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I .  RES U MO  

Estudos prévios têm demonstrado um papel para os genes de cura de lesão na resolução das 

lesões cutâneas causadas por espécies de Leishmania em camundongos e humanos, incluindo o 

gene FLI1 (Friend leukemia vírus integration 1). O alto grau de metilação de ilhas CpG na 

região promotora do gene FLI1 é conhecido por tornar o gene transcricionalmente inativo. 

Redução da expressão de FLI1 resulta na regulação positiva dos genes COL1A1 (collagen type I 

alpha 1) e COL1A2 (collagen type I alpha 2), e, inversamente, na regulação negativa do gene 

MMP1 (matrix metallopeptidase 1). Ambos, colágeno do tipo 1 e metaloproteinase de matriz 1, 

desempenham um importante papel nas condições fisiológicas normais e patológicas de muitas 

doenças, e estão envolvidos no reparo de lesões. Adicionalmente, em estudo prévio, foi 

mostrada uma associação entre leishmaniose e um polimorfismo regulatório no gene IL6 

(interleukin 6), e dados na literatura sugerem uma interação funcional entre IL6 e FLI1. Para 

entender melhor o papel desta via na leishmaniose, nós avaliamos o polimorfismo dos genes 

COL1A1, COL1A2 e MMP1 e sua possível associação com a leishmaniose tegumentar 

americana na população de Corte de Pedra, Bahia, assim como também avaliamos a expressão 

gênica de COL1A1, COL1A2, MMP1, FLI1, e o grau de metilação em ilhas CpG da região 

promotora deste último gene em biópsias de pele e em culturas de macrófagos infectados por 

Leishmania braziliensis. No estudo de associação genética, FBAT (Family-based association 

tests) mostrou uma forte associação entre os marcadores COL1A1_rs1061237 (P = 0,002) e 

COL1A1_rs2586488 (P = 0,027) e o fenótipo leishmaniose cutânea. O estudo com biópsias de 

pele revelou que a porcentagem de DNA metilado na região promotora de FLI1 foi mais baixa 

(P = 0,001) em biópsias de lesão de leishmaniose cutânea comparadas com biópsias de pele 

normal. A expressão gênica de FLI1 e de COL1A1 não diferiu entre as biópsias de lesão e as 

biópsias de pele normal, enquanto a expressão de COL1A2 foi menor (P = 0,033) e a expressão 

de MMP1 foi maior (P = 0,0002) nas biópsias de lesão de leishmaniose cutânea. Por fim, a 

análise da expressão gênica em macrófagos infectados mostrou que a expressão de FLI1 

induzida pela infecção por Leishmania braziliensis teve um pico com 24 horas de infecção (P < 

0,0001), e foi maior (P = 0,005) e teve um pico mais tardio (48 horas) na presença de IL-6. A 

expressão de genes de colágeno do tipo 1, COL1A1 e COL1A2, foi baixa em macrófagos 

infectados, e não foi detectável em macrófagos tratados com IL-6. A expressão de MMP1 foi 

fortemente induzida (P = 0,007) após infecção de macrófagos, mas não foi facilmente detectável 

em macrófagos tratados com IL-6 até 72 horas de infecção, quando o efeito da IL-6 na 

expressão de FLI1 diminuiu. MMP1 quebra o colágeno do tipo 1 intersticial, que é essencial 

para a migração de queratinócitos e o processo de re-epitelização. Porém, em lesões ativas de 

leishmaniose cutânea, baixos níveis de colágeno do tipo 1 junto com a exagerada expressão de 

MMP1 indica que o MMP1 está contribuindo para o dano tecidual em vez de levar ao reparo. 

Similarmente, foi observado que níveis exagerados de MMP1 contribuem para a destruição do 

tecido e progressão para a doença na tuberculose, levando outros autores a destacar o MMP1 

como potencial alvo terapêutico. Nossos dados sugerem que a modulação desta via pode 

também ser relevante no tratamento da leishmaniose cutânea. 

 

Palavras-chave: Leishmania; cura de lesão; FLI1; COL1A1; COL1A2; MMP1; regulação 

epigenética.  
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I I .  OB JET IV OS  

 

I I . 1 .  PR IN C IP A L  

A v al i a r  o  p o l im o r f i smo  e  a  ex p r es são  d e  gen es  de  r ep aro  

t e c i du a l ,  b e m  com o  as  i n t e raçõ es  ep i gen é t i c a s  en t r e  gen es  

p r ev i am en t e  a s s o c i ad os  co m a  l e i sh man io se  t egu m ent a r  am er i cana  

n o  Bra s i l .  

 

I I . 2 .  SE CU N DÁ R IO S  

 

1 .  A v a l i a r  o  po l im o r f i sm o  d os  genes  C OL 1A 1 ,  C OL1A 2  e  

M M P 1  e  su a  p os s ív e l  a s s o c i ação  com  a  l e i shm an i os e  t egum ent a r  

a m er i can a  n a  p op u lação  d e  Co r t e  d e  Ped r a ,  Bah i a ;   

2 .  A v a l i a r  a  ex p r es s ão  gên i ca  d e  FLI 1  e  d e  gen es  so b  s ua  

r egu l ação  ( C OL1 A1 ,  C OL1 A2  e  M MP1 ) ,  a s s im  com o  s eu  p adr ão  d e  

m et i l a ção ,  em  b i óps i as  d e  pe l e  n o r mal  e  d e  l e sõ es  d e  l e i s hm an io s e  

cu t ân ea ;  e  

3 .  A v a l i a r  a  ex p r es s ão  gên i ca  d e  FLI 1  e  d e  gen es  so b  s ua  

r egu l ação  ( C OL1 A1 ,  C OL1 A2  e  M MP1 ) ,  a s s im  com o  s eu  p adr ão  d e  

m et i l a ção ,  em  m acr ó f agos  d e  p ac i en te s  com  l e i shm an i os e  cu t ânea  

i n fec t ad os  po r  L ei sh m an ia  br az i l i ens i s .  
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I I I .  IN TR OD U Ç ÃO  

 

A  l e i sh m an i os e  t egu m ent a r  am er i cana  ( LT A ) ,  c aus ada  p o r  

p r o t ozo á r io s  p a r a s i t a s  do  gên e r o  Le i sh ma ni a ,  é  um  i mp or t an te  

p r ob lem a d e  s aú d e  p úb l i c a  em  m ui t os  pa í s es  em  d es en vo lv im en to .  

A  i n f ecção  e s t á  as so c i ad a  com  um  am plo  e s p ec t ro  d e  f en ó t ipos  

c l í n i cos ,  r es u l t an t e  do s  f a t o r es  de  r i s co  am bi en t a i s  e  um a 

co mbi n ação  d a  com po s i ção  gen é t i c a  d o  p ar a s i t a  e  do  h os p ed e i r o .  

N o s  ú l t i mo s  anos ,  t em  s id o  m os t r ado  q u e  p o l i mo r f i s mos  em  gen es  

a s so c i ado s  co m  cur a  d e  l e s ão  e  r epa r o  t e c id u a l  s ão  im po r t an t es  

f a to r e s  d e  r i s co  p a r a  l e i shm an i os e  cu t ân ea  ( LC )  cau s ad a  p or  

L ei sh ma ni a  br az i l i en s i s  (C as t e l l u cc i  e t  a l . ,  2 01 1 ,  2 01 2) .  As s im ,  o  

gen e  FL I 1 ,  i n i c i a lm en t e  i d en t i f i c ado  e  m ap eado  co mo  um  gen e  q ue  

co n t ro l a  su s cep t ib i l i d ad e  a  LC  cau s ad a  p e l a  i n fecção  p or  

L ei sh ma ni a  m ajo r  em  camu nd on go s  ( Sak t h i an and esw ar en  e t  a l . ,  

2 0 05 ,  20 10 ) ,  f o i  t am b ém  ass o c i ad o  com  des en vo lv i men t o  d a  d o en ça  

em  hu m an os  ex p os t os  a  Le i s hm an ia  b ra z i l i en s i s  no  Br a s i l .  A lém 

d i s so ,  d ado s  m os t ra r am  qu e  po l imo r f i s mo s  em  ou t r os  gen es  d e  cu ra  

d e  l e s ão  l i gad os  à  v i a  do  FL I1 ,  em p a r t i cu l a r  TG F B1 ,  T GF BR 2 ,  

CT G F  e  S MA D 2/3 /7 ,  s ão  f a t o r es  d e  r i s co  p a r a  LC .  

O  r ep a ro  d e  l e s õ es  cu t ân eas  po d e  s e r  d iv id i do  em  um a  s é r i e  

d e  f as e s  q u e  s e  s ob r epõ em ,  i nc lu in d o  a  r es po s t a  i n f l am at ó r i a ,  

f o rm ação  d e  t e c i do  d e  g r anu l ação ,  e ,  f i na lm en t e ,  o  r em od e l am en to  

d a  m at r i z  ( Li  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  R e i nk e  & So r g ,  2 01 2 ) .  A s  p ro t e í n as  m ai s  

ab un d an te s  n a  ma t r i z  ex t r ace l u l a r  s ão  o s  co l ágeno s ,  q u e  p o dem s e r  

d egr ad ad os  a t r avé s  d a  ação  d e  co l agen as es ,  t a i s  co m o o  M MP1 .  

R edu ção  d a  ex p r es s ão  d e  F LI 1  r e s u l t a  n a  r egu l ação  pos i t i v a  d os  

gen es  d e  co l ágen o  d o  t i p o  1 ,  C OL 1A 1  e  C OL 1A 2 ,  e ,  i nve r s am en t e ,  

n a  r egu l ação  n ega t i v a  do  gen e  M MP1  ( Nak e r ak an t i  e t  a l . ,  2 00 6 ) ,  

s u ge r i nd o  q u e  a  s up r e s s ão  do  gene  FL I 1  e s t e j a  env o l v i da  na  

a t i v ação  da  r e sp os t a  f i b ró t i c a .  Amb os ,  co l ágen o  t i po  1  e  as  
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m et a lo pr o t e i n as e s  d e  m at r i z ,  de s em pen h am  um  im po r t an t e  pape l  

n a s  co nd i çõ es  f i s io l ó g ica s  n o r m ai s  e  pa t o ló g i cas  d e  mu i t as  do en ças  

( Im a i  e t  a l . ,  20 00 ;  A l ex ak i s  e t  a l . ,  2 00 6 ;  W yn n ,  2 00 8 ;  Am al in e i  e t  

a l . ,  20 10 ) .  Ad i c io na lm e n t e ,  em  um  e s tu d o  p r év io  f o i  ob s e r v ad a  uma 

a s so c i ação  en t re  l e i sh man i os e  caus ada  p o r  L ei s h ma nia  br az i l i ens i s  

e  um  po l imo r f i sm o  r e gu la tó r i o  no  p rom ot o r  do  gen e  IL6  

( C as t e l l ucc i  e t  a l . ,  2 0 06 ) .  D ado s  t êm m os t r ado  qu e  e s t a  c i t o c i na  

p o de  r egu l a r  po s i t i v am en t e  gen es  e s s en c i a i s  p a r a  a  m e t i l a ção  

ep i gené t i c a  d o  DNA ,  a t r avés  d a  ex p re s s ã o  d e  FL I 1 ,  o  q u e  s u ge r e  

u m a i n t e r ação  f un c i on a l  en t r e  o s  do i s  gen es  (T ha l e r  e t  a l . ,  20 11 ) .  

A p esa r  d a  g r an d e  co n t r i bu ição  d e s t es  e s tu do s  p a r a  o  me l hor  

en t en d im en to  d a  pa t o gênes e  da  d o ença ,  m en o r  a t en ção  t em  s ido  

d ad a  aos  m ecan i smo s  d e  r egu l ação  da  ex p r e s s ão  d e s t es  gen es .  Um 

c r e s cen te  núm er o  d e  ev id ên c i as  t em ap on t ado  a  im po r t ân c i a  do s  

m ecan i sm os  ep i gen é t i co s ,  t a i s  como  a  m et i l a ção  do  D N A ,  na  

r egu l ação  d a  ex p r es s ão  gên i ca .  No  cas o  do  gen e  FL I1 ,  e s t a  i de i a  é  

s up o r t ad a  p o r  d ad os  qu e  d em on s t r am  u m a l to  g r au  d e  m et i l a ção  em 

i lh as  C p G d es t e  gen e  n a  es c l e ro s e  s i s t êm i ca ,  t o r n and o  o  gene  

t r an s c r i c i on a l men te  i n a t i vo  (W an g  e t  a l . ,  2 00 6 ) .  Um  es tu do  m ai s  

r e cen t e  t am bém  i den t i f i co u  a l t e ração  n a  m e t i l a ção  d o  D N A  em 

cen ten as  d e  i l h a s  C p G  segu id a  d a  i n f ecção  d e  m acr ó f agos  p or  

L ei sh ma ni a  d on o van i  (M ar r  e t  a l . ,  2 01 4 ) .  Es t e  d ad o  s u ge r e  q ue  a  

L ei sh ma ni a  i n duz  m ud an ças  n a  cé l u l a  h os p ed e i r a  p a r a  f av o rece r  a  

s u a  s ob r ev iv ênc i a .  A ss im ,  o  o b j e t iv o  d e s t e  es t ud o  fo i  en t en de r  o  

p ap e l  fu n c io n a l  d o  gen e  FL I 1  n a  l e i s hm an io s e ,  co mp a r and o  o  pe r f i l  

d e  m et i l a ção  em  i l h as  C p G  d a  r eg i ão  p ro mot o r a  d e s t e  gen e  em 

b ió ps i a s  d e  p e l e  e  em  cu l tu r a s  d e  m ac r ó f agos ,  e  co r r e l ac i on a r  es t e  

p ad r ão  d e  m e t i l a ção  com  a  s u a  ex p r es s ão  gên i ca  e  t am bém  com  a  

ex p r es s ão  de  gen es  q ue  e s t ão  s ob  a  s u a  r egu l ação  ( C OL 1A1 ,  

C OL 1A 2  e  M M P1 ) .  A d i c i on a lm en te ,  n ós  t am b ém  ava l i amo s  o  

p o l imo r f i smo  d es t e s  gen es  e  su a  p os s í v e l  a s s o c i ação  com  o  

d e s en vo lv i men t o  da  LT A  n a  p op u l ação  de  C or t e  de  P edra ,  Bah i a .  
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I V .  RE VIS ÃO  DA  L ITE RA TU R A  

 

IV . 1 .  ASPE CT OS C LÍN IC O S  E  E P ID E M IO LÓ G IC OS  DAS 

LE IS H M A N IO S ES  

 

 A  l e i sh m an i os e  con s t i t u i  u m  g r up o  am pl am en t e  d iv e r so  d e  

d o en ças  p a r a s i t á r i a s  c au sad as  p o r  p r o t ozo á r io s  p e r t en cen t es  ao  

gên e r o  L ei sh ma ni a ,  qu e  s ão  t r ans mi t id os  ao  ho sp ed e i ro  v e r t eb rado  

p o r  f l ebo to mín eos  in f ec t ado s .  A  in f ecção  p or  L ei shm a ni a  sp p .  

r e s u l t a  em  um  ampl o  e sp ec t ro  c l í n i co  q u e  p od e  s e r  c l a s s i f i c ado  em 

d u as  f o rm as  p r i n c ip a i s :  a  l e i shm an i os e  t egum en t a r ,  um t e r mo  que  

co mp r een d e  as  f o rm as  cu t ân eas  com p o t en c i a l  p a r a  evo lu i r  p a ra  

f o rm as  m u co s as  s ecu nd á r i a s ,  e  a  l e i sh m an i os e  v i s ce r a l  ( LV ) .  A  LV  

é  p r in c ip a l men t e  c au s ad a  po r  e sp éc i e s  d o  com pl ex o  L ei sh ma nia  

d o no va n i  ( D es j eux  e t  a l . ,  20 13 ) ,  e  e s t á  a s so c i ad a  com  ep i só d i os  d e  

f eb r e ,  p e rd a  d e  p es o ,  an em ia ,  h ep a t om ega l i a ,  e s p l en omega l i a ,  e ,  

co m  o  t em po ,  os  c as os  n ão  t r a t ad os  p od em  s e r  f a t a i s  (M ur r a y e t  a l . ,  

2 0 05 ) .  A  l e i s hm an i os e  t egum ent a r ,  po r  s u a  v ez ,  p od e  se r  c aus ad a  

p o r  m úl t i p l a s  e sp éc i es ,  i n c lu in do  L ei s h ma nia  t r op i ca ,  Le i sh ma ni a  

m a jor  e  L ei s h ma ni a  a e t h io p i ca  no  V e lh o  M un do ,  e  as  es p éc i es  

L ei sh ma ni a  m ex ica na ,  L e i s hm an ia  a m a zo nens i s ,  L ei sh ma nia  

p a na m en s i s ,  Le i s hm a ni a  p er uv ia na ,  L ei s ha m nia  gu ya n en s i s  e  

L ei sh ma ni a  b raz i l i e s i s  n o  No vo  M un d o  ( Mu r r ay e t  a l . ,  20 05 ) .  

