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1 INTRODUCAO

A leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca infecto-parasitdria,
causada por protozodrios do género Leishmania, acometendo pele e/ou mucosa nasofaringea.
O parasito é transmitido pela picada de um inseto vetor dos géneros Phlebotomus ou
Lutzomyia. A maioria das infecgdes ocorre como zoonoses entre animais silvestres,
geralmente roedores, sendo o homem um hospedeiro acidental no ciclo de transmissdao
(GONTIO & CARVALHO, 2003; DESJEUX 2004). No Brasil, as trés principais espécies de
Leishmania causadoras de LTA sao L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis (causadoras
de lesdes cutdneas localizadas e ulceradas, disseminadas ou mucocutineas) e L. (Leishmania)
amazonensis (causadora de lesdes cutaneas localizadas ou difusas). Dentre estas espécies, L.
(V.) braziliensis é a mais prevalente, sendo que cerca de 5% dos pacientes infectados por esta
espécie desenvolvem a forma clinica mucosa que acomete as mucosas oral, nasal e a faringe,
causando destrui¢do tecidual e lesdes desfigurantes (ASHFORD, 2000; GONTIO &
CARVALHO, 2003; Ministério da Saude, 2007). Este amplo espectro clinico da LTA ¢

devido a caracteristicas do proprio parasito e da resposta imune do hospedeiro.

Revisado pela Orientadora Prof. Dra. Fatima Ribeiro Dias (IPTSP/UFG). Orientanda
Aneticia Eduarda Maldaner (IPTSP/UFG). Doutorando Hélio Galdino Junior
(IPTSP/UFG). Colaborador Sebastidao Alves Pinto (INGOH). Colaboradora Fernanda
Bugalho Duarte (Hospital Unique). Colaboradora Prof. Dra. Aline Carvalho Batista
(FO/UFG).



Na lesdo da leishmaniose cutanea localizada (LCL), decorrente de infeccao por L. (V.)
braziliensis, o infiltrado celular inflamatério é moderado, os parasitos sdo escassos hos
macréfagos, sendo mais frequente a presenca de linfécitos e plasmdécitos, compondo um
granuloma epitelidide (SILVEIRA et al., 2004). PRIMEZ et al., 1993; SILVEIRA et al.,
2004, descreveram que na LCL o perfil mais comumente encontrado € a predominacina de
citocinas de linfécitos Thl (interferon gama, IFNY; fator de necrose tumoral, TNF) sobre Th2
(interleucina 4, IL-4). As citocinas Thl sdo responsdveis pela resposta imune celular local que
leva a cura da doenca. Na leishmaniose mucosa (LM), forma mais grave e causada
especialmente por L. (V). braziliensis, as lesdes apresentam um abundante infiltrado
inflamatério histioplasmocitario e linfocitario, com macréfagos contendo escassos parasitos,
sendo que em alguns pacientes hd formacdo de granuloma tuberculdide. Os pacientes
apresentam forte resposta imune celular (Th1), concomitante com uma progressiva destruicao
tecidual (PIRMEZ et al. 1993; SILVEIRA et al. 2004).

Apesar dos varios estudos sobre a imunologia da LTA, faz-se necessdria uma melhor
compreensdo dos mecanismos que levam ao controle ou a persisténcia dos parasitos,
especialmente com relacdo a infec¢do causada por L. (V.) braziliensis, que pode culminar na
cura das lesdes ou no desenvolvimento de lesdes inflamatdrias cronicas destrutivas. A
interleucina 32 (IL-32) é uma citocina produzida pelos linfécitos T, células natural killer,
mondcitos e células epiteliais (KIM et al., 2005; NETEA et al., 2005), participando de
diferentes processos inflamatoérios (ALSALEH et al., 2010; HYUN-JA JEONG et. al., 2011).
A expressio de IL-32 pode ser induzida por microrganismos, como por exemplo
Mycobacterium tuberculosis (NETEA et al., 2006), mas ainda ndo € sabido se Leishmania sp
induz 1L-32.

