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RESUMO

Aspectos epidemiologicos da leishmaniose visceral em Sergipe e liberacio de redes
extracelulares de neutrofilos em caes e humanos na infeccio por Leishmania infantum.
Roseane Nunes de Santana Campos. Aracaju-SE, 2016.

A Leishmaniose Visceral (LV) ¢ uma doenga infecciosa grave e estd em crescente expansao
geografica e urbanizagdo. Os padrdes de transmissdo da doencga sdo alterados devido as agoes
antropicas. O cdo ¢ considerado o principal reservatorio do parasito. O desenvolvimento da
doenga depende em parte do sistema imune do hospedeiro. Os neutréfilos sdo considerados a
primeira linha de defesa do organismo contra agentes patogénicos e importantes no controle da
LV. Estas células tém um mecanismo adicional para eliminar microorganismos que ocorre com
a liberagdo de redes extracelulares (Neutrophil Extracelular Traps -NETs). Este trabalho teve
dois objetivos gerais, sendo o primeiro um estudo epidemioldégico da LV em Sergipe e o
segundo a avaliagdo da formag¢do de NETs em neutréfilos de humanos e cdes com LV
estimulados com L. infantum, assim essa tese foi dividida em capitulos, para melhor
compreensdo. Na avaliagdo epidemiologica foram utilizados dados do SINAN e inquéritos
sorologicos caninos do Zoonoses de Aracaju-SE. Foirealizada uma anélise descritiva dos dados
e construcdo de mapas de distribuicdo da doenga. Em Sergipe e Aracaju de 2008 a 2014 o
coeficiente de incidéncia em humanos com LV aumentou e o percentual de cies infectados
dobrou na capital. A porcentagem de casos positivos para LV humana por sexo, de acordo com
a faixa etaria do paciente, mostrou que acima de 15 anos a doenga acomete mais 0 sexo
masculino. A andlise de distribuicdo espacial permitiu visualizar areas da cidade com maior
concentragdo de LV humana e canina. Os bairros situados em areas com situagdo econdomica
desfavoravel ou em zonas de expansdo foram os que apresentaram maior incidéncia da doenca
em humanos e cdes. Os resultados demonstram que apresenta carater endémico para a LV
humana e canina. Com a finalidade de avaliar a formacdo de NETs foram utilizados grupos
humanos: Controle; Tratados LV e DTH positivos. Os caes foram divididos em: Controle;
Assintomaticos e sintomaticos. Foram isolados neutrofilos de pacientes com LV do Hospital
Universitario/UFS e de caes diagnosticados com LV pelo Zoonoses foram incubadas, com e
sem estimulo do parasito e NETs medidas no sobrenadante das culturas apds 90 minutos. A
Carga parasitaria determinada apds 24 e 48 horas de interacdo com neutréfilos tratados, através
da técnica de diluicdo limitante. Na avaliacdo da indu¢do de NETSs, os neutréfilos de humanos
e caes com LV liberam maior quantidade de NETs quando estimulados com L. infantum.
Quando comparado entre os grupos individuos DTH positivos liberam menor quantidade de
NETs estimulados ou ndo com o parasito. Em 24 e 48 horas individuos tratados com LV
apresentam maior carga parasitaria € os DTH positivos demonstraram menor quantidade do
parasito do que os outros grupos testados. Os cdes com sinais de LV liberam maior quantidade
de NETs quando estimulados com L. infantum e apresentam maior carga parasitaria apos 48
horas. Observa-se que a liberagdo de NETs e o controle da carga parasitaria através dos
neutrofilos variam de acordo com a forma clinica da LV, em humanos € caes.

Descritores: Leishmaniose visceral; Perfil epidemiolégico; Canis familiaris; Armadilhas

extracelulares.



ABSTRACT

Epidemiological aspects of visceral leishmaniasis in Sergipe and release of extracellular
networks of neutrophils in dogs and humans on infection with Leishmania infantum.
Roseane Nunes de Santana Campos. Aracaju- SE, 2016.

Visceral Leishmaniasis (VL) is a serious infectious disease and is increasing geographical
expansion and urbanization. patterns of transmission of the disease are altered due to human
actions. The dog is considered the main reservoir of the parasite. The development of the
disease depends in part on the host immune system. Neutrophils are considered the first line of
defense against pathogens and important agents in the control of LV. These cells have an
additional mechanism to eliminate microorganisms that occur with the release of extracellular
networks (Neutrophil Extracellular Traps -NETs). This work has two overall objectives, the
first being an epidemiological study of LV in Sergipe and the second evaluation of NETs
formation in human neutrophils and dogs with LV stimulated with L. infantum, so this thesis
was divided into chapters, for better understanding. Epidemiological evaluation were used
SINAN data and serosurveys canines Zoonosis Aracaju-SE. A descriptive analysis of the data
and construction of distribution maps of disease was performed. Sergipe Aracaju and from 2008
to 2014 the incidence rate in humans with LV increased and the percentage of infected dogs
has doubled in the capital. The percentage of cases positive for human VL by sex, according to
the age of the patient group, showed that over 15 years the disease affects more males. The
spatial distribution analysis allowed to view areas of the city with the highest concentration of
human and canine VL. The neighborhoods located in poor areas or growing areas were those
with the highest incidence of the disease in humans and dogs. The results show that presents
endemicity for human and canine VL. In order to evaluate the formation of NETs were used
human groups: Control; LV treated and positive DTH. The dogs were divided into control;
Asymptomatic and symptomatic. Neutrophils were isolated from patients with LV University
Hospital / UFS and dogs diagnosed with VT by Zoonoses were incubated with and without
stimulation of parasite and NETs measures in the supernatant of the cultures after 90 minutes.
The parasitic load determined after 24 and 48 hours of interaction with neutrophils treated by
the limiting dilution technique. In the evaluation of NETs induction of human neutrophils and
release dogs with LV greater amount of NETs when stimulated with L. infantum. When
compared between the groups individuals positive DTH release fewer NETs stimulated or not
with the parasite. At 24 and 48 hours LV treated subjects have a higher parasite load and showed
positive DTH fewer parasite than the other groups tested. Dogs with LV release signals greater
amount of NETs when stimulated with L. infantum and have higher parasitic load after 48 hours.
It is observed that the release of NETs and control of parasitic load by neutrophils varies
according to the clinical form of the LV, in humans and dogs.

Key words: Visceral leishmaniasis, epidemiological profile; Canis familiaris; Extracellular
Traps.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

BOD  Biochemical Oxygen Demand (Incubadora para demanda bioquimica de
oxigénio)

CCZ  Centro de Controle de Zoonoses

CD Células dendriticas

DTH  Delayed Type Hypersensitivity (Hipersensibilidade tardia)

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Ensaio de imunoabsorc¢ao enzimatica)
FELV  Virus da Leucemia Felina

HU Hospital Universitario

IFI Imunofluorescéncia indireta

IL Interleucina

INF-y  Interferon gama

LV Leishmaniose Visceral

LVC Leishmaniose Visceral Canina

NET Neutrophil Extracelular Traps — Redes extracelulares de neutrofilos
NK Natural killer

NNN  Novy-MacNeal-Nicolle médium (meio de cultura)

PAMPS Padrdes Moleculares Associados a Patogenos

rcf Forca centrifuga relativa

SIG Sistema de Informacao Geografica

SINAN Sistema de Notificagdo de Agravos de Notificacao

SRD Sem Raga Definida

Thl Linfocitos T helper tipo 1

Th2 Linfécitos T helper tipo 2

TNF-a

Fator de Necrose Tumoral Alfa
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1. INTRODUCAO

Com este trabalho propdem-se uma avaliacdo epidemiologica da LV em Sergipe e
municipio de Aracaju e andlise da formagdo de redes extracelulares de neutrofilos (NETs) em
humanos e caes com LV provenientes do estado de Sergipe. Assim a tese serd dividida em trés
capitulos. O primeiro capitulo ¢ composto pela introducdo e revisdo de literatura sobre o
assunto, no segundo descrito a epidemiologia da LV em Sergipe e Aracaju e no terceiro capitulo
da tese avaliado como serd a liberagdo de NETs e o controle do parasito por neutrofilos de
humanos e cdes com leishmaniose visceral.

A Leishmaniose visceral (LV) nas Américas ¢ uma zoonose causada pelo protozoario
Leishmania infantum (syn. L. chagasi) (1-4). E transmitida através do repasto sanguineo por
fémeas de flebotomos do género Lutzomia spp. Apresenta uma alta mortalidade, se ndo tratada
precocemente (5,6) Esta ¢ uma patologia de grande importancia para satde publica no Brasil
(3,7).

A LV ¢ considerada uma doenca reemergente, devido a alteragdes no ciclo
epidemiologico da doenca. Estudos tém demonstrado aumento da incidéncia em areas nio
tradicionalmente endémicas. Véarios fatores epidemiologicos podem explicar este fato: areas
periurbanas de ocupacdo recente, urbaniza¢do inadequada, processo de migra¢do constante,
desmatamento acentuado e a invasdo de florestas residuais com adaptacao dos fleb6tomos a
esses locais (8,9)

Em 2014, segundo dados do Ministério da saude, a regido Nordeste foi a que apresentou
maior quantidade de casos novos de leishmaniose, sendo 2.022 casos. Neste mesmo ano o
Estado de Sergipe notificou 61 casos novos de LV, sendo a capital Aracaju responsavel pela
maior parte do nimero de casos da doenga, tendo 31 casos da doenga notificados e confirmados
(10).

Com o processo de urbanizagdo da doenga, o cdo (Sub-espécie: Canis lupus familiaris)
¢ considerado o reservatorio mais importante do parasito (11,12), pois sdo altamente suscetiveis
a infeccdo, apresentam intenso parasitismo na pele e sdo animais que convivem muito proximo
aos seres humanos (13). Estudos epidemiolégicos mostraram que os casos de LV em caes
ocorrem antes dos casos humanos (14), estes animais desempenham um papel fundamental na
introdugdo da leishmaniose em novas areas (15,16).

A leishmaniose poderd se apresentar nas formas: assintomaticas e sintomaticas em
humanos e caes (17). Segundo (3,18) para eliminacdo efetiva do protozoario no hospedeiro

vertebrado existe uma acdo coordenada do sistema imunologico, aspectos genéticos do
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individuo acometido e dos mecanismos de evasdo do parasito. Assim o estabelecimento da
doenga sera parcialmente decidido pela resposta imune do hospedeiro. Sendo componentes
importantes para o controle da Leishmania a imunidade inata e adaptativa do individuo
infectado.

Os neutrofilos sdo as primeiras células que chegam ao local da injaria provocada pelo
repasto sanguineo do flebotomo. O principal objetivo destas células é reparar os danos
teciduais, sendo também capaz de fagocitar os parasitos inoculados pelo inseto vetor (19). No
sistema imune os neutréfilos apresentam vérias fungdes como capacidade de influenciar a
resposta imune inata e adaptativa e producdo de um grande niimero de citocinas e quimiocinas
(20). De modo geral, estes granuldcitos tentam eliminar os microorganismos por fagocitose,
degranulagdo (21) e por um novo mecanismo microbicida como a liberacdo de redes
extracelulares dos neutrofilos (NETs) (22).

As NETSs sdo estruturas complexas compostas por “filamentos” de aproximadamente
15 nm de didmetro, formados por DNA, histonas e proteinas granulares (22-24). Estes
componentes atribuem as NETS uma capacidade de degradar muitos fatores de viruléncia dos
patogenos (22). Essas redes sdo capazes de se ligar as bactérias, fungos, protozoarios e também
estdo em grande quantidade em locais de inflamagao (22,25,26).

O mecanismo microbicida de liberacdo das NETs denominado de NETose, foi
demonstrado por (22) e descrito na presenca de bactérias como Staphylococcus aureus (27), na
inflamacao (23), mastite bovina ocasionada por Escherichia coli (28) como mecanismo de
resisténcia para aves (29), em peixes (30), em gatos quando portadores do virus da leucemia
felina (31) e recentemente em caes com anemia hemolitica imunomediada ((32).

Guimaraes-costa et al., 2009 demonstraram que promastigotas de Leishmania
amazonensis induzem a formag¢ao de redes extracelular de neutrofilos (NETs) e sdo mortas por
estas redes.

Este trabalho apresenta uma importancia para a LV no Brasil e no mundo, j& que
estudaremos a epidemiologia da doenga em Aracaju e Sergipe, sendo relevante informar que o
estado e municipio j4 sdo considerados endémicos para esta patologia e que estudos
imunologicos com humanos e caes em areas afetadas por LV sdo necessarios para obtencao de
resultados explicando quais mecanismos celulares os individuos nao afetados pela doenga

utilizam para adquirir resisténcia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da leishmaniose visceral

As doengas parasitarias afetam de forma consideravel a populacio mundial e dentre
elas, as leishmanioses tém um grande impacto na saude publica (33). A leishmaniose ¢ uma
doenga tropical negligenciada (3,7,34).

As leishmanioses s3o causadas por protozoarios pertencentes ao género Leishmania, a
familia Tripanossomatidae e a ordem Kinetoplastida, sendo transmitidas ao homem através da
picada de insetos flebotomineos infectados (3,4,35).

A leishmaniose visceral (LV) tem como agente etiolégico causador da doenga no Brasil
a espécie Leishmania infantum e o vetor encontrado com maior frequéncia o flebotomineo
Lutzomyia longipalpis (33,36,37).