A s s im ,  es t a  fo rm a  d a  d o en ça  po d e  s e r  c l a s s i f i cad a  d e  aco r do  com  a  

s u a  d i s t r i b u i ção  geo gr á f i c a  em  Le i s hm an io s e  T egum en ta r  d o  V el ho  

M un do  e  Le i s hm an io s e  T egum ent a r  d o  N ov o  M un do  (ou  

Le i s h m an io se  T egu m ent a r  Am er i can a  –  LT A ) .  D en t r o  das  

m an i f es t açõ es  de  LT A ,  d e s t acamo s  a s  f o rm as  LC  e  l e i sh man i ose  

m u co sa  ( LM ) .  A  LC  é  a  f o rm a  m ai s  co mum  da  d o en ça  e  com eça  

co mo  um a  p ápu l a  n o  l o ca l  d a  p i cad a  do  f l ebo t omí n eo  e  s e  

d e s en vo lv e  em  u m n ó du lo  o u  um a  ú l ce r a  q u e  po d e  ou  n ão  so f r e r  
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cu r a  e sp on tân ea  (M u r ra y e t  a l . ,  20 05 ) .  A  LM  s e  d e s env o l v e  como 

u m a  com pl i cação  da  LC ,  co m p a ra s i t a s  d i s s emi n an do  pa ra  co l on iza r  

o  t r a t o  d a s  m u co s as ,  e  o co r r e  em  1 - 10 %  d as  i n f ecções .  E s t a  f o rma  

d a  do en ça  s e  d es en v o lv e  1 - 5  an os  apó s  a  LC  t e r  s id o  cu r ad a ,  m as  

em  a l gu ns  cas os  co in c i d e  com  l esõ es  cu t ân eas  a t i v a s ,  e  9 0 %  d os  

p ac i en t e s  p oss u em u m a  c i ca t r i z  cu t ân ea  p r eced en t e  (W ei g l e  & 

S a r av i a ,  1 99 6 ;  B lum  e t  a l . ,  2 00 4 ;  M ach ado -C o e lh o  e t  a l . ,  2 00 5 ) .  A  

LM  co m eça  co m er i t ema  e  u l ce r açõ es  n as  n a r i n as ,  s egu in do  pa r a  

p e r f u r ação  d o  s ep to  n as a l  e  l e s õe s  i n f l am at ó r i as  d es t r u t i v as .  E s t as  

l e sõ es  po d em  o bs t ru i r  a  f a r in ge  ou  a  l a r in ge  e  l ev a r  a  de s f i gu r açõ es  

m ar can te s  ( F r an k e  e t  a l . ,  19 90 ) .  

A p esa r  d e  s e r  con s i d er ad a  u ma  d oen ça  n egl i gen c i ada ,  um 

g r an d e  nú m er o  de  e s tu do s  t em  s i do  ge r ad o  n a  t ax on omi a ,  

ep id em io l o g i a ,  m an i fe s t açõ es  c l í n i cas ,  d i agnós t i co  e  t e r ap i a  das  

l e i sh m an i os e s .  U ma  an á l i s e  do s  a r t i go s  p ub l i cado s  so b re  a  d o en ça  

d u r an t e  um  p e r í odo  d e  50  ano s  (1 957 - 20 07 )  mo s t ro u  um  c r es cen t e  

n úm ero  d e  p ub l i c açõ es  d u ran t e  es t e  p e r í od o ,  co m  um  p i co  d e  1 . 226  

t r ab a lh os  em  2 00 6  ( A l -M ut aw ak e l  e t  a l . ,  20 10 ) .  P or ém,  a  d e sp e i to  

d a  im po r t an t e  co n t r i bu i ção  d e s t es  t r ab a lh os  n a  d i n âmi ca  e  m el ho r  

en t en d im en to  d a  im un op a t o gên es e  da  d o en ça ,  a i nd a  não  h á  uma 

v ac in a  e f e t i va  qu e  ga r an t a  im un id ade  d e  lo n ga  du r ação ,  a s s im  com o 

u m a  q u ed a  n a  p reva l ênc i a  g l ob a l .  Em u m a  p ub l i cação  r ecen te ,  fo i  

m os t r ado  q u e  a s  l e i s hm an io s es  s ão  r esp o ns áv e i s  p o r  m a i s  d e  q u a t ro  

m i lh õ es  de  ano s  pe r d i do s  p o r  i n capac i d ad e  ( D ALY s  -  d i s ab i l i t y -

a d j us t ed  l i f e  y ear s ) ,  e  f o i  um a  d as  pou cas  do enças  qu e  t i v e r am  um 

au m ent o  d es t e  p a r âm et r o  en t r e  20 05  e  2 0 13  ( G BD,  2 01 5 ) .  

A l ém  d i s s o ,  ex i s t e  um a  g r ad a t iv a  q u an t i d ad e  d e  d ados  

d e s t acan do  a  i d e i a  d e  q u e  o  im p ac to  n a  s aúd e  d a  l e i shm an io s e  é  

g r o s s e i r am en t e  s ub es t i m ad o  d ev i do  a  i n úm eros  f a to r e s ,  com o 

au m ent o  d a  p r eva l ên c i a ,  c as os  n ão  r eg i s t r ad os  e  ex p ans ão  d e  á r eas  

en d êmi cas .  A  r e sp e i to  d i s so ,  d ado s  s ecun dá r ios  s ão  u t e i s  p a ra  

c a l cu l a r  a  r e a l  c a rga  d a  d o en ça  ( Be r n  e t  a l . ,  20 08 ) .  De  aco r do  com 
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u m  t r ab a l ho  pu b l i cad o  r ecen t em en t e ,  a  l e i sh man i os e  é  en d êmi ca  em 

9 8  p a í s es  ( Al va r  e t  a l . ,  20 12 ) .  A p esa r  d i s s o ,  dev e  s e r  r e s s a l t ado  

q u e  m ai s  d e  9 0 %  do s  cas os  d e  LV  o co r r em  em  ap en as  se i s  p a í ses :  

Ín d i a ,  Ban g l ad esh ,  S ud ã o ,  Br a s i l ,  N ep a l  e  E t i óp i a .  A  l e i sh man i os e  

t egum ent a r  é  m ai s  am pl am en t e  d i s t r i bu í d a .  Os  d ez  pa í se s  com 

m ai o r  n úm ero  d e  ca s os  es t im ados  d e  l e i s hm an io se  t egum ent a r ,  

A f egan i s t ão ,  A r gé l i a ,  C o l ômb ia ,  Br a s i l ,  I r ã ,  S í r i a ,  E t i óp i a ,  S ud ão ,  

C os t a  R i ca  e  P e r u ,  s ão  r es po ns áv e i s  p o r  ap r ox im ad am en t e  7 0 -7 5% 

d a  i n c i d ên c i a  g lo ba l  d a  do ença  ( Al var  e t  a l . ,  2 01 2) .  A pes a r  d o  s eu  

i mp or t an t e  imp ac to  n a  s aú d e  p úb l i c a ,  p r in c i p a lm en t e  n os  p a í s e s  em 

d es en vo lv i men t o ,  a  l e i sh man i os e  a i nda  é  f o r t em en t e  i gno r ad a  n as  

d i s cuss õ es  so br e  as  p r i o r i dad es  d as  d oen ças  t ro p i ca i s  ( Ho t ez  e t  a l . ,  

2 0 04 ,  20 06 ) .   

 

 

IV . 2 .  LE IS H M AN IO SE  NO  BR AS IL  

 

 E n t r e  as  dez  do enças  t r op i ca i s  n eg l igen c i ad as  es t ab e l ec i das  

p e l a  O r gan iz ação  M un di a l  d e  S aúd e ,  n ov e  e s t ão  p r e s en t es  no  

Br a s i l ,  i n c lu i nd o  a  l e i s hm an i os e  ( Li n d os o  & Li n d os o ,  20 0 9) .  N es t e  

c en á r i o ,  o  Br a s i l  e s t á  en t r e  os  s e t e  p a í s es  q u e  con cen t r am  90 %  dos  

ca s os  d e  l e i sh man io s e  ( Al v ar  e t  a l . ,  20 1 2) ,  e  é  o  re sp on sáv e l  p e l as  

m ai o r es  t ax a s  d e  i n c id ên c i a  d a  d o en ça  n a s  Am ér i ca s .  A qu i  no  

Br a s i l ,  é  e s t im ad a  u m a  in c id ên c i a  anua l  d e  4 . 20 0  a  6 .3 00  ca so s  de  

LV ,  e  7 2 . 80 0  a  1 19 . 6 00  ca so s  d e  LT A  ( A lv a r  e t  a l . ,  2 01 2 ) .   

A t é  a  m et ad e  do  sécu lo  p a s s ado ,  a  ma i o r i a  d os  cas os  es t av a  

co n cen t r ad a  n os  e s t ado s  de  S ão  P au lo ,  P a r an á ,  M in as  G er a i s ,  Cea r á  

e  P e r n amb u co ,  e  a s s oc i ad a  com  d esm at am en to  e  n o v os  

a s s en t amen t os .  D ev id o  ao  aum en to  da s  a t i v i d ad es  ru r a i s ,  a  d o en ça  

s e  e sp a l ho u  p a r a  o u t r as  r eg iõ e s ,  i nc l u in do  á r eas  m et r o po l i t anas  
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( P as so s  e t  a l . ,  199 3 ;  Br and ão - F i lh o  e t  a l . ,  1 99 9 ) .  Em p a r t i cu l a r ,  

á r ea s  d a  r eg i ão  n ord es t e  d o  Bra s i l ,  o nd e  a  L ei sh ma ni a  bra z i l i en s i s  

é  en d êmi ca ,  t êm  v i s to  um  au m en to  n a  n o t i f i c ação  de  ca so s  de  LT A  

n as  ú l t im as  d écadas  ( Br an d ão - Fi lh o  e t  a l . ,  19 99 ;  Ol i ve i r a  e t  a l . ,  

2 0 04 ) ,  e  ep id emia s  r e co r r en t es  n es t a  r eg i ão  co mp r een d em  um 

co mp on en t e  c ad a  vez  m ai s  i mp o r t an t e  n a  ca r ga  g l ob a l  d a  d o en ça  no  

Br a s i l  ( Br ou te t  e t  a l . ,  1 99 4 ;  So us a  e t  a l . ,  1 99 5 ) .  

 A  r eg i ão  s ud es t e  do  e s t ado  d a  Bah i a ,  o n d e  es t á  l o ca l i z ad a  a  

v i l a  d e  C o r t e  de  P ed r a ,  é  r e con hec i da  com o  um a d as  m ai s  

i mp or t an t e s  á r eas  d e  t r ans mis s ão  d e  L ei sh ma ni a  b raz i l i ens i s  no  

Br a s i l ,  e  r eg i s t r a  um a  a l t a  p rev a l ênc i a  d e  cas os  d e  LT A .  E n t r e  1 988  

e  2 00 8 ,  1 2 . 42 4  in d i v í du os  com  l e sõ es  a t r i bu í d as  a  LT A  v i s i t a r am o  

P os t o  de  S aú de  da  r eg i ão  p ar a  av a l i a ção  c l í n i ca  e  t r a t am en to  

( J i r man us  e t  a l . ,  20 1 2) .  A ss i m,  p ac i en t es  d e s t a  á r ea  end êmi ca  t êm 

s id o  aco mp anh ad os  n o  Po s t o  d e  S aú de ,  q u e  s e  t o r no u  o  cen t ro  de  

r e f e r ênc i a  p a r a  o  t r a t am en t o  e  d i agn ós t i co  d a  do en ça  na  reg i ão .   

D u r an t e  as  d u as  ú l t i mas  d écad as ,  o s  e s tu do s  con duz i do s  n e s t a  

á r ea  p e l a  eq u ip e  m éd i ca  e  p e lo s  pe s qu i s ad o r es  do  Se r v i ço  de  

Im u n o lo g i a  do  Co mp l ex o  Ho sp i t a l a r  Un iv e rs i t á r io  P ro f es s o r  Ed ga rd  

S an to s  d a  Un iv e rs id ad e  Fed er a l  da  Bah i a  no t a r am  um  au m ent o  do  

n úm ero  d e  cas os  m ai s  g r av es ,  um a  d im in u i ção  d a  e f i c ác i a  do  

an t im on ia l  p en t ava l en t e ,  m ud an ças  n a  d emo gr a f i a  d os  p ac i en t es  

a t end i do s  (T u r e t z  e t  a l . ,  2 00 2 ;  G u im ar ãe s  e t  a l . ,  2 0 09 ) ,  e  

e s t ab e l ece r am no vos  t i p os  d e  t e r ap i a s  p a r a  LT A  ( Les s a  e t  a l . ,  20 01 ;  

A lm ei d a  e t  a l . ,  20 0 5 ;  M ach ado  e t  a l . ,  20 07 ,  20 10 ) .  O s  es tu dos  

r ea l i z ad os  em  C or t e  d e  P ed r a  t amb ém d e t e r min a r am  a  in c i d ên c i a  d e  

LC  e  LM ,  e  d e s c rev e r am  no v as  f o r mas  c l ín i ca s  d e  LT A  cau sadas  

p e l a  i n f ecção  po r  L e i s hm an ia  b ra z i l i en s i s ,  t a i s  co mo  a  

l e i sh m an i os e  d i s s em in ad a  ( LD )  e  a  l e i sh m an i os e  cu t ânea  a t í p i ca  

( LC A )  ( C os t a  e t  a l . ,  19 86 ;  M or gan  e t  a l . ,  2 00 7 ;  Gu im arãe s  e t  a l . ,  

2 0 09 ) .  
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 A  LD  é  u m a  f o r m a  em er gen t e  da  d o en ça  caus ad a  p e l a  

i n fecção  po r  L e i shm a ni a  b ra z i l i ens i s ,  q u e  s e  d i s t i n gu e  p o r  s ua s  

c a r ac t e r í s t i ca s  c l í n i cas  e  imu no ló g ica s  ex c lu s i v as  (Co s t a  e t  a l . ,  

1 9 86 ;  C a rv a lh o  e t  a l . ,  1 99 4 ;  T ur e t z  e t  a l . ,  20 02 ) .  Es t a  f o rm a  da  

d o en ça  é  c a r ac t e r i z ad a  p e l a  p r e sen ça  d e  um  gr and e  n úm ero  de  

l e sõ es  cu t ân eas  qu e  ab ran ge  ma i s  d e  um a  á r ea  do  co r po  do  

p ac i en t e ,  t i p os  v a r i ado s  d e  l e sõ e s  n a  p e l e  (p ap u l a r es ,  n o du l a r es ,  

u l ce r ad as )  e  u ma  a l t a  f r eq ü ên c ia  d e  en v o lv im en t o  mu co so  

( C a rv a l ho  e t  a l . ,  1 9 94 ;  Tu r e t z  e t  a l . ,  2 00 2 ) .  O  p ac i en t e  t end e  a  

ap r e sen t a r  um a  l e são  ú n i ca  i n i c i a l ,  ge r a lm en t e  na s  ex t remi d ad es ,  

s egu id a  d a  d i s semi n ação  qu e  po d e  en vo lv e r  t od o  o  co r po ,  po r  

v ez e s ,  a s s oc i ad a  co m  f eb r e  e  c a l a f r io s .  A  im po r t ân c i a  d a  LD  é  

d e l in ead a  p e l a  g r av id ad e  d a  d o en ça ,  t e r ap êu t i c a  de s a f i ad o r a  p e lo  

a l t o  g r au  d e  re f r a t a r i ed ad e  e  aum en t o  d a  p r ev a l ên c i a .  E nq u an to  em 

1 9 86  ap en as  0 , 2%  d os  cas os  d e  i n fecção  p or  Le i sh mania  

b ra z i l i en s i s  d es envo lv eu  l e i s hm an ios e  d i s s em in ad a ,  em  2 0 00  e s t e  

n úm ero  su b i u  p a ra  2 %  (C a rv a l h o  e t  a l . ,  1 99 4 ;  T u r e t z  e t  a l . ,  2 00 2 ) .  

E s t ud os  de  ep i demio lo g i a  m ol ecu la r  e s t ão  s end o  r ea l i z ado s  n a  á r ea  

d e  C or t e  de  P ed r a  o b j e t iv and o  a  i d en t i f i c ação  d e  cep as  em er gen tes  

q u e  r es po nd am  po r  e s t e  aum en to  d e  p r ev a l ên c i a .  Recen tem en t e ,  f o i  

d emo ns t r ado  qu e  a l gu ns  po l im o r f i sm os  d e  nu c l eo t í d eo s  s im ples  

( S NPs )  e  i n s e r çõ es - d e l eçõ es  ( i nd e l s )  d o  gen om a d e  Le i sh ma nia  

b ra z i l i en s i s  e s t ão  as so c i ado s  com  es t a  f o rm a  d a  do en ça  (Q u e i r oz  e t  

a l . ,  2 01 2 ) .  

 E mb o r a  r a r o ,  c as os  d e  LC A  t am b ém  es t ão  em er g in do  n a  á r ea  

en d êmi ca  d e  Co r t e  d e  P ed r a .  P ac i en t es  d e  LC A  s ão  d e f i n i do s  como 

i nd iv í du os  qu e  n ão  p r een chem  o s  c r i t é r i os  d e  LC ,  LM  e  LD  e  

c l a r am en t e  n ão  ap r es en t am  fa t o re s  p r ed i s po nen t es ,  como  

i mu no ssu p r es s ão  ( G ui mar ãe s  e t  a l . ,  20 09 ) .  E s t es  p ac i en t es  

ap r e sen t am  l es õ es  a t í p i ca s  d e  LC ,  t a i s  co mo  l es õ es  vege t a t i va s ,  

v e r r ucos a s ,  c ro s to sa s  e  l up ó i de s .  En t re  2 00 5  e  20 06 ,  3 5  p ac i en t es  

( 2 ,5 % )  ap r e s en t a r am  m an i f e s t açõ es  a t í p i cas  d a  do en ça  (G u im ar ães  
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e t  a l . ,  20 09 ) .  E s t e s  p ac i en te s  e ram p r edom in an t em en te  d o  sex o  

m ascu l in o ,  f r equ en t em en t e  ap r es en t a ram  l es õ es  n a  f ace  e  t i n ham 

a l t a s  t ax as  d e  fa l h a  ao  t r a t amen to  qu and o  comp arad os  c om 

p ac ien t e s  com  l e sões  c l á s s i c a s  d e  LT A  a t en d i do s  n o  m esm o  p e r í od o  

( G ui mar ãe s  e t  a l . ,  2 0 09 ) .   

