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Resumo

As leishmanioses estdo entre as doencas mais negligenciadas do mundo. S&o
causadas por protozoarios do género Leishmania e transmitidas pela picada de
insetos flebotomineos fémeas, conhecido popularmente como mosquito-palha. Essa
doenca pode se manifestar na forma visceral, cutdnea e mucosa. A leishmaniose
cutanea (LC) é caracterizada por lesdes com infiltrados inflamatérios que ativam
respostas imune, como a producdo de citocinas que induzem o aumento dos niveis
de metaloproteases (MMPs). A MMP-9 degrada o principal componente da
membrana basal, o colageno tipo IV. Dessa forma, este trabalho tem intuito de
guantificar a MMP 9 no soro de pacientes com leishmaniose cutanea (aprovado pelo
comité de ética: 2.927.000). Para isso foram selecionados dois grupos de pacientes:
pacientes com o diagndstico laboratorial de LC e pacientes com lesfes de outras
etiologias. O sangue total foi coletado e o soro separado de ambos 0s grupos. A
quantificacdo da MMP 9 foi feita por método imunoenzimético. Os dados mostram
gue a MMP 9 no soro de pacientes com leishmaniose encontra-se em maior
guantidade do que de pacientes com outros tipos de lesdo, sugerindo o
envolvimento da MMP- 9 com a patogénese da LC.

Introducgao

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias de grande impacto na saude
publica. Os dados epidemiol6gicos mostram que o desmatamento das florestas sul
americanas influenciaram a adaptacdo da Leishmania através do parasitismo de
novos vetores e hospedeiros contribuindo com o aumento das infecgbes no
perimetro urbano (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). A infeccdo ocorre a partir da
picada de insetos flebotomineos fémeas, conhecidos como mosquito-palha,
contaminados com parasitos do género Leishmania durante o repasto sanguineo
(CONCEICAO, 2015). No Brasil, predomina a leishmaniose tegumentar
caracterizada por lesdes ulceradas de bordas elevadas (MINISTERIO DA SAUDE,
2017).

Durante o processo patoldgico, os mondcitos circulantes no sangue sao recrutados
para os sitios inflamatérios e iniciam a secrecdo de citocinas como o fator de
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necrose tumoral. Essa € capaz de destruir células através de varios mecanismos,
entre eles, inducdo de oOxido nitrico, aumento de citotoxicidade e expressdo de
metaloproteinases de matriz (MMPs) (CAMPOS, 2012).

As MMPs sdo enzimas proteoliticas produzidas por linfocitos, granulocitos e
macréfagos ativados, e sdo responsaveis pela degradacdo de proteinas da matriz
extracelular com o objetivo de erradicar a infec¢do (LEBER; BALKWILL, 1998).

A MMP 9, conhecida como gelatinase B, degrada um dos principais componentes da
membrana basal, o colageno tipo 1V, isso pode causar degradacdo excessiva da
matriz extracelular e consequentemente dano tecidual, o desenvolvimento de Ulcera
cutanea (CAMPOS et al. ,2014).

Diante dessas evidéncias, sugere-se que a modulacéo da producgéo e a atividade de
MMP 9 podem estar ligada a patogénese da leishmaniose. Com conhecimentos
mais aprofundados destes processos é possivel contribuir para a antecipacao clinica
da resposta terapéutica e desfecho da doenca, assim como para avaliacdo da MMP
9 como biomarcador da leishmaniose. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar concentracdo de MMP 9 no soro de pacientes com leishmaniose cutanea.

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 amostras de sangue de
pacientes atendidos no Laboratorio de Ensino e Pesquisa da Universidade Estadual
de Maringd (LEPAC) com suspeita de leishmaniose cutanea. O diagnéstico de
leishmaniose cutanea foi feito por exame direto da escarificacdo da lesédo e
imunofluorescéncia para pesquisa de anticorpos contra a Leishmania. Pacientes que
tiveram ao menos um dos testes anteriores reagentes, foram incluidos no grupo com
leishmaniose cutdnea. Um grupo controle de pacientes com lesdo sem diagnéstico
de leishmaniose foi formado (ndo reagentes para ambos os testes mencionados
anteriormente). Os pacientes foram informados sobre o estudo e assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido.

Quantificacdo de MMP-9 ELISA: A concentracdo de MMP-9 no soro de pacientes foi
determinada pela técnica de ELISA. Foi utilizado o kit Pro-MMP-9 ELISA Mouse,
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Os resultados foram expressos
em pg/mi.

Analise estatistica: Os dados foram plotados na planilha de excel e o desvio padréo
e a meédia foram calculados. A analise estatistica foi realizada através do programa
Past 4.03 (em inglés, PAleontological STatistics). As diferencas foram consideradas
estatisticamente significantes quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05.

Resultados e Discussao

A MMP 9 pode estar associada a patogénese da leishmaniose cutanea podendo ser
utilizada como um biomarcador da mesma (CAMPOS et al., 2012; 2014). Diante
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disso, foi avaliado a concentracdo de MMP 9 nas amostras de pacientes controle e
pacientes com leishmaniose cutanea. Foram analisadas 30 amostras, sendo 15 de
cada grupo. Os grupos foram pareados quanto a idade, sendo 55,8 + 19,1 e 50,9 +
12,8 anos para 0 grupo controle e grupo com leishmaniose cutanea,
respectivamente. Demais dados epidemioldgicos estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas como sexo, idade e tempo de lesdo nos grupos estudados

Grupo controle Grupo com leishmaniose cutanea
(n=15) (n=15)
I 1 1
Sexo
Feminino 6 1
Masculino 9 16
ldade 55,8 +19,1 50,9+12,8
Tempo de 14 dias - 18 meses 21 dias - 12 meses
lesédo

A concentragdo de MMP-9 no soro de pacientes com leishmaniose cuténea foi
gquase o dobro da encontrada no grupo controle, sendo 235,82+117,12
e 132,71+88,46 pug/ml respectivamente (p=0,016) (Figura 1).
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Figura 1 — Quantificacdo da metaloproteinase 9 (MMP-9) no soro de pacientes
diagnosticados com leishmanioses (grupo com leishmaniose cutanea) em comparacao a
pacientes que apresentavam outros tipos de lesdes (grupo controle). As barras
representam o desvio padréo.

A maior concentracdo de MMP 9 no soro de pacientes com leishmaniose cutanea
corroboram para o envolvimento da mesma com a patogénese da doenca. Esta
maior concentracdo pode tanto estar associada com o surgimento das lesdes
ulcerativas devido a degradagcao da matriz celular (CAMPOS et al. ,2014), quanto
com a erradicacédo da doenca devido ao recrutamento de células do sistema imune
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gue é facilitado pela mesma degradacao de matriz (CAMPOS et al. ,2014). Visto que
a MMP 9 estd principalmente envolvida com lesGes causada por parasitos
Leishmania quando comparado com lesdes de outras etiologias, estudos futuros sao
imprescindiveis para elucidar o papel da dessa metaloprotease na patogénese da
leishmaniose cutanea

Conclusoes

Os resultados mostram que pacientes com leishmaniose cutanea apresentam
concentracfes maiores de MMP 9 no soro do que pacientes com lesdes de outras
etiologias, sugerindo um envolvimento da MMP 9 com a patogénese das lesbes
causadas por Leishmania.
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