Os fleb6tomos vivem em ambientes variados, as formas imaturas se desenvolvem em
ambientes terrestres umidos, ricos em matéria organica e de baixa incidéncia luminosa, os
adultos apresentam atividade crepuscular e noturna e as f€émeas necessitam realizar repasto
sanguineo para maturagdo ovariana (38) Estes insetos se adaptaram ao ambiente domiciliar e
peridomiciliar, tornando-se o mais importante vetor da leishmaniose visceral nas Américas,
sendo sua presenga considerada um elemento essencial na cadeia de transmissdo da doenca
(39).

Humanos sdo os reservatorios para LV na India e em partes da Africa. Na Américas
Latina esta doenga € zoonotica e os parasitos sdo transmitidos para humanos pela picada de um
flebotomineo que se alimentou de sangue de mamiferos domésticos (cdo doméstico) ou

selvagens (raposas, marsupiais) infectados (40).

2.2 Ciclo biologico da Leishmania

A Leishmania apresenta ciclo bioldgico heteroxénico, alternando-se entre um
hospedeiro invertebrado e um vertebrado. Sdo microorganismos intracelulares obrigatdrios,
com uma forma aflagelada tissular amastigota que se multiplica em fagossomos de macrofagos
de hospedeiros mamiferos e uma forma flagelada denominada promastigota (41).

LV ¢ uma enfermidade metaxénica, na qual o agente passa por transformagdes no

organismo do vetor, neste caso o flebotomineo (37).
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O ciclo biologico da LV inicia quando uma fémea de flebotomineo, que ao realizar o
repasto sanguineo, em um animal infectado, ingere as formas amastigotas presentes nos
macrofagos do hospedeiro vertebrado (42). No interior do trato digestivo do flebotomo, a forma
amastigota do protozoario evolui para a forma flagelar denominada promastigota. No
hospedeiro invertebrado estas formas promastigotas se diferenciam em formas infectantes,
promastigotas metaciclicas. Assim, o ciclo da Leishmania no inseto se completa em torno de
sete dias (43).

A transmissdo ocorre para o0 homem e para os hospedeiros mamiferos durante o repasto
sanguineo das fémeas desses insetos quando infectadas. O Lutzomia regurgita formas
promastigotas metaciclica na derme dos hospedeiros vertebrados. Apos inoculagdo, estas
formas sdo fagocitadas por neutréfilos e macréfagos da pele. No interior dos macréfagos se
modificam para formas aflagelados e ovoides conhecidas como amastigotas (44).

As amastigotas multiplicam-se intensamente até o rompimento dos macrofagos. O
processo ininterrupto de divisdo das amastigotas determina o aumento de parasitos dentro dos
macrofagos, até que esses sejam lisados, com liberagdo das amastigotas que infectardo novas
células. Desta forma, as amastigostas sdo liberadas das células e fagocitadas por novos
macréfagos num processo continuo, ocorrendo entdo a disseminag@o para outros tecidos ricos
em cé¢lulas do sistema mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea
Além disso, podem ser ingeridas durante novo repasto sanguineo da fémea do flebotomineo,

reiniciando o ciclo (44).

2.3Reservatorios

A LV ¢ considerada zoonotica no Brasil (45). Para esta doenca existem hospedeiros
vertebrados naturais que sdo os mamiferos das ordens: Edentata (tatus, preguicas), Carnivora
(caes, gatos), Rodentia (ratos), Primatas (humanos, macacos), Marsupialia (gambas) e
Perissodactyla (cavalos) (40,46).

A alta ocorréncia da infec¢do tem sido relatada em cachorro do mato, gambas, gato
doméstico, rato preto e ja foi confirmado que estes animais podem infectar flebotomos, porém
para afirmar que estas espécies podem transmitir a LV e sdo reservatorios da doencga, sdo
necessarios mais estudos (43).

Tunon et al.,, 2015 demonstraram que os macrofagos da espécie Cerdocyon. thous,
conhecida popularmente como cachorro-do-mato controlam rapidamente a infec¢do por

Leishmania quando comparado a caes. Assim € provavel que estes animais selvagens ndo sejam
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importantes na manutengdo da transmissdo do parasito para o fleb6tomo e ndo participem tao
efetivamente do ciclo epidemioldgico da doenca como o cao doméstico.

Com o crescente processo de urbanizacdo, os animais domésticos tém assumido um
importante papel como reservatorio da infecg¢@o no ciclo de transmissao da leishmaniose. Caes
sdo encontrados naturalmente infectados por diferentes espécies de Leishmania e tem sido
apontado como o principal reservatorio de L. infantum na China, na bacia do Mediterraneo e
nas Américas (46,48). No Brasil, o cdo também ¢ considerado o principal reservatorio
doméstico da leishmaniose visceral (49).

Os caes infectados desempenham um papel fundamental na transmissdo da LV aos seres
humanos, ja que a doenga nos caes precede a dos humanos e consequentemente colaboram para
a disseminac¢do da LV (50). Este animal doméstico € altamente susceptivel a infeccao, apresenta
intenso parasitismo cutaneo e possuem uma estreita relagdo com o homem, tanto em areas rurais
como urbanas (11,51,52). A alta taxa reprodutiva dos caes, juntamente com o crescente
abandono destes animais, a maior adaptacdo e dispersdo do vetor ao ambiente urbano,

proporcionam condi¢des para que ocorra uma epidemia desta doenga (9,53).

2.4 Aspectos epidemioldogicos

A LV apresenta quadros graves de endemias e epidemias, havendo uma propagacdo da
doenga por varios estados do Brasil que antes ndo possuiam casos notificados de pessoas e
animais (3). A distribuicdo geografica da LV possui intima relagdo com movimentos
populacionais, disponibilidade de reservatorios, modificacdes ambientais baixa condigdo
economica ¢ distribuigdo do vetor (9).

Esta doenca tem demonstrando um nitido processo de transicdo epidemioldgica,
apresentando incidéncia crescente nos Ultimos anos nas 4reas onde ndo ocorria
tradicionalmente. Encontra-se em franca expansdo e em processo crescente de urbanizagao,
devido agdes antropicas que resultaram em alteragcdes ambientais e paisagisticas, como
processo de urbanizagdo desordenada e a alta densidade populacional(54).

Um total de 98 paises nos 5 continentes sdo endémicos para leishmaniose. Foi reportado
58.000 casos por ano de LV no mundo, sendo que mais de 90% dos casos de LV ocorrem em
seis paises: India, Bangladesh, Suddo, Suddo do sul, Etiopia e Brasil (35). O Brasil é
responsavel por mais de 90% de leishmaniose visceral nas américas (55), entre os anos de 2009

a 2013 apresentou uma incidéncia média de mais de 3.000 novos casos por ano, sendo a regiao
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nordeste responsavel por mais de 2.000 casos (56). A LV esta apresentando uma expansao das
areas rurais para as urbanas em muitas regides do Brasil (57).

Em Teresina foi identificado a primeira epidemia urbana de LV com mais de 1.000 casos
humanos notificados entre 1981 e 1986 (58). A LV ¢ endémica em varias cidades do Nordeste,
em Sdo Luiz (MA) a taxa de incidéncia aumentou de 1,7 casos por 100.000 habitantes com LV
para 29,6 casos por 100.000 habitantes, do ano de 2007 para 2009 (59). No estado do Ceara
(CE) entre 2007 a 2011, foram notificados 598 casos da doenga (60), em Mossoro (RN) foram
notificados 206 humanos com LV de 2006 a 2012 (51),

A LV ¢ um problema de satide publica no municipio de Aracaju, com um coeficiente de
incidéncia elevada de casos humanos, alta taxa de mortalidade e distribuicdo generalizada em
varios ambientes da cidade (61). Casos humanos de LV sao notificados em Sergipe desde 1934
a doenga atinge todas as regides do Estado (62). No ano de 2014, Sergipe apresentou 61 casos
de humanos notificados com LV, sendo que desses casos 31 individuos residiam em Aracaju
(56).

Assim, o conhecimento das areas urbanas e socioambientais de regides afetadas por LV
¢ um importante pardmetro a ser considerado em estudos de epidemiologia da doenga (57).
Silva et al., 2005 afirmam que nas epidemias urbanas de LV, a preseng¢a de caes infectados tem
sido constantemente relatada.

Os caes infectados com Leishmaniose Visceral Canina (LVC) sdo importantes na
manutencdo da doenca, sendo a doenca nos cies considerada mais importante que a LV no
humano, pois estes animais sdo responsabilizados pela dispersdo da doenga. Além disso, a
realizacao de inquéritos soroldgicos caninos ¢ fundamental na detec¢ao de focos silenciosos da
leishmaniose e na delimitacdo de regides ou setores de maior ocorréncia da doenga (50,53,64).

Estudos epidemiologicos da LV servem para medir a frequéncia, descrever a
distribuicdo das doenga conforme fatores de risco e assim planejar servigos e programas de
saude (64). Dados ambientais, demograficos e estatisticos sobre a ecologia de LV podem
fornecer a base para o desenvolvimento de modelos de risco, preditivos espaciais € o sistema
de informagdo geografica (SIG) pode ser aplicado para mapeamento dos riscos e identificacdo
de areas endémicas da doenga (65).

Dessa forma, a demonstragao dos aspectos epidemiologicos e a analise espacial da LV
em Aracaju serdo importante para agdes futuras dos servigos de satude, centro de zoonoses do
municipio e como observagdo geral de locais importantes para reproducao de flebétomos e
assim obtencdo dos pardmetros comuns de dreas propicias para disseminagdo do parasito e da

doenga.
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2.4.1 Geoprocessamento

O termo geoprocessamento se refere a um conjunto de técnicas de processamento de
dados que retine ferramentas de digitalizagdo da informacgdo, cartografia automatizada,
metodologias, conversdo e gerenciamento de banco de dados, modelagem digital, localizacao,
processamento de imagens, estatisticas espaciais e informacdo geografica em uma base de
dados georreferenciada, a partir de programas computacionais (66).

O uso do geoprocessamento em conjunto com imagens de satélite sdo ferramentas
extremamente uteis porque permitem maior dinamismo na geragdo de informagdes, permitindo
maior produtividade, atualizacdo rdpida e versatilidade na manipulacao de dados (67) Essas
técnicas também tém sido utilizados em estudos epidemioldgicos de doencas endémicas
transmitidas por vetores, ou concentrando-se em determinar areas de risco de transmissdo a
distribuicdo espacial e temporal ou incidéncia da doenga (66,68).

O desenvolvimento de tecnologias de mapeamento digital abriu novos caminhos para
investigacdes epidemiologicas. Na saude publica, os mapas georreferenciados tém sido
utilizados, frequentemente, na avaliagdo minuciosa da saude populacional, pois permitem
observar a distribui¢do geografica da doenga (66).

Estudos sobre aglomerados de casos de doengas envolvem a identificacdo de areas com
maior risco de transmissao no espago € no tempo ou a avaliagdo de risco elevado em torno de
fontes potenciais de perigo (69). A andlise desses aglomerados ¢ um tipo de andlise espacial
que tem como objetivo observar diferencas no padrao de distribuicao

O Sistema de Informacdo Geografica (SIG) ¢ classificado como a mais completa das
técnicas de geoprocessamento. E descrito como um sistema de computadores, que envolve
especificos “softwares”, para serem utilizados no armazenamento, captura, manipula¢do e
analise de dados georreferenciados que podem ser relacionadas entre si e com outros dados ndo
espaciais de um banco de dados (BURSTEIN, 2002).

O SIG pode utilizar técnicas para mapear e analisar a distribui¢do de eventos relacionados
a saude. Os principios da multidisciplinaridade do SIG vém sendo largamente empregados no
estudo das inter-relagdes dos varios determinantes da freqiiéncia e distribuicdo de doengas numa
populacdo, perfil epidemiologico de eventos e processos de saude, nas atividades de
urbanizagdo, no meio-ambiente ¢ na avaliacao dos servicos de satude (64,65).

Margonari et al., 2006 e Barbosa et al., 2014 enfatizaram a importancia da utilizacdo de

areas geograficas como unidades de observagdo no estudo ecoldgico da LV e com base nos
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resultados foi observado associagdes positivas entre incidéncia de LV e a residéncia em locais
com baixo nivel sdcio-econdmico ou areas com fragmentos de vegetagdo verde.

Técnicas de geoprocessamento sdo importantes para demonstrar o padrdo da LV de
humanos e caes em regides ou municipios. Esse tipo de estudo direciona a implementacao de

medidas de controle e prevencao da leishmaniose visceral de forma mais eficaz (59,67,72).

2.5 Formas clinicas da LV em humanos

A LV em humanos pode apresentar-se sob trés formas clinicas distintas: assintomatica,
oligossintomatica e cldssica (73). A apresentagdo da forma clinica da doenca estd diretamente
associada a espécie do parasito e a resposta imune do hospedeiro, que por sua vez ¢ influenciada
por fatores genéticos e nutricionais (41,74).

Na LV assintomatica ndo ha evidéncia de manifestagdes clinicas da doencga, sendo que
esta forma acomete comumente pacientes moradores de areas endémicas da doenca. Estas
apresentacdes subclinicas sdo detectadas na maioria das vezes em estudos epidemiologicos. O
diagnostico ¢ realizado pela intradermorreacdo de Montenegro e os individuos que
desenvolvem uma hipersensibilidade tardia tipo I sdo denominados DTH positivos e sdo
considerados como resistentes a doenga (75,76). A maioria das infecgdes por leishmaniose se
resolvem espontaneamente. Os individuos DTH+ ndo apresentam sintomas clinicos da doenga
e estdo imunes a uma reinfec¢do subsequente (77).