U m a  s é r i e  d e  e s tu d os  con duz i do s  em  Co r t e  d e  Ped r a  n os  

ú l t i mo s  t r i n t a  an os  t em  con t r ibu íd o  no t av e lm en te  p a r a  o  

co nh ec i m en t o  d a  ep id em io l o g i a  e  d a  r es po s t a  im une  d e  LT A  

( C a rv a l ho  e t  a l . ,  20 1 2 ;  d e  Ol i ve i ra  &  Br o ds k yn ,  2 0 12 ) .  D u r an t e  a  

ú l t i m a  d écada ,  o  n os so  g r u po  t em  s e  co ncen t r ad o  em av a l i a r  o  

p ap e l  de  f a to r es  gen é t i cos  do  hos p ed e i r o  e  d o  p ar a s i t a  n os  

d e s f echo s  d e  LT A ,  e ,  co mo  co ns eq u ên c i a  d e s t e  e s f o r ço ,  u m a  s é r i e  

d e  t r ab a l ho s  fo i  p ub l i c ad a ,  fo r necendo  ev i d ên c i a s  de  q ue  cep as  do  

p a r a s i t a  (S ch r i e f e r  e t  a l . ,  20 04 ,  200 9 ;  Qu e i r oz  e t  a l . ,  2 01 2 )  e  

f a to r e s  gen é t i cos  d o  h os ped e i ro  (C as t e l l u cc i  e t  a l . ,  20 0 6 ,  2 01 0 ,  

2 0 11 ,  20 12 ;  R am asaw m y e t  a l . ,  20 10 )  d e s emp enh am  um  i mp or t an t e  

p ap e l  n a  su s cep t ib i l i d ad e  ao s  d i f e r en te s  f en ó t i po s  c l í n i co s  d e  LT A .  

 

 

IV . 3 .  FAT OR ES G E NÉ T IC O S D O  H OSPED E IR O  N O 

D ES E NV O LV IM E N T O  DA S  LE IS H M AN IO S ES  

 

 U m a im po r t an t e  c a r ac t e r í s t i c a  d e  m ui t a s  i n f ecçõ es  h um an as  é  

q u e  ap en as  um a  p r o po r ção  d os  i nd iv í du os  ex p os tos  d esen vo lv e  a  

d o en ça  c l í n i ca .  P or  mu i to  t emp o ,  fo i  co ns i d e rado  qu e  o s  f a to res  

h e r ed i t á r i os  t i n h am  um  p ape l  do mi nan t e  n es t a  ex p l i c ação  

i n t e r i nd i v i du a l  n a  s u s cep t ib i l i d ad e .  P o r  ex emp lo ,  a  o b s e rv ação  

i n i c i a l  d e  q u e  os  ca s os  d e  tu b er cu l ose  e r am  agru p ad os  d en t ro  d as  

f amí l i as  l ev an t ou  a  im p r ess ão  d e  q u e  a  t u b e r cu l os e  e r a  um a  d o en ça  

h e r ed i t á r i a .  No  en tan to ,  a  d e s co b er t a  p os t e r i o r  d e  b ac t é r i as  como 
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agen t es  d e  do en ça  i n f ecc io s a  e  a  dem on s t r ação  ex p e r i men t a l  da  

n a tu r ez a  con t ag i osa  d as  i n f ecçõ es  co n cen t r ou  a t enção  s ob r e  os  

p a tó gen os  ( Kau fm ann ,  2 00 5 ) ,  neg l i gen c i an do  a  p o t en c ia l  

i mp or t ân c i a  d os  f a to r e s  do  h os ped e i ro .  

 O s  p r im ei r os  d ad os  s o br e  a  i n f l u ên c ia  d a  v a r i a ção  gen é t i ca  do  

h os p ed e i r o  n a  su scep t ib i l i d ad e  a  doen ças  i n f ecc i os as  s u r g i r am  a  

p a r t i r  de  e s tu dos  co m  gêm eos  e  f i l h os  ado t ad os .  E s tu do s  com 

gêm eos  mo s t r a r am u m  i mp o r t an te  p ap e l  d os  f a t o r es  gen é t i co s  do  

h os p ed e i r o  n a  su scep t ib i l i d ad e  a  d oen ças  i n f ecc i os as ,  t a i s  como 

t ub e r cu lo se ,  h ans en í as e ,  po l i omi e l i t e  e  h ep a t i t e  B  ( He r n do n  & 

J enn in gs ,  19 51 ;  C om s t ock ,  1 97 8 ;  Li n  e t  a l . ,  19 89 ;  K au fman n ,  2 005 ;  

M is ch  e t  a l . ,  20 10 ) .  N o  f in a l  da  d écada  d e  8 0 ,  um  es tu do  m ar can t e  

r e l a t ou  qu e  c r i an ça s  ado t ad as  t i n ham  um  r i s co  s i gn i f i c an t em en t e  

au m en t ado  d e  m o r t e  p o r  do en ça  in fecc io s a  s e  um  d os  s eus  p a i s  

b io ló g i co s  t i v es s e  m o r r id o  p r em a tu r am en t e  da  in f ecção  ( S or ens en  

e t  a l . ,  19 88 ) .  E s t ud os  em  cam un do n gos  t amb ém  i l us t ra r am  a  

p o t en c i a l  i mp o r t ân c i a  d os  e f e i t os  gen é t i cos  do  h os p ed e i r o ,  

m os t r and o  d i f e r en ças  n a  ca r ga  b ac t e r i an a ,  r e sp os t a  d e  c i t o c i n as  e  

d e s f echo s  apó s  in f ecção  po r  b ac t é r i a s  e  mi co b a c t é r i as  en t r e  as  

d i fe r en t es  l i nh agens  d e  camu nd on go s  (G i n gl e s  e t  a l . ,  20 01 ) .  

 N a  l e i s hm an io se ,  e s t ud os  gen é t i co s  d e  LC  e  LV  em 

cam un do n gos  id en t i f i c a r am  v á r i os  l o c i  en vo lv i do s  n a  p a to gên es e  da  

l e i sh m an i os e ,  d es t acan do  a  n a t u r ez a  mu l t i gen é t i ca  d es t a  d o en ça  

( D eT ol l a  e t  a l . ,  19 8 0 ;  Ki rk p a t r i ck  & Fa r r e l l ,  1 9 82 ;  Beeb e  e t  a l . ,  

1 9 97 ,  19 99 ;  R ob e r t s  e t  a l . ,  1 99 7 ;  Li po ld ov a  e t  a l . ,  2 00 0 ;  Bada lo va  

e t  a l . ,  2 00 2 ;  Bl ackw e l l  e t  a l . ,  2 00 3 ;  Bu ch e t on  e t  a l . ,  2 00 3 a ,  20 03b ,  

2 0 07 ;  Mo h am ed  e t  a l . ,  20 03 ,  2 00 4 ;  V lad imi r ov  e t  a l . ,  2 00 3 ;  Bagu e t  

e t  a l . ,  2 00 4 ;  E l s o  e t  a l . ,  20 04 ;  H av e l ko v a  e t  a l . ,  2 00 6 ;  Li p o l do v a  & 

D em an t ,  2 00 6 ;  J ami e so n  e t  a l . ,  2 00 7 ;  J e r on i mo  e t  a l . ,  200 7 ;  M i l l e r  

e t  a l . ,  20 07 ) .  
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 E m  hu m an os ,  e s tu do s  d e  a s so c i ação  co m  gen es  can d i da tos  s ão  

f r eq uen t em en t e  u t i l i z ad os  nos  e s t ud os  gen é t i co s  d e  LC .  P or  

ex empl o ,  po l im o r f i s mo s  n os  gen es  IL - 4  e  I FN - γ  f o r am  a s so c i ados  

co m  su s cep t ib i l i d ad e  a  LC  em  u m gr u po  d e  i r an i ano s  ex po s t os  a  

L ei sh ma ni a  ma jo r  ( K am al i -S a rv e s t an i  e t  a l . ,  2 00 6 ) .  A n á l i s e  d e  um 

p o l imo r f i smo  n a  reg i ão  p rom ot o ra  do  gen e  I L1 0  em  in d i v í du os  

b r a s i l e i r os  s i n t omá t i cos  e  a s s i n to má t i cos  p a r a  LC  c au s ad a  por  

L ei sh ma ni a  br az i l i ens i s  d emo ns t r ou  u m a  a s s o c i ação  en t r e  o  

gen ó t ip o  IL 10  -8 19  C /C ,  a l t o s  n ív e i s  d e s t a  c i t o c i n a  e  g rav id ade  d as  

l e sõ es .  A  IL- 1 0  s up r im e  a  r ep os t a  i n f l am at ó r i a  im po r t an t e  p a r a  a  

e l i mi nação  d a  L e i sh m an ia ,  e  f o i  admi t i d a  a  h ip ó t e s e  d e  qu e  os  a l t o s  

n ív e i s  d es t a  c i t o c in a  em  ca r r ead or e s  d o  gen ó t i po  C / C  p r o mo vem  a  

s ob r ev iv ên c i a  d a  Le i sh ma ni a  (S a l h i  e t  a l . ,  20 08 ) .  

 A  LM  s e  de s en vo l v e  com o um a  com pl i cação  da  LC  com 

d i s s emi nação  d a  L ei s h ma ni a  p a ra  a s  m ucos a s .  A n á l i s e  de  

p o l imo r f i smo s  do  gen e  T NF  em i n d iv íd uo s  v enezu e l anos  

s in t om át i co s  e  as s in t om át i co s  p a r a  LM  ex p os t os  a  L ei sh ma nia  

b ra z i l i en s i s  i d en t i f i cou  um a  a s s oc i ação  d e  po l im or f i sm os  d o s  gen es  

TN F A  e  TN FB  com  s us cep t i b i l i d ad e  a  d o en ça  (C ab r e r a  e t  a l . ,  1 99 5 ) .  

A v a l i ação  do  p o l i mo r f i sm o  -1 74  C ( G)  d o  gen e  I L6  em  ca so s  d e  LM 

d a  Bah i a ,  o nd e  Lei sh ma ni a  b ra z i l i ens i s  é  end êm i ca ,  mo s t r ou  um a 

f o r t e  a s s o c i ação  en t re  a  p r es en ça  d o  a l e l o  C  e  su s cep t i b i l i d ade  a  

LM .  O s  gen ó t ip os  C / C  e  C / G  f o r am a s so c i ado s  com  red u ção  dos  

n ív e i s  d e  IL- 6 .  Fo i  ad mi t id a  a  h i pó te s e  q u e  a  b a ix a  p r od ução  d e  IL -

6  em ca r r ead or e s  do  a l e lo  C  con t r i bu i  p a r a  a  c ap ac i d ade  r eduz id a  

d e  b a l an cea r  as  r es po s t as  Th 1  e  T h2  e  co n t ro l a r  a s  m an i fe s t açõ es  

p a to l ó g i cas  d e s t ru t i v as  as so c i ad as  com  a  d o en ça  (C as t e l l u cc i  e t  a l . ,  

2 0 06 ) .  

 M a i s  r e cen t em en te ,  a  i mp o r t ân c i a  d os  p r o ce ss os  d e  cu ra  d e  

l e são  n as  f o r m as  cu t ân eas  d e  l e i s hm an io s e  t am b ém  f o i  dem on s t r ada  

a  p a r t i r  d e  es tu do s  d e  m ap eamento  gen é t i co  em  cam un do n gos  

( S ak th i an an d es w aren  e t  a l . ,  20 05 ,  2 0 09 ,  20 10 ) .  E m p a r t i cu l a r ,  
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m ap eam ent o  f in o  n a  r eg i ão  do  c rom os som o 9  em cam un do n gos  

( c r om os som o  1 1q 24  em  hu mano s )  i d en t i f i cou  o  gen e  F l i1  ( FL I1  em 

h um ano s )  co mo  n ov o  gen e  cand id a t o  i n f l u en c i and o  r es i s t ên c i a  a  

L ei sh ma ni a  m aj or  e  um a  re sp os t a  au m en t ad a  d e  cu ra  d e  l e s ão  

( S ak th i an an d es w aren  e t  a l . ,  20 10 ) .    

R ecen t em en te ,  o  no ss o  g r up o  d e  p es qu i s a ,  t r ab a l h an do  co m  a  

h ip ó t es e  d e  qu e  gen es  m ap ead os  em cam un do n gos  p ode r i am  s e r  

t am b ém  i mp or t an t es  b i om ar cado r e s  d e  d o en ça  hum an a ,  dem on s t rou  

q u e  um  po l im o r f i sm o  n es t e  gen e  e s t á  a s so c i ad o  co m  LC  caus ada  

p o r  L ei sh ma ni a  b raz i l i ens i s ,  com  um a  a s so c i ação  in v e rs a  o bs e r v ada  

p a r a  LM  ( C as t e l l ucc i  e t  a l . ,  2 01 1 ) .  D e  m an e i r a  i n t e r e s s an t e ,  como 

r e l a t ado  an t e r i o rmen t e ,  n os so  g r up o  d e  pe sq u i sa  t amb ém  m os t r ou  

u m a a s s oc i ação  en t r e  LM  e  o  a l e l o  C  d o  p o l i mo r f i s mo  -17 4  G /C  d e  

I L6  ( C as t e l lu cc i  e t  a l . ,  2 00 6 ) .  Fo i  r e cen t em en te  d em on s t r ad o  qu e  a  

e s t im ul ação  d e  I L 6  d epend en te  d e  h omo c i s t e í n a  regu la  

p os i t i v am en t e  genes  e s s en c i a i s  pa r a  a  m e t i l a ção  ep i gen é t i c a  do  

D N A  v i a  ex p re s s ão  d e  FL I1  ( Th a le r  e t  a l . ,  20 11 ) .  N a  ou t ra  d i reção ,  

f o i  t am b ém  v i s t o  qu e  o  F l i - 1  é  um  r egu l ad or  d e  IL - 6  em  u m  m od e lo  

m u r in o  d e  l úp us  s i s t êmi co  e r i t ema t os o  (S a t o  e t  a l . ,  2 01 4) ,  

i nd i cand o  a  ex i s t ên c i a  d e  um  po ss ív e l  m ecan i sm os  de  f e edb ack  

l oo p  en t r e  es t e s  do i s  f a t o r e s .  I s t o  s u ge r e  q u e ,  emb o r a  h a j a  mu i t as  

f u n çõ es  im un o l ó gica s  t an t o  p a r a  IL- 6  q u an to  p a ra  F LI1 ,  q u e  

p o de r i am  s e r  r es po ns áv e i s  p e l a  a s s oc i ação  com  LT A  cau s ad a  por  

L ei sh ma ni a  br az i l i en s i s ,  p od e  h av e r  u m a  l i gação  f u n c io n a l  d i r e t a  

en t r e  e s t e s  do i s  gen es  qu e  m ed e ia  a  s u s cep t ib i l i d ad e  a  do en ça  por  

m ei o  d a  r es po s t a  de  cu ra  d e  l e s ão  e  r ep a r o  t e c id ua l .  

 N a  r e sp os t a  d e  cu r a  d e  l e s ão ,  am bos ,  FLI1  ( N ak e r ak an t i  e t  

a l . ,  20 06 )  e  IL - 6  ( G r e ss n er  e t  a l . ,  2 01 1 ) ,  r ep r im em  o  CT G F,  e  t odos  

o s  t r ês  gen es  i n t e ragem  com  a  v i a  d e  s i n a l i z ação  d e  T GFβ  ( F i gu ra  

1 ) .  Nos  ú l t im os  an os ,  fo i  r e a l i z ad o  um  s c r een in g  d e  gen es  

en vo lv i do s  n es t a  v i a  d e  s i na l i z ação ,  qu e  m os t r ou  q ue  

p o l imo r f i smo s  em  o u t r os  gen es  d e  cu ra  d e  l e s ão  r e l ac io nad os  com  a  
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f u n ção  d e  FLI1 ,  em  p a r t i cu l a r  T GF B 1 ,  T G FB R2 ,  C TG F  e  

S M A D2 / 3 / 7 ,  s ão  fa t o r e s  de  r i s co  p ar a  o  d es env o l v im en to  d e  LC  

( C as t e l l ucc i  e t  a l . ,  2 0 12 ) .  E s t es  d ado s  s up o r t am  a  h ip ó t ese  d e  q u e  a  

r egu l ação  f i s io ló g i ca  n o rm al  do  p ro ce ss o  d e  cu r a  de  l e s ão  é  

i mp or t an t e  n a  r e so lu ção  d a  LT A .  

 

 

 

Figura 1 Diagrama de genes que têm sido implicados na susceptibilidade a LC e LM 

causadas por Leishmania braziliensis na área de Corte de Pedra, mostrando o 

envolvimento e a interação com a via de TGF-β. Polimorfismos em genes anotados em 

letra vermelha foram associados com LC ou LM (retirado de Castellucci et al., 2012). 

 

A d ic io n a lm en t e ,  fo i  r e l a t ado  qu e  os  n ív e i s  d e  ex p r es são  d e  

F L I1  e s t ão  s u j e i t o s  a  r egu l ação  ep i gen é t i c a .  W an g  e  co l ab o r ad or es  

( 2 00 6 )  d em on s t r a ram  q u e  as  i l h as  C pG  do  p r om oto r  d e  FL I1  

p e rm an ecem  n ão  me t i l ad as  em  f ib ro b la s to s  n o rm ai s ,  r e su l t and o  em 

u m  gen e  t r ans c r i c i on a l m en t e  a t i v o ,  en qu an t o  em  p ac ien t es  co m 

e s c l e r od e rm a  a  m e t i l a ção  n a s  m esm as  i l h as  C p G  é  

s i gn i f i c a t i v am en t e  aum en t ad a ,  r e su l t an do  em  r ep r e s são  da  

t r an s c r i ç ão  d e  FL I1 .  D ad os  p r e l im in a r es  do  n oss o  g r u p o  de  

p e sq u i sa  co m l in hagem  ce l u l a r  T HP - 1  es t im ul ad as  com  an t í geno  

s o l úv e l  d e  L ei s h man ia  (S LA )  t amb ém  i nd icam  mu d an ças  n o  p ad r ão  

d e  m et i l a ção  d o  gen e  F LI 1 ,  co ns i s t en t e  com  a  ex p r es são  r ed uz id a  
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d e  FLI1  o b s e rv ada  n os  m es mos  pon to s  d e  t emp o  ( dad os  n ão  

p u b l i c ad os ) .  O  aumen to  con co mi t an t e  n a  m et i l a ção  d o  DN A  n a  i l ha  

C pG  d a  r eg i ão  p rom ot o r a  do  gen e  FLI 1  i n d i ca  qu e  a  d im in u i ção  do  

n ív e l  d e  ex p re s s ão  t em  u m a  o r i gem  ep i gen é t i c a ,  e  é  r egu l ada  

n ega t i v am en t e  s egu in do  e s t í mul o  com  S LA .  N ess e  s en t i do ,  e s tu dos  

d e  i n t e r açõ es  ep i gen é t i c as  en t r e  o s  gen es  qu e  co mp ar t i l ham  v ia s  de  

a t i v ação  im po r t an te s  n a  p a t o gên es e  da  l e i s hm an io s e  i r ão  e s c l a r ecer  

co mo  ce r t os  m ecan i sm os  r egu l a tó r io s  es t ão  ocor r en do  no  

h os p ed e i r o  d e v id o  ao  d e s a f io  com  o  pa r a s i t a .  

