientes de regides residentes em areas
endémicas de leishmaniose, mas sem a doenca ativa.

Foram excluidas desta pesquisa pessoas que apresentavam uma ou mais
das seguintes condicdes: gestantes, para evitar qualquer risco adicional a saude
materna ou fetal decorrente dos procedimentos do estudo, individuos portadores do
virus da imunodeficiéncia humana (VIH), imunossuprimidos ou com hepatite,
portadores de algum tipo de diabetes, pois tais condicbes podem alterar
significativamente as respostas imunoldgicas e bioquimicas, distorcendo os dados
coletados.

4.3 Ensaios experimentais

O soro utilizado foi extraido de 4 mL de sangue periférico coletado em tubos
sem anticoagulante. Para separar o soro, a amostra de sangue foi centrifugada a
1.600g por 10 minutos a 24°C. O soro obtido foi estocado em a -80°C até seu uso
nos ensaios imunoldgicos.

Os ensaios para andlise das citocinas e quimiocinas foram realizados
utilizando a técnica de multiplex. Esta abordagem permite a quantificacdo simultanea
de multiplas proteinas em uma Unica amostra, oferecendo uma visao abrangente do
perfil inflamatério e imunolégico dos pacientes. Para garantir a precisdo e a
reprodutibilidade dos resultados, todos os procedimentos seguiram rigorosamente as
orientacdes fornecidas pelo fabricante do kit de multiplex utilizado (ProcartaPlex
Custom Assay Kit). Essas orientagcdes incluem a preparagcdo das amostras, a
configuracéo do equipamento e as condi¢des de incubacéo e leitura dos sinais.

Os dados bioquimicos e hematologicos, fundamentais para a avaliacéo clinica

dos pacientes com Leishmaniose Visceral, foram obtidos a partir dos prontuéarios
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médicos do HU-UFS. Estes dados incluem medi¢es de leucécitos totais, neutrofilos,
plaquetas, indice internacional normalizado (INR), ureia, creatinina, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), bilirrubina e albumina. A
coleta dessas informacdes clinicas e laboratoriais foi realizada por meio de uma
busca ativa nos registros dos pacientes internados.

Esta abordagem permitiu a integracdo de dados historicos e a avaliagcdo
continua do estado de saude dos pacientes ao longo do tratamento, proporcionando
uma visdo detalhada da evolucado clinica e ajudando a correlacionar os achados
laboratoriais. Entretanto, enfrentamos limitagcbes no acesso completo a todos os
dados, especialmente para casos que ocorreram antes da implementacdo do
sistema de prontuario eletrénico, o que dificultou a recuperacdo de informacdes

histéricas mais antigas e detalhadas.

4.4 Estatistica e escrita

Os dados coletados foram primeiramente organizados e tabulados utilizando
o programa Microsoft Office Excel, versao 2021. Posteriormente, a analise estatistica
foi conduzida com o software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego,
Califérnia, USA). Para a comparacdo de multiplos grupos de dados quantitativos, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, adequado para amostras independentes com
distribuicbes ndo paramétricas. Para comparacdes entre dois grupos especificos, o
teste foi seguido por comparacfes de pares apropriadas.

Adicionalmente, foi realizada a andlise de correlagdo de Spearman para
avaliar a relagdo entre variaveis, com o calculo do coeficiente de correlagdo Rho.
Este método é particularmente Gtil para medir a forca e a dire¢cdo da associacéo
entre duas variaveis ordinais ou néo lineares.

Os resultados das andlises foram considerados estatisticamente significantes
quando os valores de p foram inferiores a 0,05. Para todas as analises, foi adotado
um intervalo de confianca (IC) de 95%, garantindo que os resultados fossem
interpretados com um alto grau de confiabilidade.

A correcdo e melhora do texto foi realizada usando inteligéncia artificial por
meio do software ChatGPT-4 (Sao Francisco, Califérnia, EUA) com o comando

“corrigir escrita sem alterar o sentido”.
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5. RESULTADOS

Ao longo do tratamento, foi possivel observar uma variacdo significativa na
expressdo seérica de CXCL12. Inicialmente, no dia 0 (DO; n=40), os niveis de
CXCL12 estavam elevados, indicando uma expressdo mais alta dessa molécula no
inicio do tratamento. Conforme o tratamento progrediu, notou-se uma reducao
gradual nos niveis de CXCL12, com uma expressdo menor no dia 30 (D30; n=29) e
uma continuidade desse declinio até o dia 180 (D180; n=21). O ponto final em D180
€ especialmente relevante, pois € o momento em que 0 paciente € considerado
curado (Figura 1).