Na forma oligossintomatica o quadro clinico ¢ discreto com manifestacao de febre. Na
maioria dos casos hd um leve aumento no tamanho do figado e o bago ndo ¢ palpavel. Em geral,
apresentam hemograma e provas de fun¢do hepatica pouco alteradas (78).

O perfil clinico da forma classica da doenga ¢é caracterizada pela presenca de febre,
anorexia, caquexia e hepatoesplenomegalia, além de alteracdes hematologicas tais como
anemia, leucopenia e trombocitopenia (73,78). Além disso, neutropenia induzida por LV tem
sido descrita clinicamente, sendo um fator de risco para infec¢des secundarias em doentes com
LV (79). costa et al., 2010 relatam que a neutropenia ¢ provavelmente relacionada a depuragao
aumentada de granuldcitos no bago e a esplenomegalia ¢ um sinal cldssico da LV, que pode
levar a queixa de dor e distensdo abdominal e tem sido observado em 94 a 95% dos casos de
LV.

De um modo geral, os principais 6rgdos acometidos pela LV sdo: baco, figado, pulmdes

e rins. Em pacientes ndo tratados, a doenga progride e pode atingir altos niveis de mortalidade.
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Embora as alteracdes provocadas pelo parasito possam determinar a morte dos pacientes, a

mortalidade ¢ frequentemente atribuida a infecgdes secundarias (5).

2.6 Leishmaniose visceral em caes

A leishmaniose visceral canina (LVC) ¢ causada no Brasil pelo protozoario Leishmania
infantum. E uma ameaga zoondtica a doenga causada em humanos (81).

Caes com LVC podem apresentar a doenga na forma sintomatica, apresentando sinais
clinicos e assintomaticos quando estdo sorologicamente positivo para doenca, mas nao
apresentam sinais de leishmaniose (82,83). Existem discussdes para que a LVC seja sendo
dividida em doenga clinica e ndo clinica, j4 que os cdes ndo apresentam sintomas e sim sinais
clinicos, porém a nomenclatura ainda mais utilizada ¢ de LVC sintomatica e assintomatica
(15,84).

Os cdes assintomaticos sdo diferentes dos DTH positivos humanos, pois os humanos
com reacao ao teste sdo considerados como resistentes a doenga e os caes assintomaticos nao
apresentam sinais clinicos no momento, mas no futuro podem desenvolver a doenga, além disso
os cdes assintomaticos ndo sdo considerados animais saudaveis (85). Segundo Laurenti;
Marcondes, 2014 caes assintomaticos também apresentam alta infectividade dos flebotomos.

No Brasil ainda ndo foi observado caes resistentes a doenga em nenhuma raga, porém
na Europa ja foi relatado uma raga de cdo que apresenta resisténcia a LV, como por exemplo a
Ibizan hounds (16).

Os sinais clinicos e anormalidades clinico-patologicas ocorrem por causa dos
mecanismos patogénicos envolvidos no parasito e a resposta imunitaria particular produzida no
hospedeiro (84,87). Os principais sinais clinicos dos cdes sdo: perda de peso, letargia, atrofia
muscular, anemia, linfadenomegalia, esplenomegalia, epistaxe, diarreia, disfuncdo hepdtica e
/ou renal, lesdes oculares, poliartrite, onicogrifose e lesdes na pele (17,84).

O cao desenvolve muitas lesdes cutdneas, principalmente descamagdes, eczema,
ulceragdes na pele localizadas frequentemente na orelha, focinho, cauda e articulagdes, além
disso o pelo do animal fica opaco (76). Na fase avangada observa-se onicogrifose,
hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia, alopecia, ceratoconjutivite, coriza, apatia,
vOmito, hemorragia intestinal, edema de membros e hiperqueratose (78,88,89). Na fase terminal
ocorre paresia dos membros posteriores, caquexia, insuficiéncia renal, inani¢do e morte (90).

No Brasil existem alternativas para o controle e prevencdao da LVC, como o uso de

coleiras impregnadas com deltametrina e outros inseticidas (91). Estas coleiras repelentes sdo
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reconhecidas pelo ministério da saide como medidas de protegdo individual, mas ainda ndo sdo
adotadas em programas de satde publica (7). Diversas vacinas estdo sendo testada para uso
profilatico na leishmaniose visceral em cdes. Porém nenhuma concluiu a fase de estudos para
liberag@o pelo ministério da satde (92). Uma vacina tendo como base o antigeno A2 e saponina
como adjuvante j4 estd sendo vendida e utilizada pelos veterinarios e estd na fase IV dos estudos
clinicos (93).

O diagnostico laboratorial da LV pode ser efetuado através de técnicas parasitologicas
que realiza a demonstragao do parasito, técnicas imunologicas que objetivam a identificagao de
anticorpos especificos contra o parasito e testes que empregam recursos de biologia molecular,
amplificando fragmentos especificos do DNA do parasito (84).

O tratamento da LVC ndo ¢ recomendado e as tentativas de tratamento da LVC por meio
de drogas tradicionalmente empregadas tem tido baixa eficacia (87). O uso constante de
medicamentos em cdes provoca a remissdo temporaria dos sinais clinicos, mas ndo previne a
ocorréncia de recidivas, tem efeito limitado na infectividade de flebotomineos, além de ter o
risco de selecionar parasitos resistentes as drogas utilizadas para o tratamento humano, por isso
portaria interministerial proibe o tratamento de caes com medicamentos de uso humano (94).

Assim a recomendagdo do Ministério da Satde € o sacrificio do animal quando reagente
ao exame sorologico ELISA para Leishmania (7). Apesar de controverso o sacrificio do cao
esta respaldado, na consideragdo de que esse animal ¢ um importante reservatdrio da doenga e
pode aumentar o nimero da LV humana (95).

A eutanasia dos caes soropositivos ¢ apontada como a principal estratégia de controle
para a LVC, entretanto, a mesma ndo ¢ bem aceita pela populacdo, principalmente pelos
proprietarios de caes. Além disso, ha muitas discussdes sobre este ainda ser o inico método de
controle da leishmaniose em caes (87,96).

O papel da resposta imune na LV canina ainda ndo foi bem definido como na
leishmaniose em humanos (97). A resisténcia a LVC esta associada a ativagdo da respota Thl
e producdo de IFN-y, IL-2 e TNF-a (98). Porém o papel da citocinas na resposta Th2 em caes

ainda nao foi estabelecido (97).

2.7 Aspectos imunologicos na leishmaniose

O sistema imununolégico apresenta funcionamento complexo e envolve interacdes

especificas entre os componentes, conferindo imunidade inata e adquirida ao individuo. A
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integracdo entre os sistemas inato e adaptativo trabalha de uma maneira orquestrada para a
manuten¢do da homeostase do organismo (18).

O estabelecimento de uma infeccdo em um hospedeiro susceptivel, envolve varios
mecanismos, sendo um dos mais relevantes o modo de interagdo do microorganismo com o
sistema imune e a resposta desse contra o agente invasor. Nas leishmanioses, o parasitismo
depende da genética do hospedeiro, da resposta do sistema imune do individuo e capacidade de
evasao que a Leishmania possui de ambos os sistemas imunes (inato e adaptativo) (18).

A resposta imune a Leishmania é iniciada no local de entrada do parasito, através das
células (macrofagos, células dendriticas) nas quais as formas promastigotas sao interiorizadas,
promovendo a ativagdo da resposta imunitaria. A interacdo de PAMPs (Padrdes moleculares
associados a patdgenos) dos parasitos com receptores do tipo Toll-Like Receptors das células
do hospoedeiro desencadeara a ativagdo de fatores de transcri¢ao, como o NF-kB e NF-AT, que
estdo envolvidos na ativagdo de genes que codificam citocinas, como TNF-a, IL-1 e IL-12,
quimiocinas, ¢ a o0xido nitrico sintetase induzivel. Estes mecanismos sdo importantes para
degradacdo do parasito (99).

Muitos PAMPs de Leishmanias ja foram identificadas e sdo expressos na forma
amastigota e na forma promastigota do parasito. Alguns PAMPs sdo proteinas que estdo
relacionadas com a viruléncia do protozodrio e a resposta imunitaria do hospedeiro acontece
quando os receptores TLRs reconhecem (100).

A Leishmania em hospedeiros vertebrados ¢ um parasito intracelular e dessa forma, a
imunidade mediada por células T efetoras ¢ reconhecida um dos principais mecanismos de
defesa contra o parasito. Os linfocitos T desempenham papel importante na geracao de respostas
especificas e de memoria para parasitos intracelulares. Estas células apresentam duas
subpopulagdes com fungdes distintas e com producdo de citocinas a depender da resposta
imune. Interacdes coordenadas entre os componentes da resposta imune-celular, como ativagao
de células T especificas para a producdo de citocinas do padrao Thl, o recrutamento de células
imunes efetoras para o local da infeccdo induzidas ¢ importante para a resolu¢do de infecgdo
causada pela Leishmania. Em humanos e no modelo experimental o desenvolvimento de
resposta Thl estd associado com o controle de infec¢do e a resposta Th2 com a progressao da
doenca (18). A resposta imune direcionada por Thl, mediada por IL-2, INF-y e TNF-a, tem
sido relacionada a resisténcia da doenga, enquanto que a resposta imune mediada por Th2, com
producao de IL-4 e IL-10, ¢ relatada nos casos em que o individuo apresenta sinais clinicos da

doenca (99,100).
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A resposta Thl ¢ caracterizada pela secrecdo de citocinas inflamatérias especialmente
IFN-y, o TNF-a e a IL-12 (101). Essas citocinas estdo envolvidas na ativacao de macrofagos e
consequente producdo de moléculas microbicidas tais como as espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, essenciais para a elimina¢do do parasito No entanto, a infec¢do por LV ¢ uma
doenga caracterizada por uma deficiéncia na resposta imune mediada por células (Thl) frente
ao antigeno de Leishmania (18). No desenvolvimento da leishmaniose visceral ha uma
supressdao da resposta imune mediada pela IL-10, a qual diminui a acdo das citocinas
inflamatorias, contribuindo com a proliferacdo do parasito e o aparecimento e continuidade da
doenga, acredita-se que a manifestacdo clinica da LV esta associada a supressdo da resposta
Thl e consequente desenvolvimento e progressao da doenga (102,103). Elevados niveis séricos
de IL-10, bem como elevados niveis de RNAm de IL-10 no bago e na medula dssea, sdo
encontrados nos pacientes com LV (102). Além disso, segundo Dos santos et al., 2016 niveis
elevados de IL-6 estdo associados com os casos mais graves da LV e morte dos individuos com
a doenga.

Trabalhos recentes tém demonstrado que o papel das células da imunidade inata, como
neutro6filos, mondcitos, NK e CD s3o de grande importancia para protecao dos hospedeiros
contra a leishmaniose. Novos mecanismos de defesa contra microorganismos estdo sendo
observados nestas célula, como exemplo a formagdo de redes extracelular de neutréfilos (NETs)
que ocorre quando o neutrofilo entra em contato com a Leishmania e estes parasitos sao

apreendidos por estas redes (26).

2.8 Neutrofilos na leishmaniose visceral

Os neutrofilos sdo classicamente considerados como primeira linha de defesa contra
agentes patogénicos. Estas células migram rapidamente em niimeros elevados para os locais da
infeccdo (105,106). Estas células sdo rapidamente mobilizadas e essenciais para a defesa do
hospedeiro contra uma variedade de patdogenos (18,105). Estes granulocitos respondem a
quimioatrativos € moléculas de adesdo expressas nas células endoteliais dos individuos (18,21).

Atualmente os neutréfilos sdo reconhecidos como células versateis e sofisticadas atuando
tanto na resposta imune inata como na adaptativa e influenciam nesta Ultima através de
interagcdes com células apresentadoras de antigenos (APCs) e linfocitos (20).

Os neutréfilos tentam eliminar os microorganismos por fagocitose, degranulagdo e redes

extracelulares dos neutrofilos (NETs) (22,26).
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O envolvimento dos neutrdfilos na infec¢do pelos parasitos do género Leishmania e a
constatacdo da habilidade destes fagocitos em responder de forma rapida e eficiente a uma
variedade de microrganismos patogénicos, sugerem que tais células podem ser um alvo inicial
da leishmaniose (107), pois estas sdo as primeiras células que chegam ao local da injiria
provocada pela picada do flébotomo na leishmaniose visceral e tem como principal objetivo
reparar os danos teciduais causados pelo repasto sanguineo do inseto, sendo também capaz de
fagocitar os parasitos inoculados (108). Existem varios estudos sobre o papel dos neutréfilos na
Leishmania (109; 110; 111; 112;105; 108; 113;). Porém ¢ observado de uma forma geral o
papel dubio dos neutrofilos nas infec¢des in vitro por Leishmania (114).

Alguns autores relatam a participacdo do neutrdfilo como veiculo de disseminag@o estudos
in vitro ou em modelos experimentais demonstraram que os neutrofilos podem sofrer morte
celular programada e servirem de veiculo para os protozoarios, permitindo a entrada silenciosa
dos mesmos no organismo do hospedeiro, assumindo um papel importante para o
estabelecimento da infecgdo, sendo esta forma denominada de “Cavalo de troéia” do neutrofilo
(107,112). Outros estudos evidenciam que células como neutrdfilos sdo insuficientes para
conter a Leishmania no local da infec¢@o, além disso promovem a persisténcia do parasito no
hospedeiro, j4 que que promastigotas podem sobreviver longos periodos em neutroéfilos sem
sofrer alteragoes (115).

Por outro lado, estudos envolvendo os parasitos Leishmania donovani e/ou Leishmania
infantum/chagasi tém demonstrado o papel protetor destas células, contrariando a hipdtese do
“Cavalo de Tro6ia”(114,116).