 

 

IV . 4 .  M EC A N IS MO S  D E  R E GU LA Ç Ã O  EP IG E N É T IC A  E  S UA 

IM P O R T ÂN C IA  N O  D ESE N V O LV IM E N T O D E D O E NÇAS 

C OMP LE X A S  

 

 P ou cas  á r eas  d a  b io lo g i a  a t r a em  t an ta  a t en ção  e ,  ao  mes mo 

t em po ,  a i nd a  ex igem  t an ta  ap r e s en t ação  com o  o  cam po  d a  

ep i gené t i c a .  O  t e rm o  “ep i gen é t i c a”  fo i  u s ad o  p e l a  p r i me i r a  vez  po r  

W ad di n gt on  p a r a  de s c r ev e r  o  p r oce sso  a t rav és  do  q ua l  o s  gen ó t i p os  

d ão  o r i gem  ao s  f enó t i po s  d u r an t e  o  de s env o l v im en to  (Wad d i n gt on ,  

1 9 42 ) .  D e  um  mod o  ge r a l ,  ep i gen é t i c a  s e  r e f e r e  a  mu d an ças  n a  

ex p r es s ão  gên i ca  d e s en cadead as  p o r  u m  es t ímu lo  d ev i do  a  

p r o cess os  i nd epend en t es  d e  a l t e r açõ es  n a  sequ en c i a  d e  D N A.  

A l gu ns  d es t e s  p ro ce s so s  fo r am  e l uc idad os  e  i n c l u em  a  me t i l a ção  do  

D N A  (Suz uk i  &  B i rd ,  2 00 8 ) ,  m od i f i c açõ es  d e  h i s t on as  ( Ban n i s t e r  & 

K o uz ar id es ,  20 11 )  e  s i l en c i am en to  d o  D N A  po r  R N A  n ão  

co d i f i c an t e  (S t o rz ,  2 0 02 ) .  

 A  m et i l ação  d o  DN A ,  q u e  com p r eend e  a  ad i ção  d e  um gr u po  

m et i l  ao  ca r bo no  5  d a  c i t o s i n a ,  p r in c i p a lm en t e  em s í t i o s  de  

d in u c l eo t íd eos  C pG ,  é  o  ev en t o  ep igen é t i co  m ai s  f r equ en t em en t e  
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e s tu dad o .  Di nu c l eo t í d eo s  C pG n ão  e s t ão  d i s t r i b u í do s  

a l ea t o r i am en t e  no  gen o ma .  E m  vez  d i s t o ,  e l es  es t ão  m ai s  

co n cen t r ado s  em  r eg i õ es  po u co  f r eq u en t es  d o  D N A  co nh ec i das  

co mo  “ i l h as  Cp G ”  ( Io s h i kh es  & Zh ang ,  2 00 0) ,  m ai s  da  m et ad e  das  

q u a i s  es t á  l o ca l i z ad a  em  con h ec id a s  r eg i õ es  p r omo to r as  d e  gen es  

( W eb e r  e t  a l . ,  2 007 ) .  G e r a lm en t e ,  n ív e i s  e l ev ado s  de  me t i l a ção  do  

D N A  em  r eg iõ es  p ro mo to r as  es t ão  as so c i ad os  co m a  d imi nu ição  da  

ex p r es s ão  gên i ca  e  v i ce - v e rs a ,  m as  es t a  r e l a ção  n ão  é  s em p re  d es t a  

f o rm a  ( J on es  e t  a l . ,  2 01 3) .   

 N o s  ú l t i mo s  anos ,  u m  g r an d e  nú mero  d e  t r ab a l ho s  sob r e  o  

p ap e l  d os  f en ôm en os  ep i gen é t i cos  n a  ex p r es s ão  gên i ca  e  no  

f en ó t i po  t r oux e  en o rm es  p r o gr e s so s  em  o u t ro s  c am pos ,  com o a  

ep i gené t i c a  d o  cân ce r  ( rev i s ad o  em E s t e l l e r ,  2 00 7) ,  g r aça s ,  em 

p a r t e ,  aos  av an ços  s i gn i f i c a t iv os  d e  t e cno l o g i as  mo lecu l a r es .  P or  

o u t r o  l ad o ,  a in da  sab emos  r e l a t i v am en t e  p ou co  s ob r e  a  ex t en são  e  o  

s i gn i f i c ad o  d a  va r i a ção  ep i gen é t i ca  em  i n t e r açõ es  p a t ó geno -

h os p ed e i r o .  

 In t e r açõ es  p a tó geno - ho sp ed e i ro  e s t ão  en t r e  os  s i s t em as  m a i s  

p l ás t i cos  e  d in âm ico s  da  n a t u r eza .  P a r a  l i d a r  co m  as  r e s t r i çõ es  

s e l e t i va s  im po s t as  po r  s eus  h osp ed e i ro s ,  mui to s  p a tó genos  

d e s en vo lv e r am  n íve i s  i n c r í v e i s  d e  p l a s t i c i dad e  fen o t í p i ca  em  s uas  

h i s t ó r i as  evo lu t iv as  ( Reece  e t  a l . ,  2 0 09 ) .  D a  m esm a f o r ma ,  o  

f en ó t i po  d o  hos p ede i ro  é  r ap id am en t e  a l t e r ado  p e l a  p r es en ça  d e  um 

p a tó gen o  ( Po u l i n  &  T h om as ,  20 08 ) .  A l ém  d i s so ,  ad ap t açõ es  en t re  

h os p ed e i r os  e  p a tó gen os  oco r rem f r eq u en t emen t e  em p e r í od os  

ev o l u t i v am en t e  cu r t os  d e  t em po  pa r a  co ns id e r a r  o  p ap e l  ex c lus ivo  

d a s  mo d i f i c açõ es  gen é t i c as ,  t a i s  com o po l im o r f i sm os  e  

r e com bi n açõ es ,  co mo  os  m ecan i sm os  r e sp on sáv e i s  p o r  e s t as  

ad ap t açõ es  ( Ran do  & V ers t rep en ,  20 07 ) .  N es t e  s en t i do ,  

m od i f i caçõ es  ep i gen é t i c as  p od em f o r nece r  um a  f on t e  a l t e r n a t iv a  de  

ação  r áp id a ,  r ev er s ív e l ,  e  p ro n t amen t e  d i s po n ív e l  de  v a r i ação  

f en o t í p i ca  q u e  pod e  se r  d i r e t am en t e  r egu l ad a  p e l a s  p r e s sõ es  de  
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s e l eção  do  h os p ede i ro  e  d o  p a tó gen o  ( Rand o  & V ers t r ep en ,  2 0 07 ;  

Bo n du r i ans k y & D ay,  2 0 0 9) .  

 O  camp o  d e  m ud an ças  ep i gené t i c a s  i n duz i d as  p o r  

m ic r oo r gan i smo s  em  cé lu l a s  ho sp ede i r as  e s t á  com eçan d o  a  se r  

ex p l o r ado  ( Mi n a rov i t s ,  20 09 ;  Go m ez -D í az  e t  a l . ,  2 01 2 ;  Lan g  e t  a l . ,  

2 0 12 ) .  R ecen t em en t e ,  mo d i f i c ações  ep i gen é t i c a s  i nduz id as  p o r  

m ic r o r gan i sm os  em  cé lu l a s  hos p ed e i r a s  su r g i r am  co mo  um 

m ecan i sm o  a t r av és  d o  qu a i s  o r gan i sm os  p a t o gên i cos  in t r ace l u l a re s ,  

t a i s  co mo  v í ru s  e  b ac t é r i as ,  m an ip u l am  p ro cess os  do  h os p ed e i ro  

p a r a  f av o r ece r  a  su a  so b r ev i v ên c i a  i n t race lu l a r  (M in a ro v i t s ,  2 009 ;  

G o mez - Dí az  e t  a l . ,  2 01 2 ;  S i lm on  d e  Mo n er r i  &  K im ,  2 01 4) .  

A l t e r açõ es  n a  m e t i l a ção  d o  DN A  de  m ac ró f agos  em  r e s po s t a  a  

p r o t ozo á r io s  i n t race lu l a r e s  p e rm an ecem  po u co  es t ud ad as  e  

co nh ec i d as ,  e  a  i n ib i ção  p e rm an en te  d a  r e sp os t a  imu n e  in a t a  

p o de r i a  s e r  ex p l i cad a  p e l a s  a l t e rações  d o  ep i geno m a d a  cé l u l a  

h os p ed e i r a .  

A  L ei sh ma ni a  t em  um  c i c lo  d e  v i d a  b a s t an t e  co mp lex o ,  

ge r a l m en t e  a l t e r nan do  en t re  o  i n s e to  v e t o r  e  o  h os p ed e i ro  

m am í fe r o .  D en t r o  do  ho sp ed e i ro  m amí f e r o ,  a  L e i sh m ani a  i n fec t a  os  

m ac ró f ago s ,  c é l u l a s  qu e  d es em p enh am  u m  p ape l  c r í t i co  na  

r egu l ação  d o  s i s t em a  im un e  e  n a  d e fe s a  d o  hos p ed e i r o  ( M o rad i n  & 

D es co t eaux ,  2 01 2) .  E s t es  p r o toz o ár ios  ev o l u í r am  p a r a  es cap ar  d os  

m ecan i sm os  d e  d e fe s a  d e s t a  c é l u l a  a t r av é s  da  i n i b i ção  da  a t iv ação  

d os  mac r ó f ago s ,  o  q u e  p e rmi t e  a  r e p l i c ação  do  p a tó gen o  e  sua  

s ob r ev iv ên c i a  ( Grego r y & O l i v i e r ,  2 0 05 ;  Do gr a  e t  a l . ,  2 00 7 ;  

Bh a r d w aj  e t  a l . ,  2 0 10 ;  Li u  & Uz on n a ,  20 12 ) .  Po r  ex empl o ,  a  

a t i v ação  d e  mol écu l as  e  v i a s  d e  s in a l i z ação  es s en c i a i s ,  t a i s  com o 

P KC ,  J A K /ST A T,  M AP K,  N F -k B,  as s i m  com o o  f a t o r  d e  t r an s c r i ção  

A P -1 ,  é  d es a t iv ada  p e l a  i n f ecção  po r  L e i sh m an ia  (Sh io  e t  a l . ,  

2 0 12 ) .  E m  ad i ção ,  m ol écu l as  com o  a  S HP -1  s ão  a t i v ad as  d u r an t e  a  

i n fecção ,  c aus and o  a  i n a t i v ação  d e  JA K 2  n os  m acr ó f ago s  (S h i o  e t  

a l . ,  2 01 2 ) .  A ss im,  a  L ei sh m ani a  evo l u i u  d iv e r s as  e s t r a t ég i as  p a r a  
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i n i b i r  a  a t i v ação  mac r o f ág ica ,  a  c ap ac i d ad e  d e  ap re s en ta r  an t í gen os  

n a  s ua  s up e r f í c i e ,  a s s i m  co mo  p ar a  i n t e r fe r i r  a  com uni cação  dos  

m ac ró f ago s  co m ou t ra s  c é l u l a s  do  s i s t em a  imu n e  ad ap ta t i vo  (Sh io  

e t  a l . ,  20 12 ) .  

M a i s  r e cen t em en t e ,  um  es tu d o  id en t i f i co u  44 3  s í t i o s  Cp G com 

a l t e r açõ es  n a  met i l a ção  co r r e l ac i on ad as  com  a  i n fecção  po r  

L ei sh ma ni a  do no van i  (M ar r  e t  a l . ,  2 01 4 ) .  M ui t os  d es t es  s í t i o s  CpG 

d i fe r en c i a lm en t e  m et i l ad os  s ão  r e l ac i on ad os  com  gen es  cu j as  

f u n çõ es  s ão  mo di f i c adas  du r an t e  a  i n f e cção  p or  Le i s hm a ni a .  I s to  

i n c lu i  gen es  qu e  co d i f i c am  p ro t e ín a s  env o l v id a s  em  v i as  d e  

s in a l i z ação ,  com o a  v i a  d e  s i n a l i z ação  J A K/S TA T  (Sh io  e t  a l . ,  

2 0 12 ) ,  s i n a l i z ação  d e  cá l c i o  ( Ol i v i e r  e t  a l . ,  1 99 2 ) ,  s in a l i z ação  

M AP K  (S h ad ab  & A l i ,  20 11 ) ,  s in a l i zação  N ot ch  ( A ud e rs e t  e t  a l . ,  

2 0 12 )  e  s in a l i z ação  mT OR  (J a r ami l lo  e t  a l . ,  20 11 ) ,  a s s im  com o 

p r o t e í n as  env o lv ida s  n a  ad esão  ce l u l a r ,  com o  a  i n t eg r i n a - 1  be t a  

( P i nh e i r o  e t  a l . ,  20 0 6) ,  e  p ro t e ín a s  en vo lv i d as  em  a l t e r açõ es  na  

f o s fo r i l a ção  ox id a t i v a  d o  ho sp ed e i ro  ( R ab h i  e t  a l . ,  201 2 ) .  Es t e s  

r e s u l t ado s  fo r n ecem  fo r t e  s up or t e  pa r a  um no vo  p a r ad i gma  n as  

r e s po s t as  h osp ed e i r o - p a t ó gen o ,  o nde ,  a ce r ca  d a  in f ecção ,  o  

p a tó gen o  in duz  m ud an ças  ep i gen é t i c a s  n o  gen om a d a  cé l u l a  

h os p ed e i r a ,  r e su l t an d o  n a  regu l ação  n ega t i v a  d a  i mu n id ad e  i n a t a ,  

p e rm i t i nd o  a  so b r ev iv ên c i a  d o  p a t ó gen o  e  su a  r ep l i c ação  d en t ro  do  

m ac ró f ago .  

 F i n a lm en t e ,  e s t as  o bs e r v açõ es  pod em  t e r  im pl i caçõ es  

s i gn i f i c a t i v as  n o  q u e  d i z  r es p e i t o  à  t e r ap i a ,  um a  vez  qu e  a  

m et i l a ção  é  u m  pr o cesso  ep i gen é t i co  r ev e rs ív e l .  D ev id o  a  e s t a  

r ev e rs ib i l i d ad e ,  a  r egu l ação  ep i gen é t i c a  é  t eo r i c am en t e  p a s s ív e l  d e  

i n t e rv en ção  ( V e rm a  & S r iv a s t av a ,  2 00 2) .  A ss i m,  u m m elhor  

en t en d im en to  do  p ap e l  d a  ep i gen é t i c a  n a  p a togên es e  d a  

l e i sh m an i os e  p ode  con duz i r  ao  d e s en vo lv i men t o  d e  no vas  

f e r r am en t as  t e r ap êu t i c as .  
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IV . 5 .  R EM O DE LA M EN T O  T EC ID U A L N A  LE IS H M A N IO SE 

T E G UM EN T AR  

 

A  p e l e  é  o  m ai o r  ó r gão  do  co r po  h um ano .  E l a  f o rma  uma 

b a r r e i r a  e f i c az  en t r e  o  co r po  e  o  am bi en t e  ex t e r no ,  e  p r o t ege  o  

co r po  d a  d e s i d ra t ação  e  d e  ou t r as  ag r e s s õ es  am bi en t a i s .  

H o sp ede i ros  m amí f e r o s  e s t ão  em  co ns t an t e  r i s co  d e  i n f ecção  

cau s ad a  po r  agen t es  p a t o gên i cos ,  t a i s  co mo  v í r us ,  b ac t é r i a s ,  f un gos  

e  p a r a s i t a s .  A  d e fes a  d o  h os p ed e i r o  co n t r a  e s t es  p a t ó gen os  r equ e r  

u m a  r es pos t a  i n f l am at ó r i a  b em  r egu lad a  e  m a r cad a  pe l a  m i g r ação  

d e  l eu có c i to s  pa r a  o  l o ca l  d a  i n fecção ,  de s t ru i ção  do  

m ic r o r gan i sm o ,  r eso lu ção  d a  in f l am ação ,  e ,  f i n a l m en t e ,  cu r a  d a s  

l e sõ es  e  r ep a ro  da  a r qu i t e t u r a  t e c id u a l .  Em  pa r t i cu l a r ,  q u an do  

o co r re  u m a  l e s ão  na  p e l e ,  u m a  s é r i e  d e  ev en to s  d i n âmi co s  com eça  

i med i a t am en t e .  O  r ep a ro  d e  l e sõ es  cu t ân eas  po d e  s e r  d i v i d id o  em 

u m a  s é r i e  d e  f a se s  qu e  s e  s ob r epõ em,  in c l u i nd o  a  r e s po s t a  

i n f l am at ó r i a ,  fo rm ação  de  t e c id o  d e  g ran u l ação ,  e  o  remod e l am en to  

d a  m at r i z  ( Li  e t  a l . ,  20 07 ;  R e i nk e  & So r g ,  2 01 2 ) .  