Foram descritas quatro isoformas para a IL-32 humana (o, B, v € §). Citocinas como
IL-18, IL-1B e IFNYy induzem IL-32 em células epiteliais (IL-32a e B). A IL-32 é também
produzida por células NK, apds estimulacdo com IL-12/IL-18, e por células mononucleares
do sangue periférico ativadas por mitégeno (KIM et al., 2005). Por outro lado, a IL-32
recombinante (e ) induz a producdo de TNF e IL-8 em linhagem de mondcitos humanos
(THP-1) e de macréfagos murinos (Raw 264.7), apontando a IL-32 como uma potente
citocina inflamatodria. Ainda nao esta claro como a IL-32 € secretada, como outras familias de
citocinas, a IL-32 ndo apresenta um tipico peptideo sinal hidrofébico na por¢do amino
terminal, o qual faz a citocina ser secretada. A maior parte da IL-32 produzida permanece

associada as células, intracelularmente ou na membrana. Assim, parece que a IL-32 pode



exercer seus efeitos quando liberada no meio, associada a membrana celular ou ainda pode
agir intracelularmente como fazem a IL-1 e o TNF (KIM et al., 2005; DINARELO & KIM,
2008). Portanto, parece haver uma al¢a de retroalimentacio positiva na produgdo de IL-32 e
citocinas pro-inflamatdrias, especialmente a IL-1f e o TNFa. Citocinas pro-inflamatérias
atuam sobre o epitélio induzindo IL-32 e esta, por sua vez, induz mais produgdo destas

citocinas, podendo gerar um processo inflamatoério cronico que causa lesdo tecidual.

Na LTA, tanto na forma cutanea quanto na mucosa, o sitio de infec¢ao sofre influéncia
do tecido epitelial, neste tipo de infec¢do a IL-32 pode ser importante tanto na imunidade
inata quanto na adquirida. No inicio da infec¢do por Leishmania, apds o reconhecimento de
moléculas do parasito pelos receptores celulares, tais como receptores similares a Toll (TLR),
citocinas pro-inflamatérias como a IL-1B e o TNF, produzidos por macréfagos residentes,
bem como o IFNY, produzido por células NK que infiltram a lesdo (SCHARTON & SCOTT,
1993), podem induzir as células epiteliais a produzirem IL-32. Esta citocina, por sua vez,
pode contribuir para a diferenciacdo de mondcitos em macréfagos (NETEA et al., 2008) e
para a producdo de mais moléculas pro-inflamatérias. A producdo de IL-32 em niveis
controlados pode contribuir com moléculas tais como o IFNy e o TNF para a atividade
microbicida dos macréfagos e eliminacdo dos parasitos ou pode amplificar respostas
inflamatdrias inadequadamente controladas que causem lesdo tecidual. Assim, na infec¢do por
Leishmania, a 1L-32 pode contribuir para a exacerbacdo do processo inflamatério e da lesao
tecidual, sendo que andlises por imunoistoquimica podem permitir a avaliacdo da expressao
desta citocina em diferentes partes do tecido avaliado, auxiliando na compreensdo da
interacdo entre o microambiente e as células do infiltrado inflamatério, o que determina a

modulacdo das respostas imunes locais.

2 OBJETIVO
Avaliar a expressdo da IL-32 em lesdes cutaneas e mucosas de pacientes com LTA,

antes de iniciar o tratamento.

3 METODOLOGIA
Aspectos éticos, critérios de inclusao e diagnéstico de LTA: Os pacientes e individuos
sadios leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes de doarem os

fragmentos de tecidos cutdneo ou mucoso (Comité de Etica em Pesquisa UFG, protocolo



165/08). Foram incluidos 18 controles e 20 pacientes diagnosticados com LTA (dados
epidemiolégicos e exame clinico associados com a positividade de um dos exames
laboratoriais: intradermorreagdao de Montenegro, histopatolégico/imunoistoquimica ou reacao
de imunofluorescéncia indireta), 10 pacientes com LC e 10 com LM. Foram excluidos
pacientes com idade inferior a 18 anos ou pacientes que ja estavam fazendo uso de medicagdao
no momento da bidpsia. Os pacientes foram atendidos no ambulatério de Endemias/HDT
(Hospital de Doencas Tropicais Anuar Auad, Centro de referéncia de leishmanioses no Estado
de Goids) para diagndstico clinico, tratamento e acompanhamento.