Alguns trabalhos foram realizados para compreender o papel de defesa do neutréfilo no
hospedeiro contra leishmaniose e demonstraram o rapido recrutamento de neutréfilos para o
local de infecgdo por promastigota na pele e afirmaram que estas células possuem atividade
leishmanicida in vitro, sugerindo assim que os neutrdéfilos podem representar um importante
componente da resposta imune contra a entrada de promastigotas (79,117). Outros estudos
afirmam que estes granulocitos podem modular o desenvolvimento de uma resposta imune anti-
Leishmania, devido a capacidade de secretar citocinas, quimiocinas e conteido granular e pela
interag¢do direta com células residentes no local da infecgao (109).

Alguns autores, relatam que os neutrofilos contribuem para o desenvolvimento de uma
imunidade protetora durante a infec¢do inicial por Leishmania, assumindo um papel de defesa
ao estabelecimento da infec¢ao no organismo hospedeiro (118), ja que as formas promastigotas
de Leishmania sdo fagocitadas pelos neutréfilos (18,118) e estes protozoarios podem ser

destruidos através da agdo de produtos do metabolismo oxidativo dos neutréfilos, como o
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peroxido de hidrogénio (H202), atividade enzimatica e producdo de Oxido nitrico. Os
neutréfilos infectados comecam a secretar quimiocinas como IL-8 e MIP-1 moléculas
importantes para atrair mais neutréfilos e macréfagos para o sitio da infecgdo (21), (107).

Viérios trabalhos com neutrofilos in vitro e Leishmania observaram resultados diferentes
com relacdo ao crescimento do parasito e carga parasitaria a depender da espécie da Leishmania
e a genética do hospedeiro (79,105,108-110,112). Devido a diversidade dos estudos, o impacto
da resposta neutrofilica na resisténcia ou susceptibilidade do hospedeiro a infec¢do por
Leishmania continua a ser ainda um assunto controverso (107).

Embora novos mecanismos relacionados ao envolvimento entre os neutrofilos e os parasitos
do género Leishmania tenham sido demonstrados, como a liberagdo de redes extracelulares de
neutrofilos que apreendem e matam a L. amazonensis in vitro (26), mais estudos necessitam ser

realizados para desvendar qual o papel desta célula na infec¢do por leishmaniose (114).

2.9 Redes extracelulares de neutrofilos (NETs)

Um novo mecanismo microbicida dos neutréfilos denominado de NETose o qual redes
extracelulares de neutrdfilos, “Neutrophil Extracellular Traps” (NETs), foi descrito por
Brinkmann et al., 2004. As NETs sdo estruturas complexas compostas por “filamentos” de
aproximadamente 15 nm de didmetro, formados por DNA, histonas (H1, H2A, H2B, H3 e H4),
e proteinas granulares (elastase, mieloperoxidase, catepsina G, lactoferrina, e gelatinase)
(22,23).

Autores afirmam que estas redes sdo liberadas quando os neutrofilos entram em contato
com microorganismos e sdo abundantes em locais com inflamac¢ao e infecgdo (22,25,26,119)
além disso, a liberagdo destas redes sao estimulados com PMA, IL-8 e LPS (26,27,120,121).

O mecanismo microbicida de liberagao das NETs ¢ denominado de NETose, neste os
neutrofilos liberam o proprio DNA nuclear associado com proteinas citoplasmaticas e
granulares para o meio extracelular e assim aprisionam e matam microorganismos (22,26,115).
A NETose, foi recentemente dividida em NETose classica ou suicida que ocorre com a ruptura
da membrana plasmatica e perda das fungdes dos neutrofilos (122,123) e est4 associada com a
morte celular, porém de forma diferente da necrose e apoptose (25). Nos sobrenadantes das
culturas de neutrofilos, na qual ha liberagdo de NETs ndo sdo encontrados marcadores de
necrose e apoptose (25,123,124). Segundo YIPP; KUBES, 2013, existem evidéncias de uma
NETose vital ou rapida na qual ndo ha ruptura da membrana celular e as células permanecem

vivas e com as fungdes normais como, o recrutamento de leucocitos, a quimiotaxia e fagocitose.
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Assim o mecanismo de NETose pode ser dividido em NETose rapida ou vital ou NETose
classica ou suicida (27,123,125).

A liberagdo de redes de neutréfilos ja foi descrita quando a célula entra em contato com
bactérias (22) fungos (126) protozodarios (127) e na inflamacao (119). J4 foi observado NETs
em animais como na mastite bovina ocasionada por Escherichia coli (28) sendo um mecanismo
de resisténcia em aves (29), em peixes tendo o processo de liberagdo das redes extracelulares
inibido por stress nesses animais (23) e em gatos quando portadores do virus da leucemia felina
(31).

Promastigotas de L. amazonensis e L. donovani induzem a formagdo de redes
extracelular de neutrofilos (NETs) e sdo mortas por estas redes (26,128). Promastigotas de L.
amazonenses provocam a NETose classica depois de uma interacdo in vitro com neutréfilos
humanos (26, 121). Esta NETose ¢ dependente de espécies reativas de oxigénio (ROS),
NADPH oxidase e das enzimas (PAD4), elastase (NE) e mieloperoxidase (MPO) (125,130).

A liberagao de NETS ¢ independente de caspase e quinase (REMIJSEN et al., 2011).
A maioria dos microrganismos induzem a NETose classica e a decondensa¢do da cromatina ¢
mediada por (PADA4), elastase e mieloperoxidase, recentemente foi demonstrado que
promastigotas de Leishmania desencadeiam ambos os mecanismos NETose, sendo que os
neutr6filos em contato com a Leishmania comecam a liberar NETs ap6s 5 minutos (117, 121).

A formacdo das NETs faz com que ocorra um controle da carga parasitaria, ja que os
protozoarios aprisionados pelas redes de neutréfilos, ficam imoveis e dessa forma a fagocitose
pelos macréfagos ¢ facilitada esse fato contribue com o controle dos parasitos (127,132).

Apesar das redes apresentarem uma capacidade microbicida de capturar
rmicroorganismos, ja foi demonstrado que alguns parasitos tém a capacidade de escapar das
redes de neutréfilos, como exemplo a L .donovani resiste a atividade microbicida destas redes
(128). Foi demonstrado que a enzima 3 nucleotidase / nuclease que esta envolvida na nutri¢do
e infeccdo parasitaria, faz com que ocorra a evasdo das Leishmanias dos efeitos toxicos das
redes extracelulares dos neutrofilos (NETs) (34). Além disso, em determinadas condigdes a
liberagdo excessiva de NETs pode estar associada a danos nos tecidos do hospedeiro e doengas

auto-imunes (133—135).
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1. OBJETIVOS

1.1 Geral

Analisar a série temporal da LV em Sergipe e incidéncia e a distribuicdo geografica de LV

humana e canina no municipio de Aracaju-SE, no periodo de 2008 a 2014;

1.2 Especificos

1 Descrever as caracteristicas epidemiologicas da LV em Sergipe no periodo de 2008 a

2014;

2 Analisar a incidéncia e distribui¢do espacial da LV humana e canina no municipio de

Aracaju/SE de 2008 a 2014;
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1Desenho dos objetivos 1 e 2

1 Descrever os dados epidemiologicos da LV em Sergipe no periodo de 2008 a 2014,

2 Analisar a incidéncia, distribui¢do espacial e os determinantes da LV humana e canina no

municipio de Aracaju/SE de 2008 a 2014,

Coleta de dados:
- Casos humanos de LV em Sergipe ¢ Aracaju (SINAN e Secretaria de saude)
- Casos caninos de LV em Aracaju-SE (CCZ)

. . Analise espacial:
Analise descritiva: N o
N - Construg@o dos mapas de distribuicdo
- Excel versdo 2010 espacial (TerraView)
- GraphPad Prisma 6 - Cartaimagem (Quickbird)

Figura 1. Desenho experimental do objetivo geral 1

2.2 Area do estudo

Um estudo de séries temporais epidemiologico foirealizado, usando dados secundérios,
obtidos do Sistema de Notificagdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) e do Centro de Controle
de Zoonoses.

Sergipe esta localizado no litoral da regido nordeste e possui a menor area territorial
dentre os estados brasileiros, ocupando uma area total de 21 915,116 km? e 2.068.017 habitantes
e clima tropical (136). Aracaju ¢ a capital do estado de Sergipe e esta localizado na regido leste
do Estado (Figura 2), no Nordeste do Brasil (10054'38.23 W "S e 3703'35.57"). A cidade tem
uma area total de 181,8 km2 e uma populacdo estimada em 587.701 habitantes em 2012,
segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica O clima de Aracaju ¢ quente
umido. Temperatura média ¢ de 26 ° C, precipitacdo anual de 1.590 mm, com estagdo das

chuvas de marco a agosto. Aracaju ¢ dividida em 39 distritos (136).
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2.3Coleta de dados

Os casos humanos foram coletados das notificagdes e confirmados a partir do Sistema de
Informacgao de Agravos de Notificagdo (SINAN) no Estado de Sergipe e municipio de Aracaju.

Os dados da LV canina foram obtidos a partir dos registros de cdes diagnosticados em
inquéritos sorolégicos, recomendado pelo Ministério da Saude (137) realizado pelo Centro de
Controle de Zoonoses do municipio de Aracaju, sendo utilizado como exame de triagem o teste
rapido (DPP-Biomanguinhos) e confirmatorio o ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay).

Dados espaciais foram obtidos através dos enderecos de casos humanos notificados com
LV e andlise dos bairros de Aracaju os quais existiam cdes sorologicamente positivos para a

doenga.

2.4 Analise estatistica dos dados descritivos

Um banco de dados foi criado em programa Microsoft Excel (versao 2010). Os dados
descritivos foram analisados por meio do calculo de média, mediana, frequéncias, prevaléncia

e incidéncia. Para avaliar a forca da associagdo entre as variaveis, a razdo de prevaléncia foi
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calculada pelo teste do qui-quadrado, com o nivel de significancia de p <0,05. Todas as analises

estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prisma (versao 6).

2.5Analise espacial

Com os dados da série epidemiologica, o banco de dados foi construido em Excel
(versdo de 2010). Os mapas de distribuicdo e andlise espacial foram realizadas pelo software
TerraView (versdo 4.2.2). A grade cartografica da cidade Aracaju com divisdo por bairros foi
fornecida pelo setor de geoprocessamento de Aracaju da Secretaria Municipal de Saude. A
cartaimagem foi produzida através de imagens orbitais adquiridas pelo satélite QuickBird
cedidas pelo grupo de pesquisa em geomorfologia e geoprocessamento aplicados as

geociéncias, coordenado pelo professor Dr. José Antonio Pacheco de Almeida.
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3. RESULTADOS

3.1 Resultados do Objetivo 1 e 2

Artigo 1
Analise espacial e aspectos epidemiologicos da leishmaniose visceral humana e canina em
uma area endémica no Nordeste do Brasil.

Spatial analysis and epidemiological aspects of human and canine visceral

leishmaniasis in an endemic area in northeastern Brazil.

A analise dos dados em série temporal de 2008 a 2014 em Aracaju-SE, mostrou que o
coeficiente de incidéncia (CI) de LV humana manteve-se estavel entre 2008 (CI = 0,34) e 2009
(CI=0,31). No entanto, em 2010 houve um aumento no CI (0,68) em compara¢cdo com anos
anteriores (3A). Nos anos seguintes foi observado uma diminui¢do em relagdo a 2010, porém
com maior CI quando comparado com 2008 e 2009 (0,34 ¢ 0,31). Foi observado um aumento
da porcentagem de cdes com LV, em 2013 (9,21%) e 2014 (12,69%) quando comparado a 2008
(4,73%) (Figura 3B).
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Figura 3. Coeficiente de incidéncia de humanos com leishmaniose visceral (A) e porcentagem
de cdes sorologicamente positivos para LV (B) no municipio de Aracaju-SE, entres os anos de
2008 a 2014.

O numero total de casos humanos com LV no estado de Sergipe entre os anos de 2008
e 2014 foi de 406 casos confirmados da doenga. O municipio de Aracaju, neste mesmo periodo,
teve 159 casos confirmados da doenca, responsdvel pela maioria das notificagdes de
leishmaniose visceral no estado. Os coeficientes de incidéncia da doenga em Aracaju nos anos

de 2008 a2014 foram superiores aos de Sergipe (Figura 4).
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Figura 4: Numero de casos e taxa de incidéncia anual de humanos com LV na cidade de
Aracaju e Estado de Sergipe, 2008 a 2014.

Entre 2008 a 2012, o coeficiente de incidéncia da LV no municipio estudado, foi maior
no sexo masculino, sendo em 2008 CI=0,34 no sexo masculino ¢ CI=0,22 no feminino, em
2009 CI=0,31 no sexo masculino e CI=0,21 no feminino em 2010 CI=0,34 no sexo masculino
e CI=0,22 no feminino, em 2011 e 2012. A diferenca foi apresentada em maior propor¢do ano

de 2010 (Figura 5).
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Figura 5. Coeficiente de incidéncia (CI) de humanos com LV de acordo com sexo em Aracaju-
SE de 2008 a 2012.

No presente estudo, em todos os anos analisados (2008 a 2012), exceto em 2009, o risco

de LV foi significativamente maior no sexo masculino (Tabela 1). Em 2012 o risco de LV foi

3,78 vezes maior nos homens.

Tabela 1. Distribui¢do de humanos com LV, de acordo com sexo, Risco Atribuivel (RA)
e Intervalo de Confianga (IC) e valor de p em Aracaju/SE, 2008-2012.