A  p e l e  é  e s s en c i a lm en t e  com po s t a  p o r  c é lu l a s ,  p r i n c i p a lm en te  

f i b r ob l as t os ,  c é l u l a s  en do te l i a i s  e  qu e r a t in ó c i t os ,  e  pe l a  m at r i z  

ex t r ace l u l a r .  D iv e rs os  e s t ud os  t êm  mo s t r ad o  qu e  o  r emo d e l am en to  

n ão  r egu l ado  d a  ma t r i z  ex t r ace lu l a r  e s t á  as so c i ado  com  co nd i ções  

p a to l ó g i cas  e  pod e  ex ace r ba r  a  p r o gr es s ão  de  doen ças .  Po r  

ex empl o ,  a  d epo s i ção  an or m al  d e  ma t r i z  ex t r ace l u l a r  é  o b s e r v ad a  

em  cân ce r  e  f i b ro se  ( F r an tz  e t  a l . ,  20 1 0) ,  e ,  po r  o u t ro  l ad o ,  s ua  

d egr ad ação  ex cess iv a  es t á  l i gad a  ao  d es en vo lv im en to  de  

o s t eoa r t r i t e  ( Zh en  & C ao ,  20 14 ) .  

A p ós  se r  i n ocu l ada  n a  p e l e  d o  h os p ede i ro  m amí f e ro ,  a  fo r ma  

p r om as t i go t a  de  Lei sh ma ni a  é  ex p os t a  ao  mi c ro am bi en t e  d a  d e rm e ,  

p e rm an ecen do  a í  a t é  o  p r im ei r o  co n ta t o  com  o  m acr ó f ago  ( Li r a  e t  

a l . ,  19 97 ;  McG wi re  e t  a l . ,  2 00 3 )  ou  o u t r a  cé lu l a  ho sped e i r a ,  e ,  
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a s s im ,  i n t e r age  com  d i f e r en t es  com po n en t es  d a  m a t r i z  ex t r ace l u l a r  

( G h osh  e t  a l . ,  19 99) .  A ss i m,  um  d e l i cad o  ba l an ço  en t r e  a  p a to lo g i a  

d o  t ec id o  e  o  con t r o l e  d a  i n fecção  d e t e r min a  o  d e s f ech o  c l ín i co  

o bs e r v ad o  n a  l e i s hm an io s e  t egum en t a r .  Ap esa r  d a  i mp or t ân c i a  da  

r e s po s t a  i mu n e  t e r  s id o  bem  es t ab e l ec i d a  na  e l i min ação  da  i n f ecção  

p o r  L e i sh m an ia  (C ar v a l ho  e t  a l . ,  20 12 ) ,  a  i n t e r ação  d o  p ara s i t a  com 

a  m at r i z  ex t r ace l u l a r  e  os  mecan i sm os  en vo lv id os  no  

r emo d e l am en t o  t e c id u a l  a in d a  s ão  p ouco  co mp r een d id os .  

N o s  m amí f e r os ,  a  m a t r i z  ex t r ace lu l a r  é  co mp os t a  p o r  

ap r ox im ad am ent e  30 0  p r o t e í n as ,  i n c lu i nd o  o s  co l ágen os  ( H yn es  & 

N ab a ,  2 01 2 ) .  O s  co l ágeno s  com p r eend em  o  p r i n c i pa l  co mp on en te  

e s t r u t u ra l  e  a  m ai o r  co n cen t r ação  d e  p r o t e í n as  d a  m at r i z  

ex t r ace l u l a r .  Os  do i s  t i po s  d e  co l ágen o  p r ed omi n an t e s  n a  cu r a  de  

l e sõ es  s ão  o s  co l ágen o s  d o  t i po  1  e  d o  t i po  3 .  N a  p e l e  n o rm al ,  a s  

f i b r a s  d e  co l ágeno  s ão  co mp os t a s  p o r  am bas ,  com  o  co l ágen o  do  

t i p o  3  comp r eend en d o  ap rox im ad am en t e  2 0 %  d o  t o t a l  (Wo l f r am  e t  

a l . ,  20 09 ) .  Es t a  r az ão  aum en ta  d e  2 0%  p a r a  5 0 %  n as  f as e s  i n i c i a i s  

d a  cu r a  ( H ayak aw a  e t  a l . ,  19 79 ) ,  e  r e to r n a  ao  n ív e l  n o r ma l  d u r an te  

o  p ro ces so  d e  c i ca t r i z ação .  A ss i m,  e s t e  r es u l t ado  su ge r e  um 

i mp or t an t e  p ap e l  do  aum en t o  d a  q u an t id ad e  d e  co l ágeno  d o  t i po  1  

em  r e l ação  ao  co lágen o  d o  t i p o  3  du r an t e  o  p r o ces so  d e  r ep a ro  

t e c i du a l .  

R ecen t em en te ,  f o i  d em on s t r ad o  q u e  p rom as t i go tas  d e  

L ei sh ma ni a  am az on ens i s  i n t e r agem  co m  o  co l ágen o  do  t i p o  1 ,  e  

e s t a  i n t e r ação  re su l t a  em  g r and es  mod i f i c açõ es  na  o r gan iz ação  d as  

f i b r a s  d e  co l ágen o  ( P e t ro po l i s  e t  a l . ,  2 01 4 ) .  Ai nd a  d e  aco r do  com 

e s t e  ú l t im o  e s tu do ,  o s  r e su l t ad os  ap r e s en tado s  suge r em  q ue  

p r om as t i go t a s  d e  L ei sh ma ni a  a ma zon ens i s  l i b e ram  p ro t eas e s  q ue  

r emo d e l am  o  ambi en t e ,  f a c i l i t an do  a  su a  m i g r ação ,  e  i s t o  aum en t a  a  

ch an ce  d as  p r om as t i go t a s  i n t e r ag i r em  a t iv am en t e  com a  m at r i z  

en qu an t o  “p r o cu r am ”  s ua  cé l u l a  ho sped e i r a .  
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E nt r e  as  p r in c i p a i s  f amí l i as  d e  p r o t ea s e s  e s t á  a  f amí l i a  d a s  

m et a lo pr o t e i n as e s  d e  m a t r i z ,  q u e  r ep r e s en t am  a s  enz im as  m ai s  

s i gn i f i c an t es  n o  r em od e l am en t o  d a  ma t r i z  ex t r ace l u l a r  (C aws to n  & 

Y o un g ,  20 10 ) .  A  ex p r es são  de  m et a l op r o t e i n as es  d e  m at r i z  em  p e le  

n o rm al  é  m ui t o  b a ix a .  A pó s  u m a  l esão  cu t ân ea ,  po r ém ,  m úl t ip l as  

m et a lo pr o t e i n as e s  d e  m a t r i z  s ão  p ro duz id as  du r an t e  o  p r o ce sso  de  

c i ca t r i z ação ,  i nc lu in d o  a  MMP -1  ( Gi l l  &  P a r ks ,  20 08 ;  To r i s ev a  & 

K ah a r i ,  2 00 9) .  A  M MP -1  é  um a  co lagen as e  cap az  d e  d egr ad a r  o  

co l ágen o  do  t i p o  1  ( V i s s e  &  N agas e ,  2 0 03 ) .  Em  r e sp os t a  à  l e s ão ,  a  

ex p r es s ão  d e  MM P - 1  o co r r e  r ap i d am en t e ,  s egu i da  p o r  um  

d ec r és c imo  g r ad ua l ,  s end o  n ão  d e t ec t áv e l  n o  mo m en to  d a  re -

ep i t e l i z ação  co mple t a  (S aa r i a lh o - K er e  e t  a l . ,  1 99 3 ) .  

A m bos ,  co l ágeno  do  t i p o  1  e  a s  me t a lo p ro te in a se s  d e  mat r i z ,  

d e s emp enh am um im po r t an t e  p ap e l  n as  co nd i çõ es  f i s io ló g i cas  

n o rm ai s  e  p a t o l óg i ca s  de  mu i t as  d o en ças  ( Im a i  e t  a l . ,  20 00 ;  

A l ex ak i s  e t  a l . ,  20 0 6 ;  W yn n ,  2 00 8 ;  A m al i n e i  e t  a l . ,  2 0 10 ) .  D e  

m an e i r a  i n t e r es s an t e ,  f o i  v i s t o  q u e  a s  ex p r es sõ es  do s  gen es  d as  

c ad e i a s  a l f a  1  ( COL 1A 1 )  e  a l f a  2  ( C OL 1A 2 )  d e  co l ágen o  d o  t i po  1  e  

d o  gen e  d e  me t a lo p ro te in a se  d e  mat r i z  1  (M MP1 )  s ão  med i adas  

a t r av é s  d a  r egu l ação  do  gen e  F LI 1  ( Nak e r ak an t i  e t  a l . ,  20 0 6) ,  gene  

q u e  i n t e rage  com  a  v i a  d e  T G F -β  (Tra ns fo rm in g  gr owt h  f a c to r -β ) .   

A  m a io r i a  d as  c é l u l a s  en vo lv id as  n a  cu r a  d e  l e s õe s  ex pr e s sa  T G F -

β 1 ,  um  f a t o r  d e  c r e s c i men t o  q u e  p r om ov e  a  qu im io t ax i a  de  

f i b r ob l as t os  p a r a  o  l o ca l  d a  l e são  e  d es emp en h a  um  p ap e l  c r í t i co  na  

p r o l i f e r ação  d e  f ib r o b la s t os  e  p ro du ção  d e  m at r i z  ex t race lu l a r  

( C hen  & D av i ds on ,  2 00 5 ) .  O  T G F -β1 ,  ap e s a r  d e  in duz i r  a  ex pr e s são  

d e  M MP -2 ,  MMP - 9  e  M MP -1 3  em  f i b ro b l a s to s ,  r ed uz  a  degr ad ação  

d e  co l ágen o  a t r avés  d a  in ib i ção  d a  exp r e s s ão  d e  MM P - 1  ( H u an g  e t  

a l . ,  2 01 2 ;  S im on  e t  a l . ,  20 12 ) .   

J un to  co m os  dados  p r év i os  d e  as so c i ação  gen é t i c a  d o  no ss o  

g r u p o  d e  p e sq u i s a  ( C as t e l l ucc i  e t  a l . ,  2 01 1 ,  20 12 ) ,  e s t es  t r ab a l hos  

s u ge r em  um  im po r t an t e  pap e l  d es t a  v i a  de  s i na l i z ação  na  
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p a to gên es e  da  l e i sh m an i os e  t egu menta r  am er i can a .  As s im,  a  n os sa  

h i pó t es e  é  d e  que  g en es  da  v i a  de  s in a l i zação  d e  F LI 1  sã o  

i mp o rt an t es  b i oma rca do res  d e  LT A  hu man a  cau sad a  por  

L e i shm an ia  br az i l i en s i s .  D adas  ev i dên c ia s  d e  qu e  a  Le i sh ma nia  

a l t e r a  o s  pad rõ es  d e  m et i l a ção  d a  cé lu l a  h os p ed e i r a ,  r egu l ando  

n ega t i v am en t e  os  m eca n i sm os  d e s t a  c é lu l a  em uma  p oss ív e l  

t en t a t i v a  d e  f avo r ece r  a  s u a  s ob r ev iv ên c i a  i n t race lu l a r  (M ar r  e t  a l . ,  

2 0 14 ) ,  t a mb ém s ão  a d mi t id as  a s  h ip ót e s es  d e  qu e  a  expres sã o  d e  

F LI 1  e  d e  g en es  so b  sua  reg u la ção  ( C OL 1A 1 ,  C OL 1A 2  e  MM P1 )  

s o f rem a l t era çã o  co mo  re su l ta d o  da  in f ecção  p or  Le i shm ania  

b ra z i l i ens i s ,  e  d e  qu e  a  L ei shm ania  br az i l i en s i s  exerce  a  s ua  

p at og ên es e  em par t e  p o r  mu dan ças  ep i gené t i cas  in du z id as  no  

D N A  da  cé lu l a  h osp ed e i ra  apó s  a  in fecçã o .  
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V .  C AS UÍ STI C A,  MA TE RI AL  E  MÉTO D OS  

 

V . 1 .  Á RE A D E ES T U D O 

 

 C o r t e  d e  P edr a ,  um a  v i l a  l o ca l i z ada  n a  r eg i ão  s ud es t e  do  

E s t ado  d a  Bah i a ,  p e r t en ce  ao  mu ni c í p i o  d e  P r es id en t e  T an c r edo  

N ev es ,  cu j a  po pu l ação  é  d e  ap rox im ad am ent e  1 7 . 92 8  h ab i t an t es .  A  

á r ea  end êm ica  d e  C o r t e  d e  Ped r a ,  no  en t an to ,  s e  e s t en d e  mu i to  

a l ém  d a  v i l a ,  cob r in do  20  m un ic íp io s  em  u ma  á r ea  t o t a l  de  

ap r ox im ad am ent e  9 . 9 35  k m
2
 em  to r no  d o  l o ca l  o nd e  um P os t o  d e  

S aúd e  f o i  co ns t r u íd o  n a  d écad a  d e  19 8 0 ,  e  qu e  s e  t o rno u  o  cen t r o  

d e  r e f e r ên c i a  p a r a  o  d i agn ós t i co  e  t r a t am en to  d e  l e i shm an io s e  n a  

r eg i ão .  At u a lm en t e ,  4 30 .3 47  pe ss o as  e s t ão  d i s t r i b u íd a s  p o r  es t as  

c i d ad es  ( IBG E ) ,  p a r a  a s  qu a i s  a  p r in c i p a l  a t i v id ad e  econô mi ca  é  a  

ag r i cu l t u r a  d e  su bs i s t ên c i a ,  p r i n c ip a l men t e  o  cu l t i vo  d e  cacau ,  

c r av o ,  gu ar an á ,  b an an a ,  c a f é ,  p i men ta  e  b o r rach a .  A  á r ea  end êmi ca  

d e  C o r t e  d e  P ed r a  é  t i p i cam en t e  um a  á r ea  d e  f l o r es t a  t ro p i ca l  que  

ao  l on go  d os  ano s  f o i  r eduz i d a  a  á r eas  i so l ad as  de  f l o r es t a  

s ecun d ár i a ,  com  as  a t i v id ad es  ag r í co l a s  p r op o rc io n an do  a  p r i n c ip a l  

f o n t e  d e  rend a  pa ra  a  m a io r i a  d os  s eu s  h ab i t an t es .  D es t e  mo do ,  os  

h áb i t os  o cup ac i on a i s  e  do m és t i cos  d e s t e s  i nd iv í du os ,  qu e  en v o l vem 

o  t r ab a l ho  n as  f az en d as  e  c a sa s  co ns t ru íd a s  em  c l a r e i r as  ab e r t a s  n a  

m at a ,  aum en t a r am a  ex po s i ção  à  i n f ecção  p or  L ei sh mania  

b ra z i l i en s i s .  

 

 

 

 



37 

 

V . 2 .  C O LE T A  D E  AM OS TRA S P ARA  O  EST U D O DE 

A SS OC IA Ç Ã O  G EN É T IC A  E  E XTR AÇ Ã O DE  DN A  

 

 P a r a  os  es tu do s  d e  as so c i ação  gen é t i c a ,  d o i s  g r u po s  de  

f amí l i as  fo r am  co le t ados  du r an te  do i s  pe r í od os  de  es tud o ,  20 00 -

2 0 04  e  2 00 8 -2 01 0 ,  co n f o r m e  de s c r i t o  an t e r i o r m en t e  ( C as t e l l u cc i  e t  

a l . ,  20 06 ,  2 01 0 ,  201 1 ,  2 01 2 ) .  A  co l e t a  d e  a mo s t r as  p a r a  o  p r im e i r o  

g r u p o  f o i  b a sead a  n o  r ec r u t am en to  d e  ca so s  í n d i ces  d e  LM  a  p a r t i r  

d e  f i ch as  c l í n i cas  d o  P os t o  d e  S aú d e  d e  C o r t e  d e  P edra ,  e  bus ca  

a t i v a  p a r a  i den t i f i ca r  e  co l e t a r  t o do s  os  o u t ro s  memb r os  da  f am í l i a ,  

i n c lu in do  aq ue l es  co m  LC  a t i va  o u  p a ss ad a .  Es t e  p r im e i r o  

r ec r u t am en t o  r es u l to u  em  u m a  co l eção  d e  am os t r a s  d e  1 68  f amí l i as  

n u c l ea r es ,  com  2 50  ca so s  de  LC  e  8 7  cas os  d e  LM .  A  co l e t a  de  

am os t r a s  p a r a  o  s egu nd o  g r up o  d e  f amí l i a s  fo i  b as ead a  

p r in c i p a lm en t e  em  ca s os  i n c id en t es  de  LC  o u  LM  ap r es en t ad os  no  

P os t o  d e  S aú d e ,  com  aco mp anh am ento  d a s  f am í l i as  p a r a  co l e t a  d e  

p a i s  e  i rm ão s  a fe t ad os ,  e  i r mãos  n ão  a f e t ados  s e  um  ou  amb os  os  

p a i s  e s t i v e s s em  aus en t es .  E s t a  co l eção  f o r n eceu  am os t r a s  d e  15 7  

f amí l i as  n u c l ea r e s ,  co m  40 2  cas os  d e  LC  e  3 9  ca s o s  d e  LM ,  

co n fo rm e  mo s t r ad o  n a  Q u ad ro  1 .  