Figura 1: Comparacéo da expressao da CXCL12 ao longo do tratamento da LV (DO, D30 e D180)
com a expressdo em pacientes DTH+ e controles endémicos (C.E.). Os dados foram obtidos por
ensaio Multiplex. O grafico mostra a mediana, minima e maxima dos valores em cada grupo. Para

comparar as diferencas entre os grupos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, considerando o
valor de p < 0.005 significativo.
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Os dados revelam ainda que no grupo controle (DTH+ (n=35) e Controle

Endémico - C.E. (n=74)) a expressao de CXCL12 também foi menor em comparagao
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ao ponto inicial da infec¢cdo (DO), alinhando-se com os niveis observados nos
individuos ao final do tratamento.

A Figura 2 expressa as concentracdes de citocinas ao longo do tratamento
dos pacientes no DO, D30 e D180, além dos C.E. Essas citocinas ja sao descritas na
literatura por influenciar o processo de patogenicidade durante a infeccdo por

Leishmania sp.

Figura 2: Concentracdo sérica das citocinas IFN-y, IL-10, IL-4, IL-6 e TNF-a ao longo do tratamento
da LV (DO, D30 e D180) com os controles endémicos (C.E.). Os dados foram obtidos por ensaio
Multiplex. O grafico mostra a mediana, minima e maxima dos valores em cada grupo. Para comparar
as diferencas entre os grupos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, considerando o valor de p <

0.005 significativo.
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A andlise das quimiocinas CXCL1, CXCL8 e CCL4 (Figura 3) seguiu 0 mesmo
padrdo das citocinas, com maior expressdo no DO, seguindo em progressiva
diminuicdo até a cura no D180. Verifica-se que a expressdo da CXCL1 no D30 néo
teve diferenca significativa em relacdo ao DO e apesar de uma diferenca
estatisticamente significativa ter sido observada, a expressao da quimiocina CCL3

permaneceu linear durante todo o periodo de analise.
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Figura 3: Concentracdo sérica das quimiocinas CXCL1, CXCL8, CCL3 e CCL4 ao longo do
tratamento da LV (DO, D30 e D180) com os controles endémicos (C.E.). Os dados foram obtidos por
ensaio Multiplex. O grafico mostra a mediana, minima e maxima dos valores em cada grupo. Para
comparar as diferencas entre os grupos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, considerando o valor
de p = 0.005 significativo.
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A andlise da correlacdo das citocinas e quimiocinas foi realizada
considerando durante as fases da leishmaniose (Figura 4). Foi possivel observar
que as correlagbes foram majoritariamente positivas. As principais correlagdes
identificadas no grupo controle foram CXCL8 e IFN-y (forte e positiva), CCL4 e
CXCL12, TNF-a e IL-6, CXCL1 e CCL3 (moderada e positiva). Os resultados das
andlises do grupo controle apresentam a expressdo basais das moléculas
analisadas.

J4 no DO foram identificadas correlacdes entre CXCL8 e CCL4 (forte e
positiva), TNF-a e CXCL12, TNF-a e IL-4, CXCL1 e CXCL12 (moderadas e
positivas), CCL4 e CXCL12, IL-10 e IFN-y, CXCL1 e CCL2, CXCL8 e CCL4 e
CXCL1 e CCL4 (fracas e positivas). No D30 as principais correcdes foram: IL-4 e
IFN-y, IL-6 e CXCL12, IL-6 e IFN-y, IL-6 e IL-4 (fortes e positivas), IL-10 e IFN-y, IL-
10 e IL-4, TNF-a e IFN-y, TNF-a e IL-4, CXCL1 e IFN-y e CXCL1 e IL-4 (moderadas
e positivas).

J4 nos pacientes curados (D180) foi observado algumas correlacbes
positivas, como entre IL-10 e IFN-y (forte), CCL4 e CXCL12, IL-10 e IFN-y e CCL2 e
IL-10 (moderadas). Nesse grupo foi observada a Unica correlagdo negativa que se
apresentou de forma fraca entre CCL3 e IFN-y.