Ano Masculino  Feminino RA IC *p

2008 72.2 27.8 2.99 1.06 - 8.38 0.028
2009 64.7 353 2.11 0.78 -5.70 0.21
2010 69.2 30.8 2.59 1.31-5.11 0.007
2011 72.4 27.6 3.02 1.33-6.82 0.009
2012 76.7 233 3.78 1.62 - 8.81 0.001

*Teste qui quadrado

Analisando a distribuicdo entre os sexos e idade de LV, nossa pesquisa ndo encontrou

diferencas entre os sexos, de 0 a 14 anos. A diferenga sexual na incidéncia foi observada apenas

nas faixas etdrias acima de 15 anos (p =0,0021). A maior diferenca foi observada na faixa etaria

de 15 a 19 anos, em que a propor¢ao de homens com LV foi de 10,9%, quando comparado ao

feminino (1,27%) (Figura 6).
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Figura 6. Distribui¢do de frequéncia de casos positivos de humanos com LV de acordo com
sexo e idade. Dados de 2008 a 2013. Aracaju/SE. Qui quadrado (*p=0.0021).

Devido a importancia do LV no cdo, ja que sdo os animais domésticos mais afetados pela
doenga e uma importante fonte de infecgdo também foi analisada a influéncia do sexo do cao
no desenvolvimento da doenga. A frequéncia de caes infectados também foi maior em machos

do que em fémeas, em todos os anos analisados (Figura 7).
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Figura 7. Frequéncia de caes positivos para LV, de acordo com sexo entre 2008 a 2014.
Aracaju, Sergipe, Brasil.

Como ja foi relatado que a ocorréncia de casos caninos precedem os casos humanos
(BELO et al., 2013), além disso no municipio de Aracaju existe uma adaptagdo do flebotomineo
(138) o risco de transmissdo da doenga do cdo para o homem ¢ maior (139) . No presente estudo,

foi realizado uma anélise da distribuicdo espacial dos casos humanos e porcentagem de caes
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com LV nos distritos de Aracaju entre de 2008-2014, para verificar quais os bairros de Aracaju

predominam os casos de LV (Figura 8).

% de Caes com LV nos Bairros de
Aracaju, 2008-2014

Casos Humanos de LV nos Bairros
de Aracaju, 2008-2014
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Figura 8. Distribui¢do de frequéncia de LV em caes nos bairros de Aracaju (A) e casos
humanos de LV nos bairros de Aracaju (B), de 2008 a 2014.

No ano de 2014 foi observada uma proximidade nas notificacdes dos casos humanos
com LV em Aracaju - SE. Assim produziu-se uma imagem através de satélite, para analisar a
regido na qual ocorreu o maior nimero de casos e se este local estava propicio a disseminagao
do vetor da doenga. As 4reas com maior risco de transmissdo para leishmaniose visceral
ocorreram proximas a lugares com alta densidade de vegetagdo, rios e canais e quintais de
domicilios com muita vegetagdo e entulhos. Os bairros mais afetados pela doenga, como Bugio,

Santos Dumont, 18 do forte apresentam populacdo com menor poder aquisitivo (Figura 9).
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Leishmaniose visceral humana na zona norte de Aracaju-SE
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Figura 9. Carta imagem, realizada através do satélite QuickbBird. Mostrando areas com alta prevaléncia de casos humanos com LV em Aracaju
SE, no ano de 2014. Observado a regido norte da cidade de Aracaju, SE, evidenciando peculiaridades mapeadas associadas a transmissdo da doenca
e reprodugdo do vetor, com locais proximos de rios, canais e areas de vegetagdo permeando areas urbanas.
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Os domicilios ou residéncias proximas a casos humanos notificados e confirmados com LV tinham quintais com alta densidade de
vegetacdo, matéria organica e entulhos, estavam em 4reas que ndo apresentavam saneamento basico, apresentavam um ambiente rural, como a

criagdo de aves e equideos e na maioria dos domicilios ou vizinho a estes existiam cdes com sorologia positiva para LV (Figura 10).

Figura 10. Imagens de domicilios ou residéncias proximas a casos de humanos com leishmaniose visceral em Aracaju - SE. As residéncias
fotografadas demonstram diferentes habitats favoraveis a reproducdo do flebotomo. A imagem A foi obtida em quintal com presenca de lixo e
matéria organica no bairro Santos Dumont; a imagem B demonstra um local com auséncia de saneamento basico, no bairro Mosqueiro; na imagem
C ¢ observado um animal comum do ambiente rural e entulhos, no bairro Olaria e imagem D presenca de um cdo assintomatico, mas
sorologicamente positivo para LV em ambiente propicio ao vetor, bairro América.
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4. DISCUSSAO

A leishmaniose atualmente esta presente em todo o territorio brasileiro (10). Houve uma
mudan¢a do comportamento de transmissdo da doenga da zona rural para area urbana ou peri-
urbana (6,140). No continente americano, o Brasil ¢ o pais de maior prevaléncia, com
registros de casos em todas as regides brasileiras, com destaque para regido Nordeste (64),
esta regido ¢ considerada de alto risco para LV e precisa de atencado prioritaria (6,141). O estado
de Sergipe e o municipio de Aracaju sdo considerados endémicos para LV (10,61,62).

O presente estudo descreve a ocorréncia de casos notificados de LV em humanos e de
caes sorologicamente positivos em Sergipe e Aracaju, entre 2008 e 2014, bem como alguns
determinantes associados a transmissdo da doenga. Em Sergipe um total de 406 casos foram
notificados e 159 confirmados em Aracaju de LV em humanos entre 2008 e 2014. Observa-se
que os coeficientes de incidéncia da doenga em Aracaju a partir de 2008-2014 foram superiores
aos de Sergipe, com um aumento no coeficiente de incidéncia em Aracaju de 2014 (0,50),
quando comparado a 2008 (0,34).

O ano de 2010 foi o que apresentou maior coeficiente de incidéncia de humanos com
LV (0,68). Verificou-se que no ano de 2008, no municipio de Aracaju, SE, houve aumento
significativo da propor¢ao de casos de dengue em relagdo aos demais anos e apoOs esse ano
houve uma aumento na intensificagdo de acdes de prevengdo e controle da doencga (142).

A dindmica de transmissdo da leishmaniose ¢ sazonal e depende da distribui¢do de
flebotomineos (5,38). Um fato que pode explicar o aumento do coeficiente de incidéncia de
humanos em Aracaju com LV ¢ a grande capacidade de adaptacdo do Lutzomyia longipalpis
aos ambientes urbanos (38,39). De todos os animais identificados como reservatdrios da LV, o
cdo ¢ considerado o reservatdrio doméstico mais importante (143,144). O crescimento urbano
de Aracaju, especialmente em areas periféricas ou em zonas de expansdo recente, com
infraestrutura precaria e mantendo areas de vegetacdo nativa, faz com que homem e caes
domésticos entrem no ambiente natural do fleb6tomo e aumente o risco de infec¢do por
Leishmania (145).

Observa-se um aumento da porcentagem de caes sorologicamente positivos para
leishmaniose visceral de 2008 a 2014, com trés vezes mais nimero de casos no ano de 2014
quando comparado a 2008. Além da presenca do flebotomineo em diversos bairros de Aracaju
(138), o aumento dos casos caninos foi em parte devido a mudanca no diagnostico da LV

canina, a qual era feita pelo método ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e
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confirmados por imunofluorescéncia indireta (IFI). A recomenda¢do do Ministério da Satide da
triagem feita pelo Teste Rapido (Dual Path Plataform -DPP®) e ELISA para confirmacao (Nota
Técnica 01/2011), iniciada em Junho de 2012 no Centro de Controle de Zoonoses de Aracaju
pode ter favorecido a identificagdo de novos casos de LV canina. Além disso, o aumento de
cdes com LV, nos anos de 2013 e 2014, também pode também estar associada a proibi¢cdo da
eutanasia desses animais pelo Centro de Controle de Zoonoses de Aracaju, em 2013.

Foi demonstrado que a leishmaniose visceral ¢ uma doenga causada por multiplos
fatores, incluindo ambientais, biologicos (resposta imune, hormonios e polimorfismo genético)
e interagdo do parasito com o hospedeiro. O ambiente desempenha um papel importante no
ciclo de transmissdo do VE. As condigdes de areas com menor poder aquisitivo associada com
a expansdo rapida e desordenada de areas periurbanas das grandes cidades, leva a formagdo de
bairros com auséncia de infra-estrutura para habita¢do e saneamento basico, favorecendo a
disseminacao da doenca (9,64).

Em geral, hd um consenso sobre a maior prevaléncia da doenga no sexo masculino
(5,138,146). Um estudo de séries temporais em Aracaju 1999-2008 também mostrou que, na
maioria dos anos, o risco de LV foi maior em homens (risco relativo = 1,98, p <0,00001)
(138,145). No presente estudo observamos coeficiente de incidéncia maiores no sexo masculino
entre os anos de 2008 a 2014. Além disso, ndo foi encontrado diferencas entre os géneros até
14 anos, porém foi observada prevaléncia do sexo masculino nas faixas etarias acima de 15
anos (p = 0,0021), entre os anos de 2008 a 2013.

Estudos apontam para o aumento da susceptibilidade de homens para LV ao avaliar as
taxas de incidéncia anuais por sexo (61,147).Esta doenca afeta especialmente o sexo masculino,
na faixa etaria de 14 a 64 anos (60). Guerra-silveira; Abad-franch, 2013 afirmam que essa
suscetibilidade diferencial entre os géneros nao foi observada em criangas menores de quatro
anos e (145) identificaram em Aracaju uma propor¢ao maior no sexo masculino, principalmente
nas faixas etarias acima de dez anos.

Algumas hipoteses tém sido propostas para explicar as diferencas no risco de LV
segundo o sexo. Autores afirmam que a razdo para esta diferenca ¢ a maior extensdo de area do
corpo expostas ao vetor em homens, como no Nordeste, devido ao calor, ¢ comum trabalhadores
do sexo masculino permanecer sem camisa durante o dia, enquanto as mulheres ficam com o
tronco protegido. Além disso, as mulheres permanecem mais tempo em suas casas e estdo,
portanto, mais protegidos contra o vetor (5,147). No entanto, os autores ndo descartam a
possibilidade de uma modulagdo determinada geneticamente e susceptibilidade ligada ao sexo

para LV. A hipotese fisiologica sugere que os fatores hormonais influenciam a susceptibilidade
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a LV, como por exemplo, as interacdes entre os hormonios sexuais, principalmente de
testosterona e os seus efeitos no sistema imunitario, fazem os machos mais susceptiveis a
infeccdes (146). Adolescentes do sexo masculino tém 63% mais risco do que do sexo feminino
para adquirir a doenga. Além disso, os homens tém trés vezes mais chance de adquirir LV que
uma mulher em idade fértil (146).

Estudos avaliaram os fatores de risco para a LV canina e encontraram também maior
prevaléncia em cdes machos (53,63,148). Porém, ha poucos estudos sobre caes que demostram
predisposicao sexual, racial ou idade relacionadas com esta infeccdo (147). Na nossa pesquisa,
foi encontrado maior percentual de animais machos sorologicamente positivos para LV entre
os anos de 2008 a 2014.

A analise da distribui¢do espacial dos casos de cdes e humanos com LV nos distritos de
Aracaju informa que a doenga nos cdes ocorre proxima as areas com casos humanos. Assim a
presenca de cdes infectados pode manter a transmissdo de L. infantum entre as espécies,
aumentando a incidéncia de LV em cdes e em seres humanos, causando um impacto direto
sobre o programa de controle da doenca (14,16,43,148).

Vale ressaltar que e cdes doentes na zona urbana do municipio podem favorecer a
ocorréncia de casos de LV em seres humanos, uma vez que a infec¢@o canina precede a doenga
em seres humanos e consequentemente contribui para disseminacdo na populagao (11,51,143).

O diagnostico canino no municipio de Aracaju ¢ realizado através da busca ativa e o
inquérito por amostragem, normalmente ¢ realizado no bairro o qual residem familiares de
pacientes notificados e confirmados com LV. Embora estes dados indiquem que ha uma
transmissdo de ambos os mamiferos nas mesmas areas, ndo significa que nas areas sem
ocorréncia de casos humanos, ndo exista infeccao em caes.

Esta informacgao ¢ capaz de subsidiar estratégias de interven¢des combinadas em niveis
municipais, do Ministério da Satide e Centro de Controle de Zoonoses direcionado para as areas
mais afetadas, o que pode reduzir o custo-eficacia das medidas de controlo para combater a
leishmaniose.

O geoprocessamento provou ser um método muito util para definir dreas de risco,
permitindo observar em quais locais € necessario maior controle da doenca e demonstra a
necessidade de acompanhamento e estratégias de prevencao (64,149). A distribuigdo espacial
dos casos e andlise de uso do solo permite também abordar os determinantes epidemiologicos
que interferem na transmissao da doenca.

A analise espacial dos casos de LV em Aracaju entre os anos de 2008 a 2014 apontam

para a existéncia de trés regides como as principais dreas de transmissdo da doenga no
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municipio: Zona de expansao, zonas periféricas e Zona Norte. No ano de 2014 foi observado
através de satélite que a zona norte apresentou um aglomerado de casos de LV em humanos.
Estas regides tém peculiaridades ambientais (desmatamento, alta umidade e quintais com
acamulo de detritos e vegetacdo) e condigcdes socioecondmicas desfavoraveis que justificam
uma maior transmissao da doenga nestes bairros.