Obtencao das bidpsias: Antes de iniciar o tratamento, apds anestesia do local, usando punch,
foram colhidos dois fragmentos de bidpsias das bordas das lesdes cutaneas e dois fragmentos
de lesdes mucosas (oral ou nasal) dos pacientes, bem como de mucosa oral ou cornetos nasais
de doadores sadios (~3 mm) que se submeteram a cirurgias eletivas. Cada fragmento foi
fixado em solucdo formalina, para posterior inclusdo em parafina e obtencao de cortes para
imunoistoquimica, como descrito em seguida.

Técnica de imunoistoquimica: Cortes de 3 um foram realizados e dispostos em ldminas
silanizadas. As laminas foram passadas em xilol trés vezes, 10 min. cada vez. O primeiro xilol
foi aquecido em estufa a 55°C por 15 min., sendo as laminas inseridas neste xilol por mais 10
min. A seguir as laminas foram hidratadas em dlcool passando por diferentes gradientes: trés
vezes em dlcool absoluto por 2 min., uma vez em dlcool 95% por 2 min. e uma vez em alcool
70% por 2 min. Em seguida, as laminas foram lavadas duas vezes em TBS (Tris-Buffered
Saline) contendo Triton X-100 (Mallinckrodt Baker, inc., Paris, FR) e depois em &gua
destilada morna (37°C). Logo ap6s, as 1aminas foram deixadas por 30 min. em tampido EDTA
(pH 9,0), a 95°C. Em seguida, as laminas foram mantidas no tampao EDTA em temperatura
ambiente por 10 min., para resfriamento progressivo. Depois, as laminas foram lavadas em
PBS (salina tamponada com fosfato) com Triton X-100, e entdo incubadas com H,O, 3%
(Merck S.A) em PBS por 40 min., para bloqueio da peroxidase enddgena. Apds isto, as
laminas foram lavadas com TBS, secas cuidadosamente (ao redor do corte) e os cortes foram
delimitados com caneta de silicone (Dako Cytomation) e foram adicionados cerca de 100 pL
(dependendo do tamanho do corte) de Background Sniper (proteina bloqueadora, Starr Trek
Universal HRP Detection System, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) por 15 min, a
temperatura ambiente. Apds isso, a proteina bloqueadora foi removida e foi adicionado o
anticorpo primdrio IgG policlonal de coelho anti-1L32 (Abcam Inc., Cambridge, MA, EUA),
previamente diluido em diluente de anticorpo (1:100), com componente redutor de coloragao

de fundo (Dako cytomation). Foram utilizados 100 pL da solucdo do anticorpo para cada



lamina. As laminas ficaram incubadas no minimo 8h em geladeira. (Depois disso, as laminas
foram lavadas em TBS e incubadas com o Link Universal Trekie (Starr Trek Universal HRP
Detection System, Biocare Medical Inc., Concord, CA, EUA), por aproximadamente 20 min,
utilizando-se 100 uL da solugdo para cada lamina. Apds isso, as laminas foram novamente
lavadas com PBS com Triton X-100 (100 pL) e incubadas com o TrekAvidin-HRP (Starr
Trek Universal HRP Detection System, Biocare Medical, Concord, CA, EUA), por
aproximadamente 20 min. As laminas foram lavadas e tratadas com a solu¢do DAB (100 pL
por lamina) por um tempo maximo de 30 seg. Entdo as laminas foram imersas em dgua
destilada. As laminas foram contra coradas com hematoxilina por 30 seg. e lavadas em dgua
corrente, por 5 min. Logo apods, as 1aminas foram passadas em uma seqiiéncia de alcoois em
diferentes concentragdes, respectivamente, dlcool 70%, dlcool 95% e dlcool absoluto por duas
vezes, 1 min. cada. Depois, as laminas foram passadas trés vezes em Xilol, 2 min. cada, sendo
em seguida montadas com laminula, utilizando resina. A intensidade de expressdao da IL-32
foi semiquantitativamente determinada, sendo os cortes avaliados sob microscopia de luz, em
aumento de 400 vezes. A avaliacdo foi feita ao longo de 10 diferentes campos do infiltrado e
do epitélio e os campos foram pontuados de acordo com a positividade das células para IL-32.
Foram obtidos os escores de 0 para minima ou ausente coloragdo; escore 1 para positividade
de 1 a 25% das células de cada campo; escore 2 para 25 a 50% de positividade por campo;
escore 3 para 50 a 75% de positividade por campo; escore 4 para 75% a 100% de positividade
por campo. Os dados representam a média dos 10 campos quantificados. Foi quantificada a

expressao de IL.-32 no infiltrado inflamatério e no epitélio.