Algumas correlagdes se mantiveram presentes em mais de uma fase da
infeccdo, como a CCL4 e CXCL12, que se manteve com intensidade moderada nos
controles, DO e D180. As correlagbes TNF-a e a IL-6 e TNF-a e a CXCL12 estdo
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presente nos controles e no D30 e nos pacientes no DO e D30, respectivamente. Em
ambos 0s casos, as corregdes iniciam-se moderadas e caem para a intensidade
fraca.

Por fim, a interacdo IL-10 e IFN-y mostra-se de forma bastante interessante,
pois aparece nos dias 0, 30 e 180, e sua Iintensidade vai diminuindo

progressivamente ao longo do tratamento.

Figura 4: Correlacdo entre as citocinas IFN-y, IL-10, IL-4, IL-6, TNF-a e quimiocinas CXCL12,
CXCL1, CXCL8, CCL3 e CCL4 ao longo do tratamento da LV (DO, D30 e D180) com os controles

endémicos (C.E.) através do teste de correlacdo de Spearman.
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A andlise multivariada das citocinas e quimiocinas através da analise de
componentes principais (ACP) evidenciou que o PC1 é o componente principal com
maior peso (35,93%) em comparacdo ao PC2 (20,37%) e ambos explicam

aproximadamente 56,3% dos dados (Figura 5).

Figura 5: Analise multivariada das citocinas e quimiocinas no grupo controle, assim como nos
diferentes tempos da infeccéo foi realizada através da analise de componentes principais (ACP).
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Fonte: Autoria propria.

Observa-se na ACP que os pontos do grupo controle se encontram proximo
ao centro do gréafico e agrupados em relacdo aos demais grupos. As citocinas com
setas curtas, como a CCL2 e CCL3, estdao mais relacionadas a esse grupo. Por
outro lado, os pontos dos pacientes DO encontram-se dispersos no grafico,
condizente com a variabilidade de dados da condicao inicial da infec¢cdo. A CXCL12
apresenta uma longa seta direcionada ao PC2, colaborando para os achados de que
essas quimiocina influéncia significativamente a fase inicial da infec¢cdo, com
consequente reducdo até o D180. Nos controles, a CXCL12 com uma expressao
reduzida e estavel quando comparada com as demais fases da infecgéo.

Durante a analise dos parametros hematolégicos e bioquimicos, foi avaliada a
relacdo entre diversos componentes do sangue e biomarcadores inflamatorios, a fim

de compreender melhor as interacdes e possiveis impactos no estado de saude dos
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pacientes. Os parametros examinados incluiram a contagem de leucdcitos totais,
neutrofilos, plaquetas, indice internacional normalizado (INR), ureia, creatinina,
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), bilirrubina e
albumina. Cada um desses parametros oferece uma visédo sobre diferentes aspectos
da saude hematoldgica e metabdlica do paciente.

No entanto, a andlise ndo revelou correlagbes significativas entre a maioria
desses parametros e os niveis de CXCL12, sugerindo que, na amostra estudada, a
variacdo de CXCL12 néo esta diretamente associada com essas medidas
hematoldgicas e bioquimicas. Isso pode indicar que CXCL12 nd&o influencia
diretamente esses parametros ou que a influéncia € muito sutil para ser detectada
com a amostra disponivel.

A analise da relacéo entre a expressao de CXCL12 e os niveis de hematdcrito
e hemoglobina nos pacientes estudados foi realizada utilizando a correlagdo de

Spearman. A Figura 6 ilustra estas comparacoes, onde observamos uma tendéncia
inversa e moderada.

Figura 6: A andlise da relagdo entre a expressdo de CXCL12 com valores de hematdcrito e
hemoglobina nos pacientes de LV. Os dados foram obtidos a partir do ensaio hematoldgico

automatizado. Foi realizada a correlagdo de Spearman, considerou o valor de p < 0.005 significativo.
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Especificamente, a correlagdo entre CXCL12 e hematdcrito apresentou um
coeficiente de Spearman (Rho) de -0,48, enquanto a correlagcdo entre CXCL12 e
hemoglobina teve Rho=-0,53. Esses valores negativos indicam que, a medida que a
expressdo de CXCL12 aumenta, os niveis de hematdcrito e hemoglobina tendem a

diminuir. Esta relacdo inversa sugere que CXCL12 pode desempenhar um papel
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regulador na diminuicdo dos niveis de hematdcrito e hemoglobina, possivelmente

interferindo no equilibrio normal dessas moléculas no sangue.