Outros estudos também mostram que as taxas de incidéncia de LV, o perfil e os
indicadores socioecondmicos e demograficos sdo espacialmente correlacionados, indicando
que os surtos estdo associados com as condi¢des precarias (33,149,150). Alguns autores
estudaram a urbanizagdo da LV e relataram que a ocorréncia da doenga resulta tanto das
condi¢des precarias existentes na periferia das cidades, como a articula¢do destas areas com o
ambiente rural (57,64,151). Além disso, o quadro de exclusdo social € crucial para as politicas
econdmicas e sociais que contribuem para a formagao de uma transicdo epidemioldgica, com
transferéncia do meio rural para o ambiente urbano (6,140). Os fatores locais que interagem
com as condigdes de pobreza, permitem nio s6 o aumento da incidéncia e morbidade da LV,
mas também a expansdo geografica e geracdo de diferentes cenarios epidemiologicos

(3,64,152).

5. CONCLUSAO

A LV em Aracaju estd em crescente urbaniza¢do, o municipio apresenta um cenario
preocupante em relagdo a distribuicdo, transmissdo e manutengdo da doenca. No entanto, os
conhecimentos adquiridos a partir desse estudo podem ser usados em estratégias de intervencao

no controle desta doenga em Aracaju.
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1. OBJETIVOS

1.1 Geral

Avaliar a formagdo das NETs em humanos e cdes em resposta a infec¢do por L.

infantum;

1.2 Especificos

1 Avaliar a indugdo de NETs em neutr6filos humanos e caninos, estimulados com L.
infantum;

Hipotese: O estimulo ou infec¢do com L. infantum é capaz de induzir libera¢do de NETS.

2 Comparar a indugdo de NETs em neutréfilos obtidos de pacientes tratados para LV e
individuos DTH+, estimulados com L. infantum;
Hipotese: Individuos assintomaticos DTH+ produzem maior quantidade de NETs como

mecanismo de resisténcia a doenga e eliminagdo do parasito do que os que apresentaram LV.

3 Verificar o papel das NETs no controle da carga parasitaria in vitro em neutréfilos
humanos;

Hipotese: A liberagdo de NETs pelos neutrofilos de humanos controlam melhor o parasitismo.

4 Comparar a inducdo de NETs, apds estimulo com L. infantum em caes
sorologicamente positivos para LV assintomaticos e sintomaticos para a doenga;

Hipotese: Cdes assintomdaticos produzem maior quantidade de NETs do que os sintomdticos.

5 Verificar o papel das NETs no controle da carga parasitaria in vitro em neutréfilos
caninos.

Hipotese: A liberagdo de NETs pelos neutrofilos de cdaes controlam melhor o parasitismo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho dos objetivos 1; 2; 354 e 5

Grupo Grupo
experimental experimental
Humanos Caes
Controle sadios Palaentes 30 dias Individuos DTH* Controle sadios C"Tes sam .LV C.aes com L
(n=22) apos o tratamento (n=10) (n=10) assintomaticos sintomaticos
(n=25) (n=12) (n=20)
Separagdo dos
neutrdfilos
Infecgdo com =
L.infantum por 1h -
e 30 min. vl
Quantificago Cargal parasitaria / \
apos 24 e 48 d
NETs {
horas .J

Figura 11: Desenho experimental do objetivo 1;2; 3;4 ¢ 5.

2.2 Grupos experimentais

A avaliacdo de NETS nos seguintes grupos experimentais: Humanos: 1-Controle sadios;
2- Pacientes tratados para LV (mais de 30 dias de tratamento) e 3- individuos DTH+ (entraram
em com contato com o parasito e ndo desenvolveram a doenga). Para os caes 1- Controle sadios;
2- Assintométicos (sorologicamente positivos para LV e com auséncia de sinais clinicos da

doenga) e 3- Sintomaticos (sorologicamente positivos para LV e com sinais clinicos da doenga).

2.2.1 Sele¢ao dos humanos

Os pacientes com leishmaniose visceral que participaram do estudo foram selecionados
no Hospital Universitario (HU) da Universidade Federal de Sergipe (UFS), sendo este hospital
referéncia para a LV em Sergipe.

Para inclusdo nos grupos experimental os doentes com LV foram confirmados através

do teste sorologico (Rk39- KalazarDetect® Rapid Test) e/ou aspirado de medula ¢ssea com



48

cultura positiva para Leishmania no meio NNN (Sigma Aldrich®). Os critérios de exclusdo
utilizados foram gravidez, diabetes e pacientes com o virus da imunodeficiéncia adquirida
(HIV).

Individuos DTH+ foram familiares ou vizinhos dos pacientes com LV que ndo tinham
sintomas de LV, mas que apresentaram teste de intradermoreag¢dao de Montenegro positivo para
leishmaniose visceral.

Os humanos que participaram do estudo foram avaliados clinicamente e apos avaliagdo
médica foi coletado 20 ml de sangue e armazenado em tubo plastico com anticoagulante
(Heparina 1%).

Para quantificagdo das NETs foram selecionados: controle sadios (n= 22); pacientes
tratados para LV apos 30 dias (n= 25) e individuos DTH + (n= 10) e para leitura da carga
parasitaria: controle sadios (n= 9); pacientes tratados para LV apos 30 dias (n= 6) pacientes

tratados para LV apods 180 dias (n=12) e individuos DTH + (n=12).

2.2.2 Selecao dos caes

A realizagdo desse trabalho existe uma parceria do laboratério de biologia molecular da
Universidade Federal de Sergipe (UFS) com o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do
municipio de Aracaju- SE.

A sele¢do dos animais foi feita através do diagnostico laboratorial preconizado pelo
Ministério da satde (nota técnica n. 01/2011 do Ministério da Satde - SVS/MS) sendo o exame
de triagem o teste de imunocromatografia Dual Path Platform DPP® (Bio-Manguinhos®) e
como confirmatério o exame soroldogico de ensaio imunoenzimatico (Enzyme linked
Immunosorbent Assay, ELISA).

Como critérios de inclusdo, foram utilizados cdes com ou Sem Raca Definida (S.R.D)
de 2 a 10 anos de idade, machos ou fémeas que foram diagnosticados com leishmaniose visceral
canina (LVC).

Os animais com exames sorologicamente positivo para LVC foram avaliados
clinicamente e divididos em grupo assintomaticos e sintomaticos. Os animais sadios também
passaram por avaliacdo clinica veterinaria e deveriam apresentar vermifugos e vacinas
atualizados. Apos avaliacdo era coletado 5 a 10 ml de sangue do cdo, por pun¢do da veia cefalica
ou jugular do animal e colocado em um tubo plastico com o anticoagulante Heparina (1%).

Os tubos foram acondicionados em um local refrigerado e levados para o laboratorio

de biologia molecular do Hospital Universitario, da Universidade Federal de Sergipe (UFS).
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Para quantificacdo das NETs foram selecionados: caes sadios (n= 10); assintomaticos
(n= 12) e sintomaticos (n= 20) e para leitura da carga parasitaria: cdes sadios (n= 8);

assintomaticos (n= 7) e sintomaticos (n=11).

2.3 Separacao dos neutrofilos

Os neutrofilos foram separados do sangue periférico por gradiente de Ficoll
Histopaque® (Sigma). Assim para o sangue de humanos foi utilizado o Ficoll de densidade
1,077. Para os caes utilizado o Ficoll de densidade 1,119 e depois o 1,077.

Tanto para humanos e cdes o sangue total ¢ dispensado sob o gradiente de Ficoll, sendo
a concentragdo de ficoll e sangue (1:1). Depois centrifugacdo a 400 rcf (Relative Centrifugal
Force) durante 30 minutos sem freio e aceleracdo, a temperatura de 23°C. Apds a centrifugacao
os granuldcitos estavam acima dos eritrocitos. Os neutréfilos eram coletados e hemolisados
com solucdo de lise hipotonica e apds 6 minutos de movimentos para homogeneizacao e lise
das células era feito uma centrifugacao a 400 rcf durante 10 minutos com freio e aceleragdo, a
temperatura de 23°C, apds a lise as células os neutréfilos eram lavados com PBS® Sigma
(Phosphate Buffered Saline) e centrifugadas a 400 rcf por 10 minutos, a temperatura de 23°C.
Depois de purificados os neutrdfilos ressuspendidos em Imililitro (ml) de meio RPMI 1640

(Sigma).

2.4 Parasitos

Promastigotas de L. infantum foram descongeladas e mantidas a 26°C em meio
Schneider®Sigma suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina.

As culturas de Leishmanias foram mantidas em estufa BOD e para os experimentos
foram utilizadas culturas de fase estacionaria com 5 ou 6 dias de cultivo.

Para experimento de humanos foram utilizadas Leishmanias extraidas de humanos com
LV e para o estudo em cdes foram utilizadas Leishmanias extraidas de cdes com LV.

Antes da infec¢do os parasitos foram descongelados e lavados com PBS® Sigma. Sendo
utilizado para humanos: dez neutréfilos para uma Leishmania (1; 0,1); um neutréfilo para uma
Leishmania (1:1) e um neutroéfilo para dez Leishmanias (1:10) e para os caes um neutréfilo para
uma Leishmania (1:1) e um neutréfilo para cinco Leishmanias (1:5) (Adaptado da metodologia

de Guimaraes-costa et al., 2009).
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2.5 Estimulo dos neutroéfilos com parasitos

Os neutrofilos foram incubados com ou sem promastigotas de Leishmania infantum em
estufa incubadora de CO; a 35%. Ap6s 90 minutos, foi realizada a centrifugagio a 400 rcf por
10 minutos com temperatura de 4°c, retirado o sobrenadante, sendo este armazenado a- 20°
para posterior quantificagdo das NETs na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), no

Laboratério de Imunobiologia das Leishmanioses.

2.6 Quantificacao das NET's

Esse estudo foi realizado em parceria do Laboratorio de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Sergipe (UFS) e Laboratorio de Imunobiologia das Leishmanioses na
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), coordenado pela professora Dra Elvira Maria
Saraiva.

O DNA existente no sobrenadante do estimulo/ infec¢ao (leishmania e neutréfilo) e dos
neutrofilos como controle, dos grupos experimentais do estudo foi quantificado pelo kit
Picogreen dsDNA (Invitrogen) de acordo com as informagdes do fabricante. A leitura foi
realizada através da Spectramax® Paradigm®, no laboratério de imunobiologia das

leishmanioses da UFRJ.

2.7 Carga parasitaria

A carga parasitaria dos neutrofilos infectados com L. infantum foi determinada pela
adaptacdo da técnica da dilui¢do limitante (153). Depois de coletado o sobrenadante da infec¢do
para quantificagdo das NETs, o sedimento foi ressuspendido em 1ml com o meio Schneider e
realizada a diluicdo limitante de 1 até 10°. O experimento foi feito em triplicata e armazenado
em uma placa de 96 pogos na estufa a 26° c. A leitura da placa foi realizada em 24 horas e 48
horas, avaliando-se a presenga do parasito nos pocos. O numero de parasitos viaveis foi

determinado pela méxima dilui¢do na qual foram encontrados.

2.8 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prisma (versao

6). Os dados foram avaliados quanto as diferencas estatisticas, utilizando alguns testes a
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depender dos resultados obtidos. Na comparacdo entre dois grupos quando os dados foram
pareados e paramétricos foi realizado o teste t pareado, e quando ndo paramétricos utilizado o
teste de Wilcoxon pareado. Quando os dados foram ndo pareados e paramétricos, foi utilizado
teste t ndo pareado e quando ndo paramétricos o teste realizado foi o de Mann-Whitney.

Para a correlacdo entre a liberacdo de NETSs e carga do parasito foi utilizada correlagdo
de Spearman. Intervalos de confianca de 95% e valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

2.9 Aspectos éticos

Foram respeitadas as boas praticas de pesquisa, estando a equipe a disposi¢do para
solucionar quaisquer duvidas antes e depois do consentimento dos humanos que participaram
do projeto e dos proprietarios de caes.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Sergipe, sendo o CAAE-0123.0.107.000.11 e pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) da UFS, sendo o namero 96/2011.

3. RESULTADOS

3.1 Resultados do objetivo 1

1 Avaliar a indug¢do de NETs em neutrofilos humanos e caninos, estimulados com Leishmania

infantum;

Embora ja tenha sido observado que neutrdfilos sejam capazes de liberar NETs com a
presenca de Leishmanias (26,128), ndo foi constatado a liberagdo de NETs em humanos e caes
infectados com L. infantum.

Nesse estudo, foi realizado uma curva para padronizacdo dos experimentos, assim
utilizamos dez neutréfilos para uma Leishmania, concentragao de (1:0,1); um neutréfilo para
uma Leishmania (1:1) e um neutréfilo para dez Leishmanias (1:10), nos grupos controle sadios

e tratados para LV (26) (Figura 12).
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Figura 32. Liberacdo de NETs em neutr6filos de humanos controles ndo infectados com LV
(A), pacientes tratados para LV (B) e individuos DTH+ (C). Neutréfilos de individuos controles
aparentemente sadios e de pacientes com 30 dias pds-tratamento de LV com antimonial
pentavalente foram isolados por gradiente de centrifugacdo com Ficoll-Hypaque e estimulados
por 90 minutos com promastigotas de L. infantum. As Nets foram dosadas pelo método de
picogreen nos sobrenadantes dos grupos experimentais, sem estimulo e expostos a dez
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neutroéfilos para uma Leishmania, concentracao de (1:0,1); um neutrofilo para uma Leishmania
(1:1) e um neutréfilo para dez Leishmanias (1:10) (*Teste Wilcoxon pareado).