 S an gue  ( 8  m L)  f o i  co l e t ad o  a t r av és  d e  pu n ção  v eno sa  em 

t ub os  co n t en do  c i t r a to  á c i do  d ex t r ose  ( A C D )  ( Bec t on  D i ck in so n)  

ap ós  a s s i n a t u r a  d o  t e rm o  de  co ns en t im en to  l i v re  e  e s c l a r ec id o .  O  

D N A  gen ôm ico  f o i  o b t id o  u t i l i z an do  o  m ét od o  d e  s a l t i ng - ou t  com 

P ro t e in a s e  K ,  com o  d es c r i t o  p o r  S am b ro ok  e  co l abo r ad o r es  

( S am br oo k  e t  a l . ,  19 89 ) ,  e  e s to cad o  a  -2 0°C  a t é  p os t e r i o r  

gen o t ip agem .  A  con cen t r ação  e  a  i n t eg r i d ad e  d a s  amos t r as  fo r am 

d e t e r min ad as  po r  m ed id a s  de  d en s id ad e  ó t i c a  (2 60  e  2 8 0  n m )  

u t i l i z and o  o  L - Q u an t  ( Lo ccu s  B io t ecno lo g i a ) .  
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V . 3 .  ES PEC IM E S  D E  BIÓ P S IA S  E  EX T RAÇ Ã O D E D NA  E RN A  

 

P a r a  o  e s t ud o  d e  ex p r e s s ão  d os  gen es  F L I1 ,  C OL1 A1 ,  C OL 1A2  

e  M M P 1  e  do  pad r ão  d e  m et i l a ção  d e  i l h as  C p G  d a  r eg i ão  

p r om oto r a  do  gen e  F L I1  em  b i óps i as  de  p e l e  n o r m al  e  d e  l e sõ es  de  

l e i sh m an i os e  cu t ân ea ,  a  co l e t a  d e  am os t r a s  fo i  ba s eada  no  

r ec r u t am en t o  d e  cas os  no vo s  d e  l e i s hm an io s e  cu t ân ea  ap r e s en t ados  

n o  P os t o  d e  S aúde  d e  C o r t e  d e  P ed r a ,  e  q ue  a in d a  n ão  t i nh am 

i n i c i ado  o  t r a t amen to .  As  b i óp s i as  de  p e l e  n o rm al  f o r am  o b t i da s  

d os  m esmo s  p ac i en t es  d e  on d e  f o r am  r ea l i z ad as  as  b i óp s i as  d e  

l e são  d e  LC .  E s t a s  b ió ps i a s  f o r am  r ea l i z adas  u t i l i z an do  pu n ch  d e  4  

m i l ím e t r os ,  e  p r ese r v adas  em  R NA l ta t e r  ( Am bi on )  a t é  p os t e r i o r  

ex t r ação  d e  D NA  e  R NA .  A pós  i n t ensa  m ace r ação  m ecân i ca ,  R N A e  

D N A  f o r am  ex t r a í do s  p a r a  os  e s tud os  d e  ex p r es são  gên i ca  e  

r egu l ação  ep i gen é t i c a  r es p ec t i v am en t e .  O  R NA  fo i  ex t r a ído  

u t i l i z and o  o  Pu r eLi nk  RN A  Mi n i  Ki t  ( A mb io n ) ,  e  a  ex t r ação  de  

D N A  fo i  r e a l i z ad a  p o r  m ei o  d o  Q IA m p  D N A  Mi n i  k i t  ( Q i agen) .  

E s t a s  ex t r açõ es  s egu i r am  p r ec i s amen t e  os  p ro to co lo s  fo r n ec idos  

p e lo s  f ab r i c an t es .  A  co n cen t r ação  e  a  i n t eg r id ad e  de  RN A  e  D N A 

f o r am  d e t e rm in ad as  u t i l i z and o  m ed i das  d e  d en s id ad e  ó t i c a  ( 2 60  nm 

e  2 80  nm ) ,  e ,  f i n a lm en t e ,  o s  á c i do s  nu c l é i co s  f o r am  es to cado s  a  -

7 0 °C .  
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V . 4 .  C U LT U RA  DE M ACR Ó FAG O  E  EX T RAÇ Ã O D E D NA  E RN A  

 

 P a r a  o  e s t ud o  d e  ex p r e s s ão  d os  gen es  F L I1 ,  C OL1 A1 ,  C OL 1A2  

e  M M P 1  e  do  pad r ão  d e  m et i l a ção  d e  i l h as  C p G  d a  r eg i ão  

p r om oto r a  do  gen e  FL I1  em  m ac r ó f agos  d e  p ac i en t es  com 

l e i sh m an i os e  cu t ânea ,  a  co l e t a  d e  amo s t r as  t amb ém  fo i  b a s ead a  no  

r ec r u t am en t o  d e  ca s os  n ov os  ap r es en t ad os  n o  P os t o  de  S aúd e  de  

C o r t e  d e  P edr a ,  e  qu e  a i nd a  n ão  t i nh am  i n i c i ad o  o  t r a t amen to .  

 C é l u l as  mo no nu c l ea r e s  d o  s an gu e  p e r i f é r i co  (P BMC s)  fo r am 

i so l ad as  a  p a r t i r  d e  s an gu e  v eno so  h e p ar in i z ado  (6 0  m L)  p e lo  

g r ad i en t e  d e  cen t r i f u gação  d e  F i co l l -H yp aq u e  ( GE  H ea l th ca r e  Bi o -

S c i en ces  A B) .  Ap ós  d u as  l av agens  com  0 ,9 %  d e  N aCl ,  e s t as  c é l u l as  

f o r am  r e s s usp ens a s  em  RPM I - 1 6 4 0  ( Gi b co )  su p l em en t ad o  co m  10% 

d e  s o r o  f e t a l  bo v in o ,  1 0  U I/ m L d e  p en i c i l i n a  e  1 00  µ g /m L d e  

e s t r ep t omi c i n a ,  e  i n cub ad as  em  p l aca s  d e  t e f l on  po r  6  d i as  a  3 7°C  e  

5 %  d e  C O 2  p a r a  m at u r ação  do s  mon ó c i t os  em  m acr ó fago s .  A pós  

e s t e  p e r í od o  d e  in cub ação ,  o s  m acr ó f agos  d e r iv ado s  d e  P BMC 

f o r am  a j us t ado s  p a r a  1  x  1 0
6
 c é l u l as /m L e  p l aq u ead os  em  p l aca s  de  

1 2  p o ço s  em  du p l i c ad as .  Nes t e  m omen to ,  a l gum as  cu l tu r a s  f o r am 

t r a t ad as  com  IL- 6  hum an a  r eco mbi n an t e  (2 0  n g /m L)  ( Gi b co ) .  

P os t e r i o rm en te ,  a s  c é l u l as  f o r am  i ncu b ad as  p o r  2 4  ho r a s  p a r a  

ad e r ên c i a  da s  c é l u l a s  na  p l aca ,  e ,  ap ós  e s t a  n ov a  i ncu b ação ,  o s  

p o ço s  fo r am  l av ado s  com  H BSS  p a ra  r e t i r a r  a s  c é lu l as  q u e  n ão  

ad e r i r am .  

 A s  cu l t u r a s  d e  m ac ró f ago s  d e r iv ad os  d e  P BMC  fo r am 

i n fec t ad as  po r  p rom as t i go t a s  v i v as  de  L ei s hm an ia  b ra z i l i en s i s  na  

f a s e  es t a c i on á r i a  na  r az ão  d e  5  p a r as i t a s  p a r a  c ad a  cé l u l a .  C u l t u r as  

n ão  i n fec t ad as  f o ram  u t i l i z ad as  com o  co n t ro l e .  S egu in do  u m a  n ov a  

i n cu b ação  de  2  ho r a s ,  a s  cu l t u ra s  fo r am  l av ad as  com  H BSS  p a ra  

r emo ção  d e  L ei shm a ni a  br az i l i en s i s  l i v r es .  A pó s  cada  p on to  de  

t em po  ( 3 ,  2 4 ,  48  e  7 2  ho r a s )  a s  c é lu l as  fo r am  r ecup e rad as  p a ra  
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p os t e r io r  ex t r ação  d e  RN A  e  DN A .  A s  cé l u l as  u t i l i zad as  p a r a  

ex t r ação  d e  D NA  f o r am  r ecup e r adas  em so lu ção  d e  con ge l am en to  

( 5 0 % so r o  f e t a l  bov in o ,  40 %  RPM I - 1 6 4 0  e  10 %  D MS O)  e  e s t o cad as  

e  - 70 °C .  A  du p l i c ad a  r es t an t e  u t i l i z ad a  p a r a  ex t r ação  de  RN A  f o i  

r e cu pe r ad a  em  TR Izo l  ( In v i t ro gen )  e  t am b ém  es to cad a  a  - 7 0° C .  P or  

f im ,  R NA  e  D NA  f o ram ex t r a í dos  u t i l i z an do  o s  m esmo s  k i t s  

d e s c r i t o s  a c im a  e  u t i l i z ad os  p a r a  o  e s tu d o  de  b ió ps i a s .  

 

 

V . 5 .  G EN O T IP A GE M  DE  P O LIM O R F IS M OS  D E  N UC LE O T ÍD E OS 

S IM P LE S  

 

A  gen o t i p agem  d e  p o l im o r f i sm os  de  n u c l eo t í d eo s  s im pl es  

( S NPs )  f o i  r e a l i z ad a  u t i l i z and o  ens a i os  p r é -d e senh ados  d e  PCR 

q u a l i t a t i vo  p e l o  m ét od o  d e  T aqM an ®  ( Li f e  T echn o lo g i e s )  p a ra  

p o l imo r f i smo s  n o  gen es  C OL1 A1  ( r s1 06 12 37 ,  r s2 5 86 48 8  e  

r s 20 75 55 4 ) ,  C OL 1A 2  ( r s 38 86 25  e  r s 11 77 02 0 )  e  M M P1  ( r s 5854 ,  

4 7 07 47  e  7 12 5 0 62 ) ,  co mo  ap r es en t ad o  n o  Q u ad r o  2 .  O s  SN Ps  f o ram 

s e l ec io n ad os  d e  fo r ma  p r agm á t i ca  co m  b as e  em  su a  u t i l i z ação  

p r év i a  com o t a gg i ng  S NPs  em  o u t r os  es t ud os  d e  a s so c i ação  

( M et l ap a l l y  e t  a l . ,  2 00 9 ;  Er d e i  e t  a l . ,  2 01 3 ) ,  d i s po n i b i l i d ad e  de  

en s a io s  p r é - d es en had os  d e  PC R  q u a l i t a t i vo  v a l id ados ,  e  f r eq uên c ia  

a l é l i ca  m ín im a  ( FA M )  ≥  0 ,1 5  p a r a   a s  p op u l açõ es  C aucas i an a  

( C EU )  e  A f r i can a  (Y r i )  d o  p r o j e to  H ap M ap .  E s t as  d uas  p o pu l ações  

d e  r e f e r ên c i a  f o ram  s e l ec i on ados  p a ra  s im ul a r  ao  m áx im o  pos s í v e l  

a  m i s t u r a  é t n i ca  da  p o pu lação  da  Bah i a .  O  p ro gr am a  P EC HECK 

( O ’ Co nn e l l  &  Week s ,  19 98 )  f o i  u t i l i z ad o  p a r a  d e t e rmi n ar  

i n co ns i s t ên c i as  m en d e l i an as  d en t r o  d a s  famí l i a s  e  o s  gen ó t ipos  

p a r a  e s t es  i nd iv í duo s  f o ram d ef in i d os  co mo  ze r o  p a r a  as  an á l i s e s .  
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V . 6 .  E XP ER IM E N TO S D E EX PRE S SÃO  G ÊN IC A  

 

 U t i l i z an do  R NA  prev i am en te  ex t ra íd o  d e  b ió ps i a s  d e  p e l e  e  

d e  cu l tu r as  d e  mac r ó f agos  d e r iv ado s  d e  P BMC,  a s  r e açõ es  de  

t r an s c r i ç ão  r ev e rs a  e  a  ob t en ção  d e  D N A  co mpl emen t a r  ( cD NA )  

f o r am  r ea l i z ad as  u t i l i z an do  o  k i t  com er c i a l m en t e  d i spo n í v e l  H i gh  

C apac i t y cD N A  Rev e r se  Tr ans c r i p t io n  K i t  ( A pp l i ed  Bi os ys t ems ) ,  

s egu in do  p r ec i s amen t e  a s  o r i en t açõ es  do  f ab r i c an t e .  A  ex pr e s são  

gên i ca  fo i ,  en t ão ,  av a l i ad a  p e l a  t é cn i ca  d e  P CR  em  t em po  r ea l ,  

u t i l i z and o  o  eq u i pam en to  7 50 0  R ea l  T im e  PCR  S ys t em  ( A pp l i ed  

B i os ys t e ms ) ,  a  p a r t i r  d e  r e açõ es  p rep ar ad as  co mo  d esc r i t o  a  s egu i r :  

2  µ l  d e  cD NA ,  5  µ l  d e  T aqM an  U niv e r s a l  M as t e r mix ,  2 , 5  µ l  d e  

águ a  l i v r e  d e  D N As e -R N As e  e  0 ,5  µ l  d e  en s a io  em  um  vo lu me  f i na l  

d e  1 0  µ l .  O s  en s a i os  con tend o  p r ime r s  e  so nd as  e sp ec í f i c a s  p a ra  

F L I1  (H s0 09 56 709 _m 1 ) ,  C OL1 A 1 ( H s0 01 64 00 4_ m1) ,  C OL 1A2 

( H s0 10 28 97 2_ m1 )  e  M M P 1  (H s0 0 89 96 58 _m1 )  f o r am  pr é -

d e s en h ad os  pe l a  Ap p l i ed  B ios ys t ems .  A s  con d i çõ es  d e  am pl i f i c ação  

o b ed ece r am  a  s egu in t e  c i c l agem  ( I )  5  m in u to s  a  50 ˚C ,  ( I I )  1 0  

m in u to s  a  9 5 ˚C ,  ( I I I )  1 5  s egu nd os  a  a  9 5 ˚C  e  ( IV )  1  m in u t o  a  6 0 ˚C ,  

s end o  os  c i c l os  3  e  4  r ep e t i do s  4 0  v ez es .  To d as  a s  am os t r as  f o r am 

u t i l i z ad as  em  d up l i c a t a s ,  e  o  r es u l t ad o  d a  ex pr e s s ão  f o i  c a l cu l ado  

p e l a  méd i a  d a s  du as  du p l i c a t a s .  O  n íve l  d e  mR N A f o i  n o r m al i zado  

p a r a  o  n í ve l  d e  β - a c t in a  (H s 0 10 606 6 5_ g1 )  co r r esp o nd en t e  p a ra  

c ad a  amo s t r a  a  f im  d e  co n t ro l a r  a  v a r i ab i l i d ad e  en t r e  a s  am os t r a s .   

P o r  f im ,  a  co mp a r ação  d os  p ad rõ es  de  ex pr e s s ão  dos  genes  d e  

i n t e r es se  f o i  r e a l i z ad a  u t i l i z an do  o  m ét od o  d e  C t  co mp a r a t i vo ,  

a t r av é s  d a  equ ação  2
- Δ Δ C t

,  o nd e  Δ Ct  co r r es po nd e  ao  v a lo r  d e  C t  do  

gen e  a lv o  su b t r a í do  do  C t  do  gen e  en d ó gen o ,  e  ΔΔ Ct  co r r es po nd e  

ao  v a lo r  de  ΔC t  d e  cad a  co nd ição  s ub t r a í do  d a  m ed i an a  d o  ΔCt  do  

gr u p o  con t ro l e  (ME IO  n o  ca so  d os  m ac ró f ago s ,  e  P E LE  N ORM A L 
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n o  cas o  d as  b ió ps i a s ) ,  co n fo rm e  d esc r i t o  p r ev i am en t e  ( Li v ak  & 

S chmi t t gen ,  2 00 1) .  

 

 

V . 7 .  E XP ER IM E N TO S D E ME T ILA Ç Ã O  

 

 P a r a  av a l i a ção  do  p ad r ão  d e  m et i l a ção  d e  i l h a s  C p G d a  reg i ão  

p r om oto r a  do  gene  F L I1  em  b i óp s i a s  d e  pe l e  e  em  cu l tu r a s  d e  

m ac ró f ago s  d e r i v ad os  d e  P BMC,  o  DN A  f o i  ob t id o  co mo  d es c r i t o  

em  t óp i co  an t e r i o r .  A  d i ge s t ão  do  DN A  fo i  r e a l i z ad a  u t i l i z an do  o  

E p i T ec t  M eh t yl  I I  D N A  R es t r i c t i on  Ki t  ( Qi agen ) .  As  r eaçõ es  e r am 

p r ep ar ad as  u t i l i z an d o  as  enz im as  do  k i t  ( M eth y la t ion - s en s i t i v e  

en z ym e  A  e  M et h y la t i on -d ep en d en t  enz ym e  B )  co nf o rm e  i ns t r u çõ es  

d o  f ab r i can t e ,  e  i n cub ad as  po r  6  h o r as  a  3 7 ˚ C .  A p ó s  es t a  

i n cu b ação ,  a s  enz im as  e r am  in a t iv ad as  a  65 ˚C  p or  20  min u t os  e  as  

am os t r a s  fo r am  es t o cad as  a  - 20 ˚C  a t é  a  r e ação  d e  PCR  o co r r e r .  