Analises estatisticas: Os dados representam os valores individuais e as medianas, tendo sido
avaliados por teste Mann Whitney. O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05. As
andlises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 5.0 Software Inc. (San Diego, CA,

EUA).

4 RESULTADOS

4.1 A expressao de IL-32 estd aumentada em lesoes de pacientes com leishmaniose
mucosa e cutanea.

A expressao de 1L-32 foi determinada por meio da técnica de imunoistoquimica em
lesdes de pacientes com LTA nas formas LC e LM, antes de iniciar o tratamento. Nas lesoes

de pacientes com LM foi observada uma maior expressao da IL-32 do que na mucosa sadia



(LM: 3 [2 a4] x Controles: 1 [1 a 3], n =10, p <0,05, Figura 1A). A Figura 1B mostra que na
LC também houve maior expressdo de IL-32 nas lesdes do que na pele sadia (LC: 3 [1 a 4] x
Controles: 0,5 [0 a 2], n = 8-9, p < 0,05). Fotomicrografias representando as reacdes de

imunoistoquimicas sao apresentadas na Figura 2.
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Figura 1. Expressao de IL-32 em lesoes de pacientes com LTA. Fragmentos de lesdes
cutaneas e mucosas e de tecidos sadios foram incluidos em parafina e cortes de 3 pm foram
submetidos a imunoistoquimica para IL-32. Ap6s o desenvolvimento da reacdo, a expressao
de IL-32 foi avaliada pela positividade das células, observadas ao microscépio de luz (400x),
em 10 diferentes campos do corte histolégico e pontuada segundo os escores: 0 (auséncia de
células positivas), 1 (1% - 25% das células positivas) , 2 (25% a 50% das células positivas), 3
(50% a 75% das células positivas) e 4 (75% a 100% das células positivas). Os dados
representam valores individuais e medianas. * p < 0,05 A: Expressdo de IL-32 em lesdes de
pacientes com LM comparadas com mucosa sadia (Controles). B: Expressdao de IL-32 em
lesdes de pacientes com LC comparadas com pele sadia (Controles).



Figura 2. Fotomicrografias comparando o padrao de expressio de IL-32 em lesoes de
pacientes com LTA nas formas clinicas mucosa e cutanea com mucosa e pele sadias,
respectivamente. Cortes histologicos de lesdes de pacientes com LC e LM e de mucosa e
pele sadias foram submetidos a imunoistoquimica para deteccdo de IL-32. A reacdo foi
revelada com imunoperoxidase e diaminobenzidina, sendo contra-corada com hematoxilina.
Al: mucosa sadia apresentando baixa positividade para expressdo de IL-32. A2: lesdo
mucosa de paciente com LTA apresentando alta positividade para expressdo de 1L.-32. B1:
pele sadia negativa para expressdo de IL-32. B2: lesdo cutinea de paciente com LTA
apresentando alta positividade para expressao de IL-32. Aumento 200x.

Uma vez que a expressdo da IL-32 foi detectada nas duas formas clinicas da LTA,
foi avaliado se havia diferenca quanto a expressdo desta citocina entre as diferentes formas
clinicas, LM e LC. A Figura 3 mostra que o padrdo de expressdo da IL-32 é semelhante nas
duas formas clinicas e que a positividade de expressdo € similar (LM: 3 [2a4] x LC: 3 [1 a

4], n = 10). A Figura 4 ilustra estas semelhancas.
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Figura 3. Comparacio da expressiao de IL-32 em lesoes de pacientes com LC e LM.
Fragmentos de lesdes cutdneas e mucosas foram incluidos em parafina e cortes de 3 um foram
submetidos a imunoistoquimica para IL-32. A expressdo de 1L-32 nas lesdes foi avaliada pela
positividade das células, observadas ao microscépio de luz (400x), em 10 diferentes campos
do corte histolégico e pontuada segundo os escores: 0 (auséncia de células positivas), 1 (1% -
25% das células positivas) , 2 (25% a 50% das células positivas), 3 (50% a 75% das células
positivas) e 4 (75% a 100% das células positivas). Os dados representam valores individuais e
as medianas.