Ap6s o estimulo com L. infantum, houve liberagdao de NETs pelos neutréfilos humanos.
As NETs sdo liberadas em maior quantidade, quando existe a exposi¢do de uma Leishmania
para um neutrofilo, nos individuos controle sadios (Figura 12 A). No grupo de pacientes
tratados para leishmaniose também houve um aumento na liberagdo de NETs, quando os
individuos foram expostos na concentragdo de 1:1, apesar de ndo existir diferenga estatistica
(Figura 12 B), porém nos individuos DTH positivos ndo houve diferenca na liberacdo de NETs
apos estimulos com L. infantum (Figura 12 C).

Uma tendéncia a diminui¢do na liberagdo de NETs no grupo de humanos controles e
tratados para LV foi observada quando um neutréfilo era exposto a 10 Leishmanias (Figura 12
A e B), embora os dados ndo apresentem significancia estatistica devido ao tamanho amostral.

A concentracdo que teve maior liberagdo de NETs no grupo controle foi a de 1:1,
embora ndo haja diferencas no grupo tratados com LV entre as razdes 1:0,1 e 1:1 Os
experimentos com humanos foram realizados com a razdo 1:1 (1 neutréfilo para 1 Leishmania).

A liberagdo de NETs foi relatada recentemente em cdes com anemia hemolitica
(JEFFERY et al., 2015). Porém esta liberacao de redes extracelulares de neutréfilos ainda ndo
foi descrita em caes infectados com L. infantum. Assim, foram realizados experimentos para
observar se a presenca de Leishmania induz a liberagdo de redes extracelulares de neutrofilos
nesses animais. Observamos que os neutrofilos de caes controles sadios ndo liberam NETs apos
estimulo com L. infantum. No entanto, cdes com LV liberam NETs quando estimulados com

Leishmania in vitro (Figura 13).
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Figura 43. Liberacdo de NETs em neutréfilos de caes controles sadios (A) e com LV (B).
Neutrofilos de cdes controles aparentemente sadios e de caes com LV foram isolados por
gradiente de centrifugacdo com Ficoll-Hypaque e estimulados por 90 minutos com
promastigotas de L. infantum. As NETs foram dosadas pelo método de picogreen nos
sobrenadantes dos grupos experimentais, sem estimulo e expostos a um neutrofilo para uma
Leishmania (1:1) e um neutrofilo para cinco Leishmanias (1:5) (*Teste Mann- Whitney).

Quando comparamos a liberagdo de NETs nas duas espécies, utilizando os humanos e
caninos aparentemente sadio, observamos que a indugao da liberagdo de NETs ¢ bem maior em

neutr6filos humanos do que nos de caes (Figura 14).
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Figura 14. Liberacdo de NETs em neutrofilos de humanos e caes controles sadios. Neutrofilos
de humanos e caes controles aparentemente sadios foram isolados por gradiente de
centrifugacdo com Ficoll-Hypaque e estimulados por 90 minutos com promastigotas de L.
infantum. As NETs foram dosadas pelo método de picogreen nos sobrenadantes dos grupos
experimentais, sem estimulo e expostos a um neutrofilo para uma Leishmania (1:1) (*Teste
Man-whitney).

3.2 Resultados dos objetivos 2 e 3

2 Comparar a indugcdo de NETs em neutrofilos obtidos de pacientes tratados para LV e

individuos DTH+, estimulados com Leishmania infantum;

3 Verificar o papel das NETs no controle da carga parasitaria in vitro, em neutrofilos humanos

Observamos que os individuos DTH + s3o os que produzem menor quantidade de NETs
sem estimulo, quando comparados aos pacientes tratados para LV (Figura 15 A), com a
exposi¢ao a Leishmania, os individuos DTH+ também sdo os que liberam menos NETs, quando
comparado entre os grupos (Figura 15 B).

Os individuos DTH+, além de ser o grupo o qual os neutrdfilos liberam menor
quantidade de NETs, a Liberagdo das redes de neutrofilos destes nao ¢ influenciada com a

presenca da Leishmania.
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Figura 15. Liberagdao de NETs em neutréfilos de controle sadios, pacientes tratados para LV e
individuos DTH+, sem estimulo NO (A) e apos estimulo com L. infantum (B). Neutrofilos de
individuos controles aparentemente sadios, de pacientes com 30 dias pos-tratamento de LV com
antimonial pentavalente e de individuos DTH+ sem sinais de LV foram isolados por gradiente
de centrifugacdo com Ficoll-Hypaque e estimulados por 90 minutos com promastigotas de L.
infantum. As Nets foram dosadas pelo método de picogreen nos sobrenadantes dos grupos
experimentais, sem estimulo e expostos um neutr6filo para uma Leishmania (1:1) (*Teste
Mann-Whitney).

Os neutrofilos sdo as primeiras células que chegam ao local da injaria provocada pela
picada do inseto na leishmaniose visceral, sendo um dos objetivos destes granuldcitos fagocitar
os parasitos inoculados pelo flebotomineo (108) e como ja foi demonstrado por GUIMARAES-
COSTA et al., 2009 que NETs podem apreender e matar L. amazonensis foi realizado um
experimento para observar se o neutréfilo poderia controlar a quantidade de parasitos, nas
primeiras horas ap6s infec¢do. Assim, foi analisada a carga parasitaria, por diluicdo limitante,

em 24 e 48 horas, apds estimulo de um neutro6filo para uma Leishmania, em humanos controles
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sadios, pacientes tratados para LV e DTH+ sendo observada a carga parasitria, por dilui¢do
limitante.

Observamos que ap6s 24 e 48 horas os neutrofilos dos individuos DTH positivos
apresentam menor quantidade de parasitos, quando comparados aos dos controles sadios e
pacientes tratados para LV. Além disso, os individuos tratados para LV apresentam as maiores

cargas parasitarias quando comparados aos outros grupos (Figura 16).
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Figura 56. Anélise da carga parasitaria de neutréfilos de individuos controle sadios, pacientes

tratados para LV e DTH+, apds estimulo do neutrofilo com uma L. Infantum em 24 (A) e 48
horas (B). Neutréfilos de individuos controles aparentemente sadios, de pacientes com 30 dias
pos-tratamento de LV com antimonial pentavalente e de individuos DTH+ sem sinais de LV
foram isolados por gradiente de centrifugagdo com Ficoll-Hypaque e estimulados com
promastigotas de L. infantum (razdo de 1 neutrofilo:1 Leishmania). A carga parasitaria desses
experimentos foi analisada através da técnica de diluicdo limitante apos 24 e 48 horas apds
(*Teste Mann-Whitney).

Como foi observado que os individuos tratados para leishmaniose visceral apresentaram

maior carga de parasitos do que os controles sadios e DTH+ analisamos se haveria diferengas
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nas cargas parasitarias de pacientes apds maior tempo do inicio do tratamento (D30 e D180),
visando esclarecer se os neutrdfilos de individuos que desenvolveram a doenga estariam
comprometidos devido a doenga recente e voltariam com um tempo de 180 dias conseguir
controlar a carga parasitaria.

Alternativamente, estes neutréfilos podem ter um defeito geneticamente determinado e
apresentarem maior susceptibilidade ao parasito. Assim dividimos os grupos de humanos
tratados para LV naqueles que possuiam 30 dias e 180 dias apos o inicio do tratamento com
antimonial. Observamos que ndo houve diferenca entre esses grupos no controle da carga

parasitaria de L. infantum in vitro (Figura 17).
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Figura 67. Analise da carga parasitaria de neutrofilos de individuos 30 e 180 dias ap6s o inicio
do tratamento para LV, com estimulo L. infantum. Neutréfilos de pacientes com 30 dias e 180
dias apds o inicio do tratamento de LV com antimonial pentavalente foram isolados por
gradiente de centrifugagdo com Ficoll-Hypaque e estimulados com promastigotas de L.
infantum (razdo de 1 neutrofilo: 1 Leishmania). A carga parasitaria desses experimentos foi
analisada através da técnica de diluicdo limitante apos 24 (A) e 48 horas (48h) depois da
infecgao.
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3.3 Resultados dos objetivos 4 e 5

4 Comparar a inducdo de NETs, apos estimulo com L. infantum nos cdes sorologicamente

positivos para LV assintomaticos e sintomaticos,

5 Verificar o papel das NETs no controle da carga parasitaria in vitro em neutrdfilos caninos.

Foi também comparada a quantificagdo de redes extracelulares de neutréfilos (NETs)
nos sobrenadantes de neutréfilos de caes sadios, sorologicamente positivos para leishmaniose
visceral sintomaticos e assintomaticos, sem estimulos (NO) e expostos a Leishmania infantum

sendo utilizado um neutrofilo para uma Leishmania (1:1) (Figura 18).
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Figura 187. Liberacdo de NETs em neutréfilos de cdes controle sadios sorologicamente
positivo para leishmaniose assintomaticos e sintomaticos sem estimulo NO e expostos a L.
infantum, sendo um neutroéfilo para uma Leishmania (1:1).

Na andlise foi observado que a liberagdo de NETs em caes sorologicamente positivos para
LV apresentaram um aumento, apesar de ndo ser significativamente estatistico, resolvemos
aumentar a quantidade de Leishmanias utilizada no estimulo, expondo um neutréfilo a cinco
Leishmanias 1:5, foi observado que os cdes sintomaticos para LV, produzem mais NETs,

quando um neutrofilo, foi exposto a cinco Leishmanias (Figura 19).
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Figura 19. Liberacao de NETs em neutréfilos de caes controle sadios sorologicamente positivo
para leishmaniose assintomaticos e sintomaticos sem estimulo NO e expostos a L. infantum,
sendo um neutroéfilo para cinco Leishmanias (1:5) (*Teste Wilcoxon pareado).

Foi observada a carga parasitaria, por diluicdo limitante na concentrag¢do de 1 neutréfilo

para 1 Leishmania (1:1), em 24 e 48 horas, em caes sadios, assintomaticos e sintomaticos para

LV. Apos 48 horas os neutréfilos dos individuos sintomaticos, apresentaram maior quantidade

de parasitos, quando comparado a caes sadios e assintomaticos (Figura 20).



1045
L
P 103 A
.g ° A
s ° AA
p 102 -
o
& ° A
s ° — . ————
© 107 A
O
1004
Controle 1:1 Assint.1:1 Sint. 1:1
105- *p = 0,02
*p = 0,01
. |
@ 104 A
o
~
g AA
© 103 ° ] AA
S o0 u AAAA
it
= i
o 2
5 1024 (X} —
o
©
2
S 1]
o 10
100 T L T
Controle 1:1 Assint. 1:1 Sint. 1:1

61

Figura 80. Analise da carga parasitéria feita através da dilui¢ao limitante, de neutréfilos de caes
sadios, assintomaticos e sintomaticos para LV, com estimulo L. infantum, sendo utilizado uma
concentracdo de um neutrofilo para uma Leishmania (1:1).

4. DISCUSSAO

O segundo objetivo geral do nosso estudo ¢ avaliar a liberagdo de redes extracelulares

de Neutrofilos (NETs), bem como o papel desta rede no controle do parasitismo in vitro.

Foi demonstrado que promastigotas de L. amazonensis e L. donovani induzem a

liberagdo de NETs (26,128), entretanto ndo existem estudos observando a liberacdo de redes de

neutrofilos em individuos com a leishmaniose visceral e correlacionando este mecanismo com

a carga do parasito. Este ¢ o primeiro trabalho que demonstra a liberagdo de NETs in vitro,

induzida por L. infantum, em humanos e caes com LV. Vdrias espécies de Leishmania podem

induzir leishmanioses em seres humanos e animais. No entanto, apesar de pertencerem ao

mesmo género, algumas espécies de parasitas sdo diferentes geneticamente (154).
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Observamos que como ocorre com a L. amazonensis (26) e L. donovani (128) a presenca
de L. infantum induz a liberacdo de NETs em humanos sadios. CARLSEN et al., 2015a relatam
que amastigotas de L. braziliensis induzem maior ativagdo de neutro6filos, burst oxidativo,
degranulagdo e liberagdo de citocinas do que amastigotas de L. amazonensis, desse modo
podemos associar que diferentes espécies de leishmanias podem induzir diversas quantidades
de NETs.

A interagdo in vitro de neutréfilos e promastigotas de Leishmania leva a liberacdo de
NETs por estes granulocitos. Estas redes podem apreender as promastigotas no local da
inoculagdo, facilitando assim a apreensdo das Leishmanias pelos fagdcitos (26,125,128,132),
além disso, a incubacdo de alguns protozoarios com sobrenadante de NETs faz com que estes
tenham uma atenuacao da viruléncia do parasito, com a diminui¢do da capacidade de invasdo e
replicagdo deste (24).

Em caes foi demonstrado que ocorre maior liberacdo de NETs em animais com LVC
quando neutrofilos sdo expostos a uma razdo de uma célula para cinco Leishmanias. Um
trabalho recente observou a liberacdo de NETs por neutrofilos de cies saudaveis e com anemia
hemolitica imunomediada, quando estimulados com acetato miristato de forbol (PMA) (32).

Porém foi observado que caes quando expostos a L. infantum in vitro liberam menor
quantidade de NETs, quando comparado a humanos com LV, provavelmente cada espécie de
individuos apresente diferencas na quantidade de NETs liberada, como por exemplo de NETs
liberadas em bovinos, peixes, aves e gatos (23,28,29,31). Apesar do desenvolvimento da LVC
depender em parte da resposta imune e a imunidade inata ter um papel importante na protecao
da doenga (155) a resposta imunologica nos cdes com leishmaniose ainda ndo esta
caracteristicamente bem definida (97,156). E a maioria dos cdes ndo conseguem controlar a
infec¢@o apropriadamente. Neste sentido, ¢ possivel que uma menor liberagdo de NETs quando
comparado ao homem pode justificar a maior susceptibilidade desses animais a doenga.