S egu i nd o  es t a  e t apa ,  o s  p ro du t os  d a  d i ge s t ão  fo r am  u t i l i z ad os  p a ra  

d e t e r min a r  a  p o rcen t agem  d e  i l h a s  C pG  d a  r eg i ão  p ro mo to r a  do  

gen e  FL I1  m e t i l ada ,  u t i l i z and o  a  t é cn i ca  de  PC R em  t em po  r ea l  

a t r av é s  d e  um  en s a i o  com er c i a lm en t e  d i sp on í v e l  p e l a  Qi agen  

( E PHS 10 28 55 - 1A ) .  A s  r eações  de  PC R  em  t emp o  rea l  f o ram 

e s t ab e l ec i d as  p a ra  c ad a  u m  d os  p rod u t os  d a  d i ge s t ão  s egu in do  o  

p r o t oco l o  fo r n ec ido  p e lo  f ab r i c an t e .  A  c i c l agem  f o i  r e a l i z ad a  no  

eq u i p am en to  7 50 0  R ea l  T i m e  PC R S ys t em ( Ap p l i ed  B i os ys t ems ) ,  

o b ed ecend o  a s  s egu in t e s  co nd i çõ es :  ( I )  1 0  m in u t os  a  95 ˚C ,  3  c i c l os  

d e  ( I I )  3 0  s egun dos  a  9 9 ˚ C ,  ( I I I )  1  m in u to  a  7 2 ˚ C ,  e  40  c i c los  de  

( IV )  1 5  s egun do s  a  9 7 ˚  ( V)  1  min u t o  a  7 2 ˚ C .  A  cu r v a  Me l t in g  f o i  

u t i l i z ad a  d e  aco r do  com  i ns t r u çõ es  d o  i ns t r um en to .  Ap ós  o  f im  

d es t a  c i c l agem,  os  v a lo r es  de  C t  f o r a m  ex p or t ad os  d o  so f tw a r e  do  

i ns t r um en to  p a r a  um a  p l an i l h a  d e  Mi cr o so f t  Ex ce l .  P o r  f im ,  an á l i s e  

d os  d ad os  f o i  r ea l i z ad a  u t i l i z an do  o  E p i T ec t  M e th yl  I I  PC R  A r r ay 
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M i cr os o f t  Ex ce l ,  d i sp on í v e l  em 

w w w .s ab io s c i en ces . com/ dn a_m et h yl a t io n _d a t a_an a l ys i s . ph p .  Es t e  

p l an i lh a  r ea l i z a  au t om at i cam en t e  t odo s  o s  c á l cu lo s  b asead os  n os  

v a lo r es  d e  C t  p a r a  d e t e r min a r  o  s t a tus  d e  m et i l a ção  do  DN A .  

 

 

V . 8 .  A N Á LIS E  EST A T ÍS T IC A  

 

 P a r a  av a l i a ção  do  p o l i mo r f i smo  d os  gen es  cand id a tos  

( C OL1 A1 ,  C OL 1A 2  e  M M P 1 )  e  s u a  p o ss í v e l  a s so c i ação  com  a  

l e i sh m an i os e  t egum ent a r  amer i can a  n a  p op u l ação  d e  Co r t e  de  

P edr a ,  Bah i a ,  t e s t e s  de  as so c i ação  b a s ead o s  em  f amí l i a s  ( FBA T )  

f o r am  co nd uz id o s  so b  os  m od e l os  d e  he r an ça  ad i t i v o ,  d om in an t e  ou  

gen ó t ip o ,  u t i l i z an do  a  b and e i r a  – o  pa r a  con s id e r a r  amb os ,  f i l hos  

a f e t ad os  e  n ão  a f e t ado s  ( La i r d  e t  a l . ,  2 00 0 ) .  In d i v í du os  com  LM  

f o r am  d e f i n id os  com o  f en ó t i po  d e s co nh ec id o  n a  an á l i s e  do  f en ó t ipo  

LC  i s o l ado .  O  v a lo r  d e  P  n eces s á r io  p a r a  a l can ça r  s ign i f i c ân c ia  

e s t a t í s t i c a ,  ap l i c an d o  co r reção  d e  Bo n f e r ro n i  p a r a  l ev ar  em 

co ns id e r ação  múl t i p l os  t e s t es ,  f o i  P  =  0 ,0 06  ( =  0 ,0 5 / 8  S NPs  

t e s t ad os ) .  

A p r ox im açõ es  d e  p od e r  do  t e s t e  d e  d es eq u i l í b r io  de  

t r an smi ss ão  ( TD T )  ( K n ap p ,  19 99 )  f o r am  u t i l i z ad as  p a r a  de t e rmi n ar  

o  p od e r  d as  f am í l i a s  p a r a  d e t ec t a r  a s s oc i açõ es  gen é t i c a s ,  e  o  

d e s eq u i l í b r i o  d e  l i gação  ( D L)  en t r e  o s  po l im or f i s mo s  de  

n u c l eo t í d eos  s im pl e s  an a l i s ado s  f o i  d e t e r min ado  u t i l i z and o  o  

H ap l ov i ew  v .4 .2  ( Ba r r e t t  e t  a l . ,  2 00 5 ) .   

P a r a  o  e s t ud o  d e  ex p r e s s ão  d os  gen es  F L I1 ,  C OL1 A1 ,  C OL 1A2  

e  M M P 1  e  do  pad r ão  d e  m et i l a ção  d e  i l h as  C p G  d a  r eg i ão  

p r om oto r a  do  gene  F L I1  em  b i óp s i a s  d e  pe l e  e  em  cu l tu r a s  d e  

m ac ró f ago s  d e r i v ad os  d e  P BMC ,  a  s i gn i f i c ân c i a  es t a t í s t i c a  fo i  
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av a l i ad a  p o r  M an n - Whi tn e y p a r a  co mp a r ação  en t re  do i s  g r u po s  ou  

p e l a  an á l i s e  d e  v a r i ân c i a  d e  K r us ka l l  W al l i s  p a r a  com p a ração  en t re  

m úl t ip l os  g r u p os .  V a l o r es  d e  P  m en or e s  qu e  0 , 05  f o ram 

co ns id e r ad as  e s t a t i s t i c am en t e  s i gn i f i c an te s ,  e ,  p a r a  t o d as  e s t as  

an á l i s e s  es t a t í s t i c as ,  o  so f t w a r e  G r ap hP ad  P r i sm 5  f o i  u t i l i z ado .  

 

 

V . 9 .  A PR OV AÇ Ã O E M C OM IT Ê  D E  ÉT IC A  E M P ES Q U IS A  

 

 O  p r es en t e  es tu do  co n t a  com  ap r ov ação  do  Co mi t ê  d e  É t i ca  

em  P esq u i s a  do  C om pl ex o  Hos p i t a l a r  Un iv e rs i t á r io  P r o f e s s o r  

E d ga r d  S an to s  d a  U n iv e rs i d ad e  Fed er a l  d a  Bah ia ,  so b  o  cad as t ro  

2 2 / 20 12 ,  e  da  C omi ss ão  N ac io n a l  d e  É t i c a  em Pesq u i sa  ( C ON EP )  -  

1 2 58 51 3 . 1 . 00 0 . 55 37 .  To do s  o s  pac i en te s  con v i d ad os  a  p a r t i c ip a r  do  

e s tu do  e  qu e  ace i t a r am  o  co nv i t e  a s s i na r am  o  T e r mo  de  

C on s en t im en to  Li v r e  e  E sc l a r ec id o .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V I .  A RTI GOS  

“Wo un d  h ea l i n g  gen es  an d  su s cep t ib i l i t y  t o  cu t an eo us  

l e i sh m an i a s i s  i n  Br az i l :  r o l e  o f  CO L1 A 1 ” .  In f ec t io n ,  Gen e t i cs  and  

E vo l u t i on  3 0 :  2 25 -9 ,  2 01 5 .  
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“H o s t  gen e t i c  f a c t o r s  i n  Am er i can  cu t an eou s  l e i shm an i as i s :  a  

c r i t i c a l  ap p ra i s a l  o f  s t ud ie s  con du c t ed  i n  an  end emic  a r ea  o f  

Br az i l ” .  M emó r ia s  d o  I ns t i t u to  Osw ald o  Cr uz  1 09 :  2 79 - 88 ,  2 01 4 .  
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“A n al ys i s  o f  ex p re s s i on  o f  w ou nd  h ea l in g  gen e  FL I 1 ,  C OL 1A1 ,  

C OL 1A 2  an d  M M P1  i n  Am er i can  cu t aneo us  l e i s hm an i as i s  c au s ed  b y  

L ei sh ma ni a  br az i l i ens i s  i n f ec t i on ” .  P LO S  N eg l ec t ed  T r o p i ca l  

D i s ea s es  [ Su bm et id o ,  v id e  N or m as  de  P ub l i cação  n o  AN E XO  1  e  

c a r t a  ao  Ed i to r  n o  A N EX O 2 ] .  
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V I I .  RE SU LTA DOS  GE R AIS  

 

V II . 1 .  CA RAC T ER ÍS T IC A S D A CO LE Ç Ã O  DE  FAM ÍL IA S  E  

P O DER  P AR A DE TE CT AR  ASS OC IA ÇÃ O  GE N ÉT IC A  

 

 O  Q uad ro  1  fo r n ece  d e t a l h es  d as  am os t r a s  u t i l i z ad as  n es t e  

e s tu do  p a r a  av a l i a ção  d o  p o l i mo r f i sm o  do s  gen es  can d i da tos  

( C OL1 A1 ,  C OL 1A 2  e  M M P 1 )  e  s u a  p o ss í v e l  a s so c i ação  com  a  

l e i sh m an i os e  t egum ent a r  amer i can a  n a  p op u l ação  d e  Co r t e  de  

P edr a ,  Bah i a .  As  co l e t as  d e  amo s t r as  r e a l i z ad as  du r an t e  o s  do i s  

p e r í od os  d i f e r en t es  d e  t em po ,  2 000 - 20 04  e  20 08 - 201 0 ,  f o r am 

eq u i v a l en te s  geogr a f i c am en t e  ( C as t e l l u cc i  e t  a l . ,  2 01 2 )  e  

d emo gr a f i c amen t e  ( Q u ad r o  1 ) .  O  Quad r o  2  fo r n ece  d e t a l h es  dos  

S NPs  gen o t i p ad os ,  e  d emo ns t r a  qu e  t od os  os  SNP s  t i v e r am  um a 

FA M  ≥  0 ,2 5  n a  po p u l ação  e s t ud ada .  T od os  o s  S NPs  es t av am  em 

E q ui l í b r i o  d e  Ha r d y W e in b e r g .  Fa l h a  n o  p r o ced i men t o  d e  

gen o t ip agem  v ar io u  d e  0 ,8 0%  ( 8 / 10 08  i nd iv í du os )  a  2 , 5 %  ( 2 5 / 10 08)  

en t r e  os  8  SN Ps  gen o t ip ado s .  Ap r ox im açõ es  d o  p od er  d e  TDT 

( K n ap p ,  19 99 )  m os t ra r am  qu e  o  p r im ei r o  ( 25 0  cas os  d e  LC )  e  

s egu nd o  ( 40 2  cas os  d e  LC )  g r up os  d e  f amí l i a s  t i v e r am  68 %  e  89 % 

d e  po d e r ,  r e s p ec t i vam en t e ,  p a ra  d e t ec t a r  um a  o dd s  r a t i o  ≥  1 ,5  em 

u m  v a lo r  d e  P  =  0 ,0 1  p ar a  os  SN Ps  co m  FAM  ≥  0 ,3 .  Os  6 5 2  t r i o s  

co mbi n ad os  t i v e r am  98 ,7 %  d e  po de r  p a r a  d e t ec t a r  a s so c i ação  p ar a  

o  m es mo  t am an ho  d e  e f e i to ,  v a lo r  de  P  e  FA M.  S imi l a rm en t e ,  p a r a  

l e i sh m an i os e  p er  se  ( LC  +  LM ) ,  e s t im at iv a s  d e  po d er  pa r a  os  337  

t r i o s  do  p r i m ei ro  gr u po  de  f amí l i as ,  44 1  t r i o s  d o  s egun do  g r u po  d e  

f amí l i as  e  77 8  t r i o s  d a  an á l i s e  comb in ad a  ( p r im ei r o  +  s egu ndo  

g r u p os  d e  f am í l i as )  f o i  d e  9 1 , 9 %,  9 1 , 9%  e  9 9 ,6 % ,  r es p ec t i v am en te .  

O  po d er  p a r a  d e t ec t a r  a s s oc i açõ es  co m LM  f o i  m eno r  ( ≤  25 %)  

m esmo  n a  an á l i s e  co mb in ad a .  
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Qu ad ro  1  

C ar ac t e r í s t i c as  d as  am os t r a s  co l e t ad as  d u r an t e  o  p r im e i r o  ( 20 00 -

2 0 04 )  e  s egu nd o  ( 20 08 - 20 10 )  p e r í od os  p a r a  o s  es tu do s  de  

a s so c i ação  gen é t i c a .  

 Primeiro grupo de famílias 

(2000-2004) 

Segundo grupo de famílias 

(2008-2010) 

 LC LM Leishmaniose 

per se 

LC LM Leishmaniose 

per se 

Número de 

casos 

250 87 337 402 39 441 

Homens 128 60 188 219 24 243 

Mulheres 122 27 149 183 15 198 

Idade       

Média 19,1 30,3 22,4 21,5 26,6 21,9 

IC 95% 17,1-

21,2 

25,8-

34,7 

20,3-24,4 20,1-

22,9 

20,7-

32,4 

20,6-23,3 

Número de 

famílias 

nucleares 

  168   157 

N total nas 

famílias/trios 

  767   764 
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Qu ad ro  2  

In f o r m açõ es  so br e  o s  p o l i mo r f i s mos  d e  n u c l eo t íd eos  s im pl es  

gen o t ip ado s  p a r a  CO L1 A1 ,  C OL 1A 2  e  M M P 1  n a  po pu l ação  d e  C o r t e  

d e  P ed r a .  

Gene/SNP Localização Posição física 

(Cro/pb) 

Alelos FAM 

(BA) 

Caucasianos 

(CEU) 

Africanos 

(YRI) 

COL1A2_rs388625 Íntron 7:94396612 A/G 0,48 0,48 0,42 

COL1A2_rs11770203 Íntron 7:94402145 G/T 0,26 0,33 0,18 

MMP1_rs5854 3’UTR 11:102790143 A/G 0,25 0,35 0,19 

MMP1_rs470747 Íntron 11:102790864 A/G 0,34 0,35 0,35 

MMP1_rs7125062 Íntron 11:102792772 C/T 0,33 0,27 0,35 

COL1A1_rs1061237 3’UTR 17:50185414 C/T 0,30 0,31 0,42 

COL1A1_rs2586488 Íntron 17:50188065 A/G 0,37 0,37 0,42 

COL1A1_rs2075554 Íntron 17:50196948 C/T 0,26 0,19 0,26 
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V II . 2 .  A V A LIA Ç Ã O  D A ASS OC IA Ç ÃO  EN TR E  OS  S NPs  DE 

C OL 1A 1 ,  C OL1 A2  E  MM P1  E  O FE N Ó T IP O  LE IS H M A N IO S E 

C U TÂ N EA 

 

 N en hum a  as so c i ação  fo i  ob s e r v ad a  en t re  LC  e  o s  SNPs  dos  

gen es  COL 1 A2  e  M M P 1  u t i l i z ado s  ne s t e  e s t ud o .  O s  res u l t ado s  da  

an á l i s e  d e  F BA T en t r e  o s  SNP s  d e  C OL1 A1  e  LC  e s t ão  

ap r e sen t ado s  n o  Qu ad ro  3 .  An á l i s es  s ob  o  mo d e l o  ad i t i vo  f o ram 

s u f i c i en t es  p a r a  ex p l i c a r  os  r e su l t ad os .  O  S NP r s1 06 12 37  m os t rou  

u m a t end ên c i a  d e  a s s o c i ação  ( P  =  0 , 05 8)  n o  p r im e i ro  g r up o  de  

f amí l i as ,  q u e  pos su i  o  m en o r  núm ero  d e  ca so s ,  e  a l can çou  um a 

a s so c i ação  s i gn i f i can t e  (P  =  0 , 01 8 )  no  segu nd o  g ru po  de  f am í l i as ,  

a s so c i ação  con f i rm ad a  n a  an á l i s e  co mbi n ad a  (P  =  0 , 00 2) ,  q ue  

r e s i s t i u  a  ap l i c ação  d e  um  f a to r  d e  co r r eção  r i go ro so  p a r a  os  8  

S NPs  gen o t i p ad os .  O  S NP  r s 25 86 48 8  t am b ém  m os t r ou  ev id ên c i a  de  

a s so c i ação  (P  <  0 ,0 5 )  n o  s egun do  g ru p o  d e  f am í l i as  e  n a  an á l i s e  

co mbi n ad a .  Is t o  é  co ns i s t en t e  com  o  f o r t e  D L ( D ’  0 , 78 ;  r
2
 0 ,55 )  

en t r e  e s t e  d o i s  S NP s ,  com o  m os t r ado  n a  F i gu r a  2 .  Em  co n t r as t e ,  

n ão  h ou v e  n en hu ma  ev i d ên c i a  de  a s s o c i ação  en t re  LC  e  o  SNP  

r s 20 75 55 4 .  Em  ad ição ,  n ão  h á  D L en t r e  es t e  S NP  e  os  o u t r os  d o i s  

a s so c i ado s  com a  do en ça .  
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Qu ad ro  3  

R esu l t ado s  do  t e s t e  d e  a s s o c i ação  ba s eado  em f am í l i a  u t i l i z an do  

m od e l o  ad i t i v o  d e  h e r an ça  en t r e  os  SN Ps  d e  CO L1 A1  e  a  LC 

cau s ad a  po r  L ei sh ma ni a  br az i l i en s i s .  