Figura 4. Fotomicrografias comparando a expressao de IL-32 entre as formas clinicas
mucosa e cutanea de LTA. Cortes histolégicos de lesdes de pacientes com LM e LC foram
submetidos a imunoistoquimica para detec¢do de IL-32. A reacdo foi revelada com
imunoperoxidase e diaminobenzidina, sendo contra-corada com hematoxilina. A: lesdo
mucosa apresentando alta positividade para expressao de IL-32. B: lesdo cutinea
apresentando também alta positividade para expressao de 1L-32. Aumento 200x.



4.2 A expressao da IL-32 foi distribuida de forma semelhante no epitélio e no infiltrado
celular nas formas clinicas mucosa e cutianea.

Para avaliar se haviam diferencas quanto ao local de expressdo da IL-32 nos tecidos, a
expressao de IL-32 foi quantificada tanto no epitélio quanto no infiltrado celular inflamatério
na derme e submucosa. A expressdao da IL-32 foi detectada tanto no epitélio quanto no
infiltrado inflamatério nas lesdes de pele ou mucosa, ndo sendo atestada diferenca significante
na intensidade da expressao da citocina nestes locais (Figura 5). A Figura 6 ilustra a expressao
de IL-32 nos queratindcitos/células epiteliais e nas células mononucleares nos epitélios e nos

infiltrados inflamatérios das lesdes de pacientes com LM ou LC.
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Figura 5. Comparacao da expressao de IL-32 no epitélio e no infiltrado inflamatério de
lesoes de pacientes com LTA. Fragmentos de lesdes cutdneas e mucosas foram incluidos em
parafina e cortes de 3 wm foram submetidos a imunoistoquimica para IL-32. A expressao de
IL-32 nas lesoes foi avaliada pela positividade das células, observadas ao microscépio de luz
(400x), em 10 diferentes campos do corte histolégico e pontuada segundo os escores: 0
(auséncia de células positivas), 1 (1% - 25% das células positivas) , 2 (25% a 50% das células
positivas), 3 (50% a 75% das células positivas) e 4 (75% a 100% das células positivas). Os
dados representam valores individuais e as medianas. A: Expressdo de IL.-32 no epitélio e no
infiltrado de lesdes de pacientes com LM. B: Expressdo de IL-32 no epitélio e no infiltrado
inflamatoério de lesdes de pacientes com LC.



Figura 6. Fotomicrografias comparando a expressao de IL-32 nos epitélios e infiltrados
celulares em lesoes de LTA. Cortes histoldgicos de lesdes de pacientes com LM e LC foram
submetidos a imunoistoquimica para detec¢do de IL-32. A reacdo foi revelada com
imunoperoxidase e diaminobenzidina, sendo contra-corada com hematoxilina. A:
Representagdo de marcacido de células do epitélio (4rea circulada) e células do infiltrado
apresentando forte marcacdo (seta), Leishmaniose mucosa. B: Células do epitélio
apresentando fraca marcagdo (drea circulada) e células do infiltrado fortemente marcadas
(seta), Leishmaniose cutinea. Aumento 200x.



5 DISCUSSAO

No presente trabalho foi demonstrado, pela primeira vez, que hd expressao aumentada
de IL-32 nas lesdes cutianeas e mucosas de pacientes com LTA quando comparada com
tecidos sadios. A expressdao de IL-32 tanto foi identificada no epitélio quanto nos infiltrados
inflamatérios das lesdes cutdneas e mucosas. A expressdao de IL-32 no epitélio tem sido
demonstrada em outras doengas inflamatérias (SHIOYA et al., 2007; NETEA et al., 2006;
ALSALEH et al., 2010) portanto, nossos resultados reforcam que queratindcios e células
epiteliais de mucosas produzem IL-32. Tanto linf6citos quanto mondcitos podem expressar
IL-32 apos diferentes estimulos (KIM et al., 2005). Aqui, nds identificamos a presencga de 1L-
32 nas células mononucleares dos infiltrados inflamatorios, sugerindo que Leishmania sp ou
citocinas induzidas por Leishmania sp sdo capazes de induzir a producdo de IL-32 em
macréfagos e/ou linfécitos. Estudos futuros devem esclarecer os mecanismos de indugdo de

IL-32 na LTA, suas fun¢des nas respostas imunes e se ela participa do controle da infeccao.

6 CONCLUSOES

- Células epiteliais e células mononucleares presentes nas lesdes cutineas ou mucosas de

pacientes com LTA expressam IL-32.
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