No presente estudo foi observado que individuos DTH+ liberaram uma menor
quantidade de NETs nos neutrofilos e o estimulo da Leishmania ndo leva a liberacdo das NETs,
quando comparados aos individuos controles sadios e pacientes tratados para LV. Quando
analisamos as cargas parasitarias dos neutrofilos nestes experimentos, os pacientes tratados para
LV sdo os que apresentam maior quantidade do parasito, e os individuos DTH+ sdo os que
conseguem controlar melhor a carga parasitaria da L. infantum Assim, esses dados nos sugerem
que a Netose ndo € um mecanismo de protecdo importante para os individuos DTH+.

Além disso, alguns estudos relataram que a grande quantidade de NETs no organismo

pode levar a danos nos tecidos dos hospedeiros (134,157), causando vasculites (158), hepatite
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(159), tromboses (160), pode estar associada a algumas doencas como parkinson e alzheimer
(161), além de estar envolvida na progressao do cancer (162). Um recente estudo afirma que a
liberacdo de NETs ndo ¢ importante para eliminagdo de L. major e que a auséncia ou menor
quantidade de redes extracelulares pode favorecer a integridade tecidual do hospedeiro (135).

A resposta DTH positiva estad associada ao desenvolvimento de uma resisténcia
adquirida a leishmaniose, assim a prote¢do dos DTH+ pode estar relacionada a outros
mecanismos imunolégicos, controlados pela genética desses individuos (163). Como a carga
parasitaria dos neutréfilos nesses individuos ¢ menor do que os humanos que apresentaram LV,
outros mecanismos do neutréfilo devem estar envolvidos no controle dos parasitos, a exemplo
de enzimas e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (77), porém serdo necessarios mais
estudos, para elucidar quais mecanismos de defesa dos neutréfilos sdo utilizados pelos
individuos DTH+ para controlar o parasito. Além disso, considerando o nimero pequeno de
individuos DTH+ avaliados, a confirmagdo desses achados com um numero maior de
individuos deve ser realizada.

O tempo do inicio do tratamento dos pacientes com LV ndo influencia no controle da
carga parasitaria, ja que individuos com 30 dias e 180 dias apds tratamento ndo apresentam
diferencas significativas com relagdo a carga parasitaria. Assim sugerimos que estes individuos
apresentem alguma alteragdo genética nos neutrofilos, pois ndo conseguem controlar de forma
eficaz o parasito nas primeiras horas apds infeccdo. Alguns autores afirmam que genes de
suscetibilidade podem influenciar no desenvolvimento ou ndo da LV (77,164,165).

Em cédes sintomdticos e assintomaticos para LV houve uma tendéncia a aumento na
liberagcdo de NETs quando estimulados com uma Leishmania para um neutréfilo (1:1), apesar
de ndo apresentar diferenca estatistica. Quando estas células foram expostas a cinco
Leishmanias para um neutréfilo (1:5) in vitro, foi observado que apenas os neutréfilos de caes
sintomaticos mostraram aumento significativo.

Pode ser que a liberagdo de NETSs seja uma tentativa de eliminar a leishmaniose em caes
que ja estdo com leishmaniose visceral, ou que talvez seja um marcador de progressdo da
doenga. (31) demonstraram que o mecanismo de liberagdo de NETs € superativado em gatos
sintomaticos para o virus da leucemia felina (FELV) e estimulados com L. amazonensis,
quando comparado a gatos negativos ou assintomaticos para FELV. Assim, os autores
comentam que esse mecanismo pode ser considerado um biomarcador da progressdo da doenga
na infec¢do por FELV. Em um trabalho recente foi demonstrado um aumento na liberagdo de

NETSs em caes com anemia hemolitica (32).
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As formas clinicas da LV s3o moduladas por diversos fatores proprios do individuo
infectado, como estado nutricional e idade, além, do padrdo de resposta imune (77,164,165).
Os caes suscetiveis a LV s3o caracterizados por uma resposta imune exacerbada,
imunossupressdo celular e sinais clinicos da doenga (166,167).

A presenca de NETs ja foi associada com complicagdes clinicas em algumas doengas.
Segundo WONG et al, 2015, as redes podem prejudicar a cicatrizagdo de feridas,
particularmente em individuos com diabetes. E a liberagdo de Nets na pneumonia pode
aumentar as lesdes pulmonares (169), sendo que sinais como presenca de feridas, dermatites,
tosses e pneumonias sdo caracteristicos de cdes com LVC (88), assim a maior produgdo de
NETSs em cées sintomaticos para LV pode estar associada a clinica desses animais.

Uma regulacdo na liberagdo de NETs ¢ necessaria para limitar os danos colaterais. O
menor tamanho das redes podem minimizar os danos teciduais causados por estas redes (157).

Quando analisado a carga parasitaria em caes, foi observado que em 48 horas, os caes
com sinais clinicos de leishmaniose foram os que apresentaram maior quantidade de parasito.

Caes com muitos sinais clinicos de leishmaniose apresentaram maior quantidade de
DNA de Leishmania nos ganglios linfaticos, o que indica uma relagdo positiva entre a carga do
parasito e manifestagdes clinicas da doenga (170).

Alguns autores afirmam que a viabilidade dos neutréfilos variam com a fase de
leishmaniose visceral canina e sugerem que a diminui¢do na quantidade de neutréfilos danifica
a primeira linha de defesa do organismo, favorecendo a ocorréncia de infec¢des (113)

Como resultado de um processo de co-evolugdo longo de hospedeiro-parasito, a
Leishmania utiliza diferentes estratégias para o estabelecimento da infec¢do. Somente através
da evasdo do sistema imunolégico a Leishmania pode completar o ciclo de vida e sobreviver
no hospedeiro vertebrado (18,34,128).

O parasito L. donovani evade da atividade microbicida das redesde neutrofilos e
Guimaraes-costa et al., 2014 afirmam que a enzima 3 nucleotidase/ nucleasse que existe no
parasito e participa da nutricdo dos protozodrios faz com que estes protozoarios escapem do
atividade das redes (128). Com isso foi demonstrado que mesmo que as leishmanias induzam a
liberacdo de redes de neutrofilos, estes parasitos ja apresentam mecanismos de evasdo para as
armadilhas.

Em conclusdo, os dados do presente estudo nos sugere que uma maior quantidade de
NETs ¢ liberada pelos humanos e caes que apresentaram ou apresentam LV. E que o controle
da infec¢do in vitro ndo ¢é feita pelas NETs. Os individuos DTH+ produzem menor quantidade

de NETs quando estimulados ou ndo com L. infantum, no entanto, considerando o numero
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pequeno de DTH+ incluidos no estudo, esses dados devem ser confirmados, bem assim os
mecanismos envolvidos no controle da infec¢do melhor elucidados. A quantidade de parasitos
apos 48 horas de infec¢ao do neutrofilo ¢ menor em humanos DTH+ ¢ maior em cdes com

sintomas clinicos da LVC.
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5. CONCLUSAO

A Liberagdo de redes extracelulares varia de acordo com a forma clinica da LV em
humanos e caes. O presente estudo ndo demonstra que a liberagdo de NETs ¢ eficiente no
controle da L. infantum. Assim, novos estudos devem ser realizados para avaliar outros

mecanismos que os neutrofilos podem utilizar para controle deste parasito.
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6. PERSPECTIVAS

1. Aumentar o niimero de individuos DTH+ para quantificacdo de NETs e dosar a quantidade

das redes na razao de um neutréfilo para dez Leishmanias;

2. Dosar outros produtos dos neutrofilos que possam ter agdo anti-parasitaria, a exemplo de

enzimas como elastase, mieloperoxidase;

3. Verificar a/as via/as de sinalizacdo para a liberagdo das NETs, desencadeadas pelo estimulo

com Leishmania;
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ANEXO C- Termo de consentimento livre e esclarecido de humanos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do Projeto: Avaliagdo Epidemioldgica, Clinica e Imunolégica de familiares e pacientes
com Leishmaniose Visceral.
NOME DO PACIENTE:

N° do Projeto:

Investigador Principal: Roque Pacheco de Almeida, Hospital Universitario da UFS, Aracaju-
Sergipe-Brasil. Este documento explica um estudo de pesquisa e pede a sua permissao para o(a)
senhor(a) ou seu (sua) filho(a) participar desta pesquisa. Se o(a) senhor(a) for pai/mae ou
guardido de uma crianga abaixo de 18 anos, que foi convidado a participar desta pesquisa, a
palavra “vocé” neste documento se refere ao seu filho. Ao final da explicagdo, pediremos ao
senhor(a) para assinar este documento, caso concordem participar desta pesquisa.

Convite e Objetivo: Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo ¢é
identificar familiares de pacientes com diagndstico de Leishmaniose visceral que foram
atendidos no Hospital Universitario. Apos lhe ser explicado o que contém neste documento,
vocé pode perguntar tudo sobre a pesquisa a seu médico. Todos os familiares desses pacientes
serdo convidados a participar do estudo. Caso decida participar do estudo, vocé sera solicitado
a assinar este consentimento.

Participacio voluntaria: Sua participagdo ¢ 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 afetard de modo algum qualquer tratamento que vocé estiver
recebendo no Hospital Universitério.

Finalidade do estudo: Identificar individuos assintomaticos que residem no mesmo ambiente
de pacientes com leishmaniose visceral através da resposta ao teste de Montenegro e Sorologia
positiva para L. infantum, avaliando também a resposta imune inata através da liberacdo de
redes extracelulares de neutréfilos nos individuos

Confidencialidade: Qualquer informacao 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 haverd na
presentacdo destes resultados meios que possam identificar os participantes. Suas fichas
clinicas e os resultados de seus exames poderdo ser também vistos pelo Comité de Etica do
Hospital Universitario. Fotos suas poderdo ser mostradas em publico sem identificar vocé e

protegendo partes intimas.
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Procedimento: Serd retirado por puncgio venosa, 20 ml de sangue, que ao deve levar a riscos
para sua saude, podendo apresentar dor discreta no local da puncdo. O teste de Montenegro sera
aplicado no seu braco e ¢ o mesmo procedimento quando vocé toma uma vacina e também nao
¢ prejudicial para sua saude. Retorno de beneficio para o sujeito e para a sociedade: O melhor
conhecimento sobre a leishmaniose visceral podera contribuir no futuro para medidas de
controle da doenca.

Custos: Vocé ndo terd custos com a participag@o no estudo e, caso necessite de tratamento para
leishmaniose, a medicacdo lhe serd fornecida gratuitamente. Vocé ndo receberd nenhum
pagamento para participar desta pesquisa. Poderemos apenas contribuir com o seu transporte
para comparecer as visitas no ambulatdrio ap6s a alta do hospital.

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicagdo relacionada
aos procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Roque Pacheco de Almeida
(Tel: (79) 8823-7244) ou Dra. Amélia Ribeiro de Jesus (Tel: (79) 8823-7245). Caso vocé
queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou de seu filho, como paciente, vocé pode
procurar o Comité de Etica do Hospital Universitario, cujo endereco consta no inicio deste
consentimento.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e vocé
concorda em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. Uma cdpia deste consentimento
lhe seréd entregue. Favor assinalar um dos quadros abaixo para indicar se deseja ou ndo ter o

parasito que causa esta doenca armazenado para estudos futuros aprovados sobre leishmaniose.

Assinatura ou impressao do participante Data Hora

Nome/Assinatura do pesquisador Data Hora

Nome/Assinatura da testemunha Data  Hora



ANEXO D - Termo de consentimento e livre esclarecido dos caes

TERMO DE CONSENTIMENTO

IDENTIFICACAO DO ANIMAL

Nome: Espécie
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Raga Idade Cor

Sexo

Eu,

RG: CPF:

Endereco:

Bairro: Telefone:

Eu, Proprietario do cdo acima identificado, autorizo a coleta de sangue do meu animal pela

médica veterinaria Roseane Nunes de Santana Campos (CRMV-SE 410), doutoranda de um

projeto de pesquisa do Nucleo de pos - graduagdo em ciéncias da satide da Universidade Federal

de Sergipe sob a orientagdo do Professor Dr. Roque Pacheco.

Fui informado que o proprietario tem a garantia de receber respostas a qualquer pergunta e

esclarecimento de qualquer divida quanto aos assuntos relacionados a pesquisa. Além disso,

os animais serdo acompanhados pela médica veterindria, durante todo o experimento.

O proprietario do animal tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e

deixar de participar do estudo, ndo acarretando nenhum dano ao proprietario e ao animal.

Qualquer duvida entrar em contato com Roseane Nunes Tel: (79) 9993-5212 Ou Dr. Roque

Pacheco Tel.: (79) 8823-7244

Aracaju- SE, de de 20

Assinatura do proprietario
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ANEXO E - Ficha Clinica dos caes

Data: /

Nome: Idade Sexo
Raga: Pelagem: Peso:
Proprietario:

Endereco:

Telefone res:

Telefone celular:

Vacinagao:

Anamnese

Vermifugagao:

Alimentagao:

Observagdes:

Estado do animal:

Exame Clinico

Temperatura: Freq. cardiaca: Freq. respiratoria
Linfonodos:

Olhos:

Ouvidos:

Focinho Cavidade oral:

Peles e anexos:

AbdOomen:

Sistema musculo esquelético:

Sistema Genito urinario:

Observagdes:




