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Resumo:

A leishmaniose cutanea € caracterizada pela formacéo de lesGes ulceradas.
Durante o processo inflamatério, as células mononucleares do sangue
periférico produzem citocinas que induzem a expressao de metaloproteases
de matriz (MMPs). Com a producao exacerbada de MMP 9 ocorre a ruptura
da membrana e o desenvolvimento de uUlcera cutanea, uma vez que,
degradam o colageno tipo IV. O objetivo desse estudo foi determinar a
producdo de MMP 9 por leucdcitos isolados no sangue periférico e no soro
de pacientes com leishmaniose quando comparado com o grupo de
pacientes com lesdo ndo diagnosticados com leishmaniose. Os dados
mostram que a MMP 9 no soro de pacientes com leishmaniose encontra-se
em maior quantidade do que de pacientes com outros tipos de lesao.

Introducao

As leishmanioses s&do doencas negligenciadas no mundo e
apresentam dificuldades no controle e tratamento mesmo com grandes
avancos cientificos (1). Essa doenca € transmitida por flebotomineos
fémeas, conhecidos como mosquito-palha. No Brasil, prevalece a
Leishmania (Viannia) braziliensis que desenvolve lesdes cutéaneas e
mucosas (2).

A leishmaniose cutanea € caracterizada pela presenca de lesdes
ulceradas, as quais apresentam infiltrados inflamatérios com a presenca de
macrofagos. Ao ocorrer 0 processo patogénico, mondcitos migram para
sitios inflamatdrios e secretam citocinas como TNF que induz a expresséo
de MMPs (3).

As MMPs sao enzimas dependente de zinco produzidas por linfdcitos,
granulécitos e macréfagos ativados, sua funcdo é degradar proteinas da
matriz extracelular com o objetivo de erradicar a infeccdo estimulando a
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migracao de células efetoras para o sitio inflamatorio, porém, a inflamacéo
descontrolada pode causar dano tecidual (3).

A MMP 9, conhecida como gelatinase B, degrada um dos principais
componentes da membrana basal, o colageno tipo IV que induz a ruptura da
membrana basal e o desenvolvimento de Ulcera cutanea (4). Diante disso, o
objetivo desse estudo € a determinacdo da producdo de MMP 9 por
leucdcitos isolados no sangue periférico de pacientes com leishmaniose
cutanea quando estimulados com ASL, assim como a quantificacdo da
mesma no soro de pacientes.

Materiais e métodos
Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringa (parecer:
2.927.000).

Pacientes e amostras

Neste estudo, foram coletadas 27 amostras de sangue de pacientes
atendidos no Laboratorio de Ensino e Pesquisa da Universidade Estadual de
Maringa (LEPAC) com suspeita de leishmaniose cutdnea. O diagnostico de
leishmaniose cutanea foi feito por exame direto da escarificacdo da leséo e
imunofluorescéncia para pesquisa de anticorpos contra a Leishmania. Um
grupo controle de pacientes com lesdo sem diagndstico de leishmaniose foi
formado. Ambos os grupos foram pareados quanto a idade e sexo. Os
pacientes foram informados sobre o estudo e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Producéo do antigeno soluvel de Leishmania (ASL)

Formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2904) foram
ressuspendidas em tampao Tris-HClI 5 mM e agitadas em vortex. Apos a
centrifugagéo, o sedimento foi novamente ressuspenso em Tris-HCI 5 mM e
agitado novamente. Esta suspensdo foi sonicada, centrifugada e o
sobrenadante aliquotado e armazenado a -80°C. A dosagem de proteinas
nos antigenos foi feita em espectrofotdmetro NanoDropTM Lite - 2070,5
ug/mL.

Estimulacdo de mononucleares do sangue periférico com SLA

Mononucleares do sangue periférico foram separados com Histopaque-
1077® (Sigma-Aldrich Co. LLC). O procedimento foi conduzido conforme
instrucdes do fabricante. As células (1x106 células/mL) foram lavadas e
cultivadas em RPMI-1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino, 10
IU/ml de penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina por 24 horas na auséncia
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e presenca de ASL numa concentragdo de 5 ug/mL. O sobrenadante das
culturas foi coletado e preservado a -20°C.

Quantificagdao de MMP9 por ELISA

O MMP 9 no sobrenadante das culturas e no soro de pacientes foi
qguantificado por kit Human MMP9 ELISA, segundo recomendacdes do
fabricante.

Resultados e Discussao

A MMP 9 pode influenciar no aparecimento de lesGes em pacientes com
leishmaniose cutanea. Dessa forma, foi avaliado a concentracdo de MMP 9
nas culturas controles (CC), nas estimuladas (E) com ASL e no soro (S) das
amostras coletadas.

Durante o periodo de fevereiro a julho de 2021 foram obtidas 27 amostras os
guais apresentaram idade média de 49,88+13,85, sendo 18 do sexo
masculino (66,66%) e 9 do sexo feminino (33,34%). Destas, 9 foram
positivas para leishmaniose. Desses, quatro pacientes tiveram as células
mononucleares periféricas isoladas e estimuladas ou ndo por ASL. Os soros
dos 9 pacientes foram analisados para avaliar a MMP 9. Um grupo controle
de quatro pacientes com lesdao sem o diagnéstico de leishmaniose foi
formado pareando o sexo e a idade do grupo de pacientes com
leishmaniose.

A concentracdo da MMP 9 nas culturas de leucécitos ndo estimuladas e
estimuladas por ASL nos pacientes controles ndo foi diferente, sendo de
3,18+2,09 e 3,41+1,89 ug/mL respectivamente (p=0,6789). Nas culturas de
leucocitos ndo estimuladas de pacientes com leishmaniose a concentracéo
foi de 10,41+8,09 pg/mL e nas estimuladas foi 8,36+x4,75 pg/mL, sem
diferenca estatistica (p=0,8749). A concentracdo no soro de pacientes com
leishmaniose foi seis vezes maior que a de pacientes do grupo controle,
sendo 190,02+99,35 e 29,54+16,46 pg/mL respectivamente, embora ndo se
tenha diferenca estatistica (p=0,875) (Figura 1).

A auséncia de diferenca estatistica pode ser atribuida ao pequeno numero
de amostras e apesar de preliminares. A MMP 9 no soro parece estar mais
elevada em pacientes com leishmaniose quando comparado a pacientes
com outros tipos de lesdo. Nao houve diferenca significativa entre as
culturas estimuladas e n&do estimuladas por ASL, contudo, as amostras de
soros apresentaram diferencas em relagcéo as culturas.
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Figura 1 — Quantificacdo da MMP-9 no soro e na cultura de polimorfonucleares
estimuladas ou ndo com antigeno sollvel de Leishmania de pacientes
diagnosticados com leishmanioses em comparacado a pacientes que
apresentavam outros tipos de lesdes. As barras representam o desvio padrao.

Conclusodes

Os dados sugerem que a MMP 9 esta em maior quantidade no soro de
pacientes com leishmaniose do que de pacientes com outros tipos de leséo.
A ampliagdo do numero de amostras € fundamental para validacdo desse
resultado.
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