6. DISCUSSAO

A quimiocina CXCL12 desempenha um papel fundamental em diversos
processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo embriogénese, hematopoiese e
inflamacéo. Ela é crucial pois ativa e induz a migracdo de células progenitoras e
tronco hematopoiéticos e a maioria dos leucécitos. Devido a sua importancia, a
atividade da CXCL12 é rigidamente regulada em varios niveis, garantindo que esses
processos ocorram de maneira controlada e eficiente. Essa regulacdo é essencial
para manter o equilibrio fisiolégico e responder adequadamente a condicbes
patologicas (JANSSENS; STRUYF; PROOST, 2018).

A CXCL12 é um alvo extensivamente estudado na oncologia devido ao seu
papel crucial como marcador progndstico, em paciente carcinoma seroso ovariano
primario a CXCL12 correlacionam-se com melhor sobrevida e menor recorréncia dos
tumores. Da mesma forma, em cancer de pulmédo de células ndo pequenas, baixa
expressao tumoral de CXCL12 esta associada a melhores resultados de sobrevida
(KOGUE et al., 2023; KOHN et al., 2023).

Neste trabalho, observou-se que o0s niveis de CXCL12 estavam
significativamente elevados no inicio do tratamento (D0), provavelmente refletindo
uma resposta inflamatéria aguda a infec¢do. Durante o tratamento, os niveis de
CXCL12 diminuiram progressivamente nos dias 30 e 180, indicando uma correlagéo
com a resolucdo da infeccdo e a recuperacao clinica. Ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os pacientes tratados e 0s controles, o que pode ser
explicado pela regulacédo imunoldgica adaptativa frente a presenca da leishmania.

Atualmente, ndo existem estudos que investiguem a CXCL12 em humanos
com leishmaniose visceral. No entanto, em modelo murino, foi relatado que a
quimiocina CXCL12 em conjunto com a CXCLS8, derivadas de células estromais,
atraem progenitores hematopoiéticos com potencial para se diferenciar em células
dendriticas (CD) reguladoras. No entanto, quando comparado com a CXCLS8, a

CXCL12 foi menos potente indicando, demonstrando mecanismos alternativos que
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controlam a atividade hematopoiética e que podem ser explorados por patdégenos
intracelulares (HOANG et al., 2010).

A CXCL8, assim como a CXCL1, CCL3, CCL4 e as citocinas IFN-y, IL-10, IL-
4, IL-6 e TNF-a estudadas apresentaram niveis elevados no inicio da infecgao,
refletindo uma resposta inflamatoria intensa. Com o avango do tratamento, esses
niveis diminuiram gradualmente, indicando uma modera¢do da resposta imune a
medida que a infeccéo foi controlada. No entanto, algumas particularidades foram
observadas, como o TNF-a mantendo niveis significativamente elevados até o D180,
sugerindo um papel continuo na recuperacdo e na manutencdo de uma resposta
imune vigilante e a CCL3 que nao apresentou variacdes significativas ao longo do
tempo, sugerindo que sua expressao pode ser regulada por mecanismos distintos e
nao diretamente envolvidos na resposta inflamatéria aguda.

O padrao observado de elevacao inicial e subsequente redugéo das citocinas
sdo caracteristicos de uma tempestade de citocinas, onde o organismo responde
agressivamente a infeccdo. Esse fendbmeno reflete a necessidade de um controle
inflamatorio inicial robusto, seguido por uma regulacdo que permita a recuperacao
clinica. A persisténcia de niveis elevados de algumas moléculas, como o TNF-q, até
o final do tratamento sugere que a resolugdo completa da tempestade de citocinas é
um processo prolongado, necessario para a manutencdo da homeostase
imunoldgica pos-infecgao.

Os achados dos estudos de Santos et al. (2016) e Santos-Oliveira et al.
(2020) indicam que pacientes com LV apresentam uma resposta imunoldgica
intensa, caracterizada por essa tempestade de citocinas. Ambos os estudos relatam
elevados niveis de diversas citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-
12, IL-17 e MIF), anti-inflamatérias (IL-4, IL-5 e IL-13), regulatéria (IL-10) e
quimiocinas (MCP e MIP-1B3). Além disso, foram observadas associagOes
significativas entre essas moléculas e condi¢bes clinicas como neutropenia e
trombocitopenia.

O estudo de Santos et al. (2016) destaca também que niveis elevados de IL-6
estdo fortemente relacionados com a mortalidade em pacientes com LV. Esses
resultados reforcam a complexa dinamica imunologica envolvida na LV, semelhante
aos padrdes encontrados em casos de sepse.

As correlagbes entre citocinas e quimiocinas foram predominantemente

positivas, indicando que essas moléculas tendem atuar de forma sinérgica ou que
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séo reguladas de maneira coordenada na resposta imune. No inicio da infec¢do &
possivel observar uma correlacdo positivas e moderada entre a CXCL12 e TNF-q,
indicando um possivel papel protetor da CXCL12 ao correlacionar-se com uma
citocina que esta associada a protecdo contra o desenvolvimento da leishmaniose
visceral.

Por outro lado, a correlagdo CCL4 e CXL12 € interessante pois esta presente
no grupo controle e nos pacientes do DO e D180. A associacdo dessas quimiocinas
também mostram-se importante na infecdo experimental por Trypanosoma cruzi,
pois juntas favorecem a alteracdo do microambiente do timo através de uma grande
alteracdo regulacdo da migracdo de timdcitos imaturos e modulacdo da resposta
realizada por células T (MENDES-DA-CRUZ et al., 2006). A CCL4 é uma quimiocina
gue na LV canina esta associada com o aumento do numero de macrofagos e
diminuicdo de células como linfécitos, eosindfilos e mastocitos. Esses achados ndo
sé se correlacionaram com a progressdo da doenca, como também estavam
associados com o aumento da carga parasitaria nos cdes estudados (MENEZES-
SOUZA et al., 2012).

Por fim, foi observado ainda que a correcéo positiva IL-10 e o IFN-y presente
durante todo o curso do tratamento da LV. Esse resultado é bastante interessante
pois vai de encontro ao descrito por Jesus e colaboradores (1998), ao destacar que
a IL-10 colabora para a progressao da LV promovendo a diminuindo a concentracéo
de IFN-y.

Esses achados corroboram para um possivel efeito dual da CXCL12, ao
atuando de forma sinérgica com moléculas associadas a cura e progressdo da
leishmaniose visceral. Além disso, nota-se que a atuacdo conjunta de moléculas
associada ao padrdo Thl e Th2 durante a infeccdo pode esta associada ao
rompimento dessa dicotomia de resposta da T helper e estabelecimento de uma
resposta mista como no evento da tempestade de citocinas.

A andlise dos parametros hematolégicos e bioquimicos nao revelou
correlagdes significativas com os niveis de CXCL12 na populacdo estudada,
indicando que CXCL12 pode néo influenciar diretamente esses marcadores durante
a infeccdo e tratamento. No entanto, observou-se uma relagédo inversa moderada
entre CXCL12 e os niveis de hematdcrito e hemoglobina. Essa correlagdo negativa
sugere que um aumento nos niveis de CXCL12 pode estar associado a diminuicdo

desses componentes sanguineos, potencialmente implicando um papel de CXCL12
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na regulacdo desses parametros durante estados de infeccdo, o que requer
investigagdo adicional para entender melhor suas implicagdes clinicas.

Na leishmaniose visceral, especialmente em casos graves e nao tratados, é
comum observar uma diminuicdo nos niveis de hemoglobina e hematdcrito. Isso
ocorre devido a destruicdo e disfuncao da eritropoese pela leishmania, uma vez que
0 parasita se aloja principalmente na medula 6ssea, onde é realizada a maior parte
do processo sintese de células sanguineas. O resultado desse intenso parasitismo &
uma anemia grave e baixo hematocrito, tornado esses sintomas marcadores clinicos
importantes da doencga (GOTO et al., 2016).

Trabalhos realizados em modelo canino com LV evidenciam que a CXCL12
esta altamente expressa no tecido esplénico, sendo associado com o homing e
acumulo de células plasmaticas para esse tecido, promovendo ruptura da polpa
branca do baco e interferindo na resposta imunoldgica a Leishmania e aumentando
o risco de coinfeccbes. Além disso, a plasmocitose por fatores como retencdo e
sobrevivéncia prolongada de células plasmaticas no baco foi observada e a
destruicdo da poupa branca esplénica foi associada a disproteinemia grave nos
animais estudados (O'HARE et al., 2016).

Os achados deste estudo tém implicagcdes importantes para a compreensao
da resposta imunoldégica e a gestdo clinica da LV. A dindmica da expressdo de
CXCL12 e das citocinas ao longo do tratamento pode ajudar a identificar
biomarcadores Uteis para monitorar a progressdo da doenca e a eficacia do
tratamento. Além disso, a auséncia de correlacdes significativas entre CXCL12 e a
maioria dos parametros hematoldgicos e bioquimicos sugere que esses marcadores
podem operar de forma independente.

Limitacdes incluiram dificuldades no acesso a dados completos de
prontuarios devido a transicao para um sistema eletrénico e o impacto potencial na
completude dos dados historicos. Além disso, o tamanho da amostra e a
variabilidade entre os pacientes podem ter influenciado os resultados, especialmente

nas analises sem correlagdes significativas.

7. CONCLUSAO

Esta pesquisa revelou que individuos com Leishmaniose Visceral (LV) ativa

apresentam niveis elevados da quimiocina CXCL12, os quais diminuem



31

progressivamente com o tratamento. Além disso, foi observada uma correlacéo
negativa entre CXCL12 e parametros hematolégicos hematdcrito e hemoglobina,
sugerindo um papel regulador dessa quimiocina na diminuicdo desses componentes
sanguineos. A andlise de outras citocinas e quimiocinas demonstrou padrées de
variacdo importantes que contribuem para a compreensao da resposta imunolégica
na LV. Esses resultados apontam para o potencial de CXCL12 como biomarcador na
monitorizacéo do tratamento da LV, destacando a importancia de estudos adicionais

para confirmar seu papel no desenvolvimento e tratamento da doenca.
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APENDICE

Apéndice 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
HOSPITAL UNIVERSITARIO

COMITE DE ETICA E PESQUISA
CAMPUS DA SAUDE PROF. JOAO CARDOSO NASCIMENTO JR.
Rua Claudio Batista s/n, Didatica V, Bairro Sanatorio
CEF: 49060-100  Aracaju/SE
Fone: (79) 3218-1805

E-mail: cephu@ufs.br

TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO

Nome do Projeto: Interacio entre os Agentes Infecciosos e Hospedeiros na Patogénese
da Leishmaniose Visceral

NOME DO PACIENTE:

N® do Projeto:

Investigador Principal: Roque Pacheco de Almeida, Hospital Universitirio da UFS,
Aracaju-Sergipe-Brasil.

Este documento explica um estudo de pesquisa e pede a sua penmissdo para ofa)
senhor(a) ou seu (sua) filho(a) participar desta pesquisa. Se o(a) senhor(a) for paimie ou
muardiio de uma crianga abaixo de 18 anos, que foi convidado a participar desta pesquisa,
a palavra “voceé” neste documento se refere ao sen filho, Ao final da explicagdo,
pediremos ao senhor(a) para assinar este documento, caso concorde em participar desta

pesquisa.



Convite e Objetivo:

WVoce estd sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo € identificar pessoas
que tem leishmaniose na medula dssea ou no baco para estudar a doenca chamada calazar
ou leishmaniose visceral. Apds lhe ser explicado o que contém neste documento, voce
pode perguntar tudo sobre a pesquisa a seu médico. Todos os pacientes com leishmaniose
visceral diagnosticados no Hospital Universitario serdo convidados a participar do estudo.
Caso decida participar do estudo. vocé sera solicitado a assinar este consentimento.

Aproximadamente 100 pessoas participardo deste estudo.

Participacio veluntaria:

Sua parficipacdo € voluntiria. Vocé pode se recusar a participar ou pode desistir da
parficipacdo no estudo a qualguer momento. Sua recusa em participar ou desistir de
parficipar do estudo nio afetara de modo algum qualquer tratamento que vocé estiver
recebendo no Hospital Universitario.

Finalidade do estudo: Este estudo visa defernunar se o estudo da resposta inmne do
paciente ao parasita e identificar fatores envolvidos na resisténcia de alguns pacientes ao
tratamento com antimonial (Glucantime®) ou anfotericina B.

Procedimentos: Caso vocé aceite participar do estudo, um questionario sera feito para
saber onde vocé mora, sua ocupacdo e seus habifos. Um médico o examinara para ver as
caracteristicas de sua doenca. Vocé realizara os exames que ja sio utilizados de rotina
para o diagnostico da doenca, como exame de sangue (sorologico). teste cutineo e
aspiracdo da medula ossea e'ou bago com seringa e agulha para cultura do parasito gue
causa a doenca. Além disso. seu sangue sera utilizada para avaliara a resposta imune
frente a antigenos do parasite, avaliar se o parasita isolado da medulla ossea resistente aos
medicamentos ou ao oxido nitrico e tambem sevenciar RNADNA de suas células a fim
de identificar possiveis marcadores genéticos que sdo responaveis pelo surgimeto da
doenca. A participagdo nesta pesquisa ndo impede voce de participar de outra pesquisa,
contanto que ndo nmde o tratamento que vai receber.



Confidencialidade: Qualquer informacio obtida durante este estudo sera confidencial,
sendo apenas compartilhada com outros membros da equipe médica do Comité de Etica
do Hospital Universitario. Embora os resultados obtidos neste estudo sejam publicados,
ndo havera na apresentacio destes resultados meios que possam identificar os
parficipantes. Suas fichas clinicas e os resultados de seus exames poderdo ser também
vistos pelo Comité de Etica do Hospital Universitario. Fotos suas poderio ser mostradas
em publico sem identificar vocé e protegendo partes infimas.

Anilise de riscos e beneficios: Todos os exames coletados s3o partes da rotina vtilizada
para o diagnoéstico de Leishmaniose. os quais vocé faria mesmo se nio participasse do
estudo. exceto o sangue obtido ao mesmo momento que serd utilizado para os estudos da
resposta immme, porém nio trara novos riscos para voce como os previstos para retirada
de sangue em rofina normal A refirada de sangue pode causar dor no local da puncio
com a agulha e raramente pode ocorrer sangramento ou formacio de hematoma. O exame
da medula dssea € também de rotina e nio causam riscos iminentes. Porém. ocorrendo
complicagfes, os médicos do projeto e do Hospital cuidardo de vocé. Apos o diagnostico
da doenca, vocé sera fratado com antimonio (Glucantime®) Este tratamento sera
acompanhado no Hospital Universitario.

Retorno de beneficio para o sujeito e para a sociedade: O melhor conhecimento sobre
o tratamento da leishmaniose visceral e da resposta imune poderdao contribuir no futuro
para medidas de controle da doenca.

Custos: Vocé nio tera custos com a partticipacio no estudo e caso necessite de
tratamento para leishmaniose, a medicacio lhe sera fornecida gratuitamente. Vocé ndo
recebera nenhum pagamento para participar desta pesquisa. Poderemos apenas contribuir
com o seu transporte para comparecer as visitas no ambulatorio apos a alta do hospital

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicagio
relacionada aos procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Rogue
Pacheco de Almeida (Tel.: (7M98823-7244). Caso vocé queira saber alguma coisa sobre
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Apéndice 2: Parecer Comité de Etica em Pesquisa - CEP.

HOSPITAL pNIVERSITARIO DE
ARACAJU/ UNIVERSIDADE W
FEDERAL DE SERGIPE/ HU-
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Interacdo entre os Agentes Infecciosos e Hospedeiros na Patogénese da Leishmaniose
Visceral
Pesquisador: Roque Pacheco de Almeida
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 51457115.7.0000.5546

Instituigao Proponente: FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.353.887

Apresentagao do Projeto:
O Projeto pretende estudar a Patogénese da Leishmaniose Visceral com a hipotese de que diferencas
genéticas e/ou fenotipicas do parasito estdo relacionadas com a evolug@o clinica e a resposta terapéutica.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliagéo de fatores do parasito e do hospedeiro envolvidos na patogénese das Leishmanioses.

Objetivo Secundario:

1.Avaliar caracteristicas fenotipicas e genotipicas do parasito de diferentes isolados de leishmanias e
associar a patogénese da doenca. Avaliar a regulagdo de macrofagos humanos na infecgdo por diferentes
isolados de L. chagasi através do indice de infec¢do e da produgdo de citocinas.

2.Investigar a susceptibilidade ao dxido nitrico em cepas de L. chagasi, isoladas de pacientes com LV.
3.Determinar a susceptibilidade ao antimonial em cepas de L. chagasi, isoladas de pacientes com LV.

4. Avaliar a expressdo dos genes da cis-aconitase, GAPDH, 6PGDH e MRPA assim como determinar o
numero de copias destes genes presentes no genoma dos isolados.

Enderego: Rua Claudio Batista s/in®

Bairro: Sanatorio CEP: 40.080-110
UF: SE Municipio: ARACAJU
Telefone: (70)2105-1805 E-mail: cephu@ufs.br
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ARACAJU/ UNIVERSIDADE  SGREBrA -
FEDERAL DE SERGIPE/ HU-
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5.Identificar proteinas com padrdo de expressdo diferenciado entre os isolados resistentes e sensiveis ao
NO

6.Avaliar o efeito do NO sobre aspectos morfofisiologicos e ultraestruturais de promastigotas de L.

amazonensis e L. chagasi

7 .Avaliar aspectos do hospedeiro associados a gravidade clinica e resposta terapéutica na LV.
8.Acompanhar a resposta imune da LV humana antes e apos o tratamento, através da dosagem de
citocinas e utiliza-la como marcador de evolugdo clinica.

9.Avaliar o papel da IL-17 e IL-22 na infecgdo por L. chagasi utilizando modelos experimentais

10.Realizar sequenciamento do RNA/DNA para identificar possiveis genes associados & patogénese da
doenga.

11.Avaliar a indugdo de NETs nos humanos com leishmaniose visceral apos estimulo do neutréfilo com
promastigotas de Leishmania infantum;

12.Comparar a indugdo de NETs nos humanos suadaveis, apds o tratamento da LV e individuos DTH+.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os pacientes ndo serdo submetidos a riscos adicionais aos que se submetem na rotina habitual de coleta de
sangue e punc¢do de medula. A pesquisa apresenta como beneficio indireto aos participantes a colaboracdo
na ampliagdo dos conhecimento sobre a patogénese da leishmaniose visceral humana o que podera
contribuir para novos tratamentos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Nesse projeto serdo propostos os seguintes grupos experimentais: Humanos 1- Individuos saudaveis, 2-
Pacientes tratados para LV, 3- Individuos DTH positivo, com clinica classica da doenca, confirmado por
sorologia, rK39 e/ou isolamento do parasita por pung¢@o aspirativa da medula 6ssea. Pretende-se nessa
proposta correlacionar os marcadores moleculares da resposta imune e dos eventos iniciais da infecgdo in
vitro de macréfagos do hospedeiro, ao longo do tratamento, com a gravidade clinica da LV. Também serdo
avaliados: o papel de células Th17 na infec¢do experimental por L. chagasi, € os mecanismos
desencadeados que possam levar a diferenciagdo dessas

subpopulagdes celulares, e possiveis genes envolvidos na génese da patologia.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:
Termos obrigatdrios apresentados de acordo com a RES. 466-12.

Enderego: Rua Claudio Batista sin®
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Contnuagdo do Parecer: 1.353.887

Recomendagoes:

Néo se aplicam.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Néo se aplicam.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

' i Sk A

Este parecer foi elaborado b do nos d ) T
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagd
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 30/11/2015 Aceitc
do Projeto ROJETO_635771.pdf 14:37:46
TCLE / Temmos de | TCLE_2016 . pdf 30/11/2015 |Roque Pacheco de Aceitc
Assentimento / 14:36:51 |Almeida
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |ROQUE_ALMEIDA_16.pdf 30/11/2015 |Roque Pacheco de Aceitc
Brochura 14:36:39 |Almeida
Investigador
Folha de Rosto FR_Roque_Almeida_pdf 30/11/2015 |Roque Pacheco de Aceitc
14:24:53 | Aimeida

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo
ARACAJU, 07 de Dezembro de 2015

Assinado por:
Anita Herminia Oliveira Souza
(Coordenador)
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