Gene/SNP Alelo Frequência 

alélica 

Número 

de 

famílias 

Var(S) Z P 

Primeiro grupo de 

famílias 

      

COL1A1_rs1061237 C 0,64 64 8,07 1,90 0,058 

COL1A1_rs1061237 T 0,36 64 8,07 -1,90 0,058 

COL1A1_rs2586488 G 0,59 64 8,70 0,74 0,462 

COL1A1_rs2586488 A 0,41 64 8,70 -0,74 0,462 

COL1A1_rs2075554 C 0,74 56 6,14 0,87 0,382 

COL1A1_rs2075554 T 0,26 56 6,14 -0,87 0,382 

Segundo grupo de 

famílias 

      

COL1A1_rs1061237 C 0,66 93 6,72 2,36 0,018 

COL1A1_rs1061237 T 0,34 93 6,72 -2,36 0,018 

COL1A1_rs2586488 G 0,64 88 5,77 2,30 0,021 

COL1A1_rs2586488 A 0,36 88 5,77 -2,30 0,021 

COL1A1_rs2075554 C 0,75 78 6,44 0,61 0,542 

COL1A1_rs2075554 T 0,25 78 6,44 -0,61 0,542 

Análise combinada       

COL1A1_rs1061237 C 0,66 157 14,84 3,07 0,002 

COL1A1_rs1061237 T 0,34 157 14,84 -3,07 0,002 

COL1A1_rs2586488 G 0,63 152 14,66 2,21 0,027 

COL1A1_rs2586488 A 0,37 152 14,66 -2,21 0,027 

COL1A1_rs2075554 C 0,75 134 12,61 1,08 0,279 

COL1A1_rs2075554 T 0,25 134 12,61 -1,08 0,279 

Var(S) significa variância. Valor de Z positivo indica associação com a doença. Valor 

de Z negativo indica alelo protetor. 
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Figura 2 Padrões de desequilíbrio de ligação (DL) para D’ (A) e r
2
 (B) para os 3 SNPs 

de COL1A1 utilizados nas análises de associação. Os números dentro dos quadrados 

representam os valores de D’ e r
2
 para o DL, e mostrou DL de moderado a forte entre os 

SNPs rs1061237 e rs2586488. 
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V II . 3 .  A V A LIA Ç Ã O  D A ASS OC IA Ç ÃO  EN TR E  OS  S NPs  DE 

C OL 1A 1 ,  C OL 1A 2  E  M M P1  E  OS  FE N Ó T IP O S  LE IS H M A N IO SE 

M UC OS A E  LE IS H M A N IO S E  P ER  S E  

 

 N o v am en te ,  nenh um a  a s so c i ação  fo i  o bs e r v ad a  en t r e  LM ,  ou  

l e i sh m an i os e  p er  se ,  e  o s  S NP s  d os  gen es  C OL 1A 2  e  M M P 1 .  P o r  

s u a  v ez ,  a  an á l i s e  d e  FBA T  en t r e  os  S NPs  d e  COL 1 A1  e  LM  e  

l e i sh m an i os e  p er  s e  é  ap r es en tad a  no s  Q uad ros  4  e  5  

r e s p ec t iv am en t e .  De  i n t e r es s an t e ,  um a  t end ên c i a  p a r a  as so c i ação  (P  

=  0 ,0 79 )  en t r e  o  S NP  r s2 58 64 8 8  e  LM  n o  s egun do  g r u p o  d e  

f amí l i as  mo s t ro u  o  a l e lo  m ai s  r a r o  com o  a l e l o  d e  r i s co  (Q u adr o  4 ) ,  

en qu an t o  pa r a  LC  ( Q u ad r o  3 )  o  a l e l o  m a i s  com um  f o i  o  a l e l o  de  

r i s co ,  a s s im  com o o co r r eu  an t e r i o r m en t e  com ou t r os  genes  d e  cu ra  

d e  l e s ão  p r ev i amen t e  an a l i s ad os  (C as t e l l u cc i  e t  a l . ,  2 01 1 ,  2 01 2) .   

C om  r e l ação  ao  f en ó t ip o  l e i s hm an io se  p er  s e ,  f o rm ad o  p e l a  

r eu n i ão  d os  ca sos  d e  LC  e  LM ,  o s  r e s u l t ado s  en con t r ad os  f o ram 

s eme lh an t es  aos  r e s u l t ado s  en co n t r ad os  p a r a  o  f en ó t ip o  

l e i sh m an i os e  cu t ân ea .  N es t a  an á l i s e ,  m a i s  um a  v ez  o s  SNPs  

r s 10 61 23 7  e  r s 25 86 4 88  mos t ram  as so c i ação  no  s egun do  g r u p o  de  

f amí l i a s  e  n a  an á l i s e  co mbi n ad a  ( Qu adr o  5 ) .  P o r ém,  e s t a  a s so c i ação  

f o i  u m  p ou co  m ai s  f r a ca ,  p r ov av e lm en t e  i n f l u en c i ad a  p e l a  p r e s en ça  

d os  cas os  d e  LM .  

 

 

 

 

 

 



102 

 

Qu ad ro  4  

R esu l t ado s  do  t e s t e  d e  a s s o c i ação  ba s eado  em f am í l i a  u t i l i z an do  

m od e l o  ad i t i v o  d e  h e r an ça  en t r e  os  SN Ps  d e  COL 1 A1  e  a  LM 

cau s ad a  po r  L ei sh ma ni a  br az i l i en s i s .  

Gene/SNP Alelo Frequência 

alélica 

Número 

de 

famílias 

Var(S) Z P 

Primeiro grupo de 

famílias 

      

COL1A1_rs1061237 C 0,64 62 12,26 0,17 0,863 

COL1A1_rs1061237 T 0,36 62 12,26 -0,17 0,863 

COL1A1_rs2586488 A 0,41 62 13,69 -0,11 0,911 

COL1A1_rs2586488 G 0,59 62 13,69 0,11 0,911 

COL1A1_rs2075554 C 0,74 55 10,00 -0,38 0,707 

COL1A1_rs2075554 T 0,26 55 10,00 0,38 0,707 

Segundo grupo de 

famílias 

      

COL1A1_rs1061237 C 0,66 101 5,69 -0,73 0,464 

COL1A1_rs1061237 T 0,34 101 5,69 0,73 0,464 

COL1A1_rs2586488 A 0,36 96 6,11 1,76 0,079 

COL1A1_rs2586488 G 0,64 96 6,11 -1,76 0,079 

COL1A1_rs2075554 C 0,75 81 4,57 -0,60 0,551 

COL1A1_rs2075554 T 0,25 81 4,57 0,60 0,551 

Análise combinada       

COL1A1_rs1061237 C 0,66 163 18,23 -0,48 0,633 

COL1A1_rs1061237 T 0,34 163 18,23 0,48 0,633 

COL1A1_rs2586488 A 0,37 158 20,13 1,07 0,285 

COL1A1_rs2586488 G 0,63 158 20,13 -1,07 0,285 

COL1A1_rs2075554 C 0,75 136 14,96 -0,80 0,423 

COL1A1_rs2075554 T 0,25 136 14,96 0,80 0,423 

Var(S) significa variância. Valor de Z positivo indica associação com a doença. Valor 

de Z negativo indica alelo protetor. 
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Qu ad ro  5  

R esu l t ado s  do  t e s t e  d e  a s s o c i ação  ba s eado  em f am í l i a  u t i l i z an do  

m od e l o  ad i t i v o  de  h e r an ça  en t r e  o s  S NP s  d e  C OL 1A 1  e  a  

l e i sh m an i os e  p er  s e  ( LC  +  LM )  cau s ad a  po r  L ei sh ma nia  

b ra z i l i en s i s .  

Gene/SNP Alelo Frequência 

alélica 

Número 

de 

famílias 

Var(S) Z P 

Primeiro grupo de 

famílias 

      

COL1A1_rs1061237 C 0,64 56 8,70 1,952 0,051 

COL1A1_rs1061237 T 0,36 56 8,70 -1,952 0,051 

COL1A1_rs2586488 A 0,41 57 9,57 -0,75 0,453 

COL1A1_rs2586488 G 0,59 57 9,57 0,75 0,453 

COL1A1_rs2075554 C 0,74 53 6,76 0,842 0,400 

COL1A1_rs2075554 T 0,26 53 6,76 -0,842 0,400 

Segundo grupo de 

famílias 

      

COL1A1_rs1061237 C 0,66 104 7,32 1,988 0,047 

COL1A1_rs1061237 T 0,34 104 7,32 -1,988 0,047 

COL1A1_rs2586488 A 0,36 99 6,48 -1,92 0,055 

COL1A1_rs2586488 G 0,64 99 6,48 1,92 0,055 

COL1A1_rs2075554 C 0,75 83 7,04 0,276 0,783 

COL1A1_rs2075554 T 0,25 83 7,04 -0,276 0,783 

Análise combinada       

COL1A1_rs1061237 C 0,66 160 16,04 2,834 0,005 

COL1A1_rs1061237 T 0,34 160 16,04 -2,834 0,005 

COL1A1_rs2586488 A 0,37 156 16,12 -1,883 0,060 

COL1A1_rs2586488 G 0,63 156 16,12 1,883 0,060 

COL1A1_rs2075554 C 0,75 136 13,80 0,797 0,425 

COL1A1_rs2075554 T 0,25 136 13,80 -0,797 0,425 

Var(S) significa variância. Valor de Z positivo indica associação com a doença. Valor 

de Z negativo indica alelo protetor. 
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V II . 4 .  A  M ET IL A Ç ÃO  DO  GE N E FL I 1  É  D IM IN U ÍD A  EM 

B IÓ P S IA S  DE  LE SÕ ES  DE  LE IS H M AN IO S E CU T ÂN E A  

 

E s t ud os  p r év io s  t êm  d em on s t r ad o  um a l to  g r au  d e  m et i l a ção  

d e  i l h as  Cp G  n a  reg i ão  p ro mot o r a  do  gen e  F L I1  em  b i óp s i as  de  

p e l e  de  p ac i en t es  co m  e sc l e r os e  s i s t êm ica  ( Wan g  e t  a l . ,  2 0 06 ) .  P a ra  

d e t e r min a r  s e  o  p ad r ão  d e  m et i l a ção  n a  r eg i ão  p ro mot o ra  d e  FL I 1  é  

s imi l a r men t e  a l t e rad o  em  l es õ es  as so c i ad as  com  l e i s hm an io se  

cu t ân ea  caus ad a  p e l a  i n f ecção  p o r  L ei sh m ani a  b ra z i l i en s i s ,  

i n i c i a l m en t e  n ós  co mp a r am os  a  m et i l a ção  d a  r eg i ão  p r om ot o r a  de  

F L I1  em  D N A  o b t id o  d e  b i óp s i as  d e  l e s õ es  d e  l e i shm an io s e  cu t ân ea  

ve r su s  b ió ps i a s  d e  p e l e  n o rm al  ( F i gur a  3 ) .  Emb o ra  a  po r cen t agem 

d e  D N A  me t i l ado  na  r eg i ão  p ro mot o r a  d e  F L I1  t en h a  s ido  b a ix a  (<  

1 0 % ) ,  no ss os  r es u l t ado s  m os t r am  qu e  b i óp s i as  d e  p e l e  no rm al  

ap r e sen t a r am  um a  m ai o r  p o r cen t agem d e  D N A  m e t i l ad o  ( P  =  0 , 00 1)  

co mp a r ad as  com  as  b ió ps i a s  d e  l e s ão  d e  l e i s hm an io se  cu t ân ea .  I s to  

s u ge r e  q u e  a  p a t o lo g i a  as so c i ad a  com l e i sh m an i os e  cu t ân ea  r es u l t a  

n a  n ão  m et i l a ção  de  i l h as  Cp G  n a  r eg i ão  p r omo to r a  do  gen e  FL I1 ,  

t o rn an d o  ab e r t as  po t en c i a i s  r eg iõ e s  regu l a t ó r i as  à  j u s an te  o  s í t i o  d e  

i n í c i o  d e  t r ans c r i ç ão  do  gen e .  
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Figura 3 Porcentagem de DNA metilado na região promotora do gene FLI1 em 

biópsias de lesão de leishmaniose cutânea comparadas com biópsias de pele normal. Os 

resultados estão representados utilizando Tukey Box e Whiskers plots. A faixa dentro 

das caixas representa o segundo quartil ou valor da mediana. O valor de P é para o teste 

não paramétrico de Mann Whitney comparando os dados de biópsias de pele normal 

com biópsias de lesão de leishmaniose cutânea. 
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V II . 5 .  A N Á LIS E  D A  E XPR ESS ÃO  DE  FL I1  E  D E  GE NE S  SO B A 

S U A R E GU LA Ç Ã O E M BIÓ P S IA S  DE PE LE  

 

P a r a  d e t e rm in a r  s e  a  p a to gê n ese  d a  l e i shm an i os e  cu t ân ea  i n  

v i vo  é  t amb ém  acom p an h ad a  pe l a  a l t e r ação  da  ex p r es s ão  gên i ca  de  

F L I1  e  d e  gen es  que  e s t ão  so b  a  s u a  regu l ação  ( COL 1 A1 ,  C OL 1A 2  e  

M M P 1 ) ,  o s  n ív e i s  d e  mR N A  f o r am co mp ar ad os  en t r e  b i óp s i as  d e  

l e sõ es  d e  l e i sh m an io s e  cu t ân ea  e  am o s t r a s  p a r ead as  a  p a r t i r  

b ió ps i a s  d e  pe l e  no r ma l  d i s t an t e  d a  l e são  ( F i gur a  4 ) .  N ão  h ouve  

d i fe r en ça  s i gn i f i c an t e  n a  ex p r es são  d e  mR NA  p a ra  FLI 1  ( F i gur a  

4 A )  e  C OL1 A1  (F i gu r a  4 B)  en t r e  a s  b ió ps i a s  d e  l e s ão  de  

l e i sh m an i os e  cu t ân ea  e  as  b ió ps i a s  d e  p e l e  no rm a l .  Po r ém ,  a  

ex p r es s ão  de  C OL1A 2  ( F i gur a  4 C ;  P  =  0 , 03 3 )  fo i  s i gn i f i can t em en te  

m ai s  b a ix a  n a s  b ióp s i a s  d e  l e são  d e  l e i sh man i os e  cu t ân ea ,  enq u an to  

a  ex p r es s ão  d e  M M P 1  ( F i gu ra  4 D ;  P  =  0 ,0 0 02 )  f o i  

s i gn i f i c an t em en te  m ai o r  n a s  b ió ps i as  d e  l e s ão  d e  l e i s hm an io se  

cu t ân ea ,  co mp a r ad as  co m as  b ió ps i a s  de  p e l e  no r ma l .  
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Figura 4 Expressão gênica relativa de (A) FLI1, (B) COL1A1, (C) COL1A2 e (D) 

MMP1 em biópsias de lesão de leishmaniose cutânea comparadas com biópsias de pele 

normal. As barras representam os valores de mediana e o intervalo interquartil. 
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V II . 6 .  A  IN FE C Ç Ã O  P OR  L E IS HM A NI A  BR AZ IL IEN S IS  N ÃO 

A LT E R A  O P A DR Ã O D E ME T ILA Ç ÃO  DO  GE N E FL I 1  EM 

M AC RÓ FA G OS D ER IV A D O S  D E P BMC  

 

P a r a  de t e r mi na r  em  q ue  m ed id a  a  r ed u ção  d o  g rau  de  

m et i l a ção  n a  r eg i ão  p ro mot o r a  d o  gen e  FL I1  ob s e r v ad a  ex  v i vo  em 

b ió ps i a s  d e  l e s ão  d e  l e i shm an i os e  cu t ân ea  d ev eu - s e  a  e f e i tos  

d i re to s  do  p a r as i t a  n a  s ua  cé l u l a  ho sped e i r a  p r e f e r id a ,  nó s  t amb ém 

av a l i am os  a  po r cen t agem  d e  DN A  me t i l ado  n a  r eg i ão  p rom ot o r a  de  

F L I1  em m acr ó f ago s  d e r i vado s  d e  PBM C apó s  0 ,  3 ,  24 ,  4 8  e  72  

h o r as  d e  in f ecção  p o r  L ei s h ma nia  bra z i l i en s i s .  A p es a r  d e  t e r  s ido  

o bs e r v ad a  um a  t end ên c i a  p a r a  o  aum en to  d a  m et i l a ção  d e  i l h as  Cp G 

n a  r eg i ão  p r om ot o ra  d e  FL I1  com  o  t em po  após  a  i n f ecção  ( F i gur a  

5 ) ,  e s t a  ob s e r v ação  n ão  a l can ço u  s ign i f i c ân c i a  es t a t í s t i c a ,  s e j a  

an a l i s ad a  em  d i f e ren t es  po n to s  d e  t em po  ( F i gur a  5 A  am os t r a s  CT ;  

K r us k a l  Wa l l i s  P  =  0 ,8 16 ) ,  o u  qu and o  o s  d ad os  fo r am  r eun id os  p a ra  

co mp a r a r  m acr ó f ago s  in f ec t ad os  e  n ão  i n f ec t ado s  em t od o s  os  

p e r í od os  d e  t empo  ( F i gu r a  5 B;  M an n  W hi t n ey P  =  0 , 47 1  p a ra  

i n fec t ad os  ve rs us  não  i n f ec t ado s ) .   

U m a  v ez  q u e  n ós  o bs e r v amo s  qu e  po l imo r f i smo s  em  FLI 1  e  

I L6  s ão  f a t o re s  gené t i cos  d e  r i s co  p a ra  l e i sh man i os e  ( C as t e l l u cc i  e t  

a l . ,  2 00 6 ,  2 01 1 ) ,  e  qu e  a  IL - 6  é  co nh ec i da  po r  au m en t a r  a  

ex p r es s ão  gên i ca  d e  FL I1  ( Th a l e r  e t  a l . ,  20 11 ) ,  nó s ,  a  s egu i r ,  

av a l i am os  s e  a  p r e s ença  d e  IL - 6  em  cu l tu r as  de  m ac ró f agos  

d e r i v ad os  de  P BMC  i n f ec t ado s  in f l u en c i a r i a  a  p o r cen t agem  d e  i l has  

C pG  m et i l ad as  n a  r eg i ão  p rom ot o ra  d o  gen e  FL I1 .  N o v am en te ,  

en qu an t o  h ou ve  um a  t end ên c i a  p a r a  u m a  m en o r  m et i l ação  do  gen e  

F L I1  em  to do s  o s  t emp os  com  a  p re s en ç a  d e  IL- 6  n a s  cu l tu r as  

( F i gu r a  5 ) ,  n en hu ma  d as  d i f e r en ças  en t r e  m ac r ó fago s  t r a t ad os  e  n ão  

t r a t ado s  co m IL- 6  a l cançou  s i gn i f i c ân c i a  es t a t í s t i c a .   
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E m  ge r a l ,  o s  r es u l t ad os  d e  m et i l a ção  d e  i l h a s  C p G  n a  r eg i ão  

p r om oto r a  d o  gene  FL I 1  o bs e rv ado s  em  cu l tu r a s  d e  m ac ró f agos  

( t en d ên c ia  p a r a  o  au m en t o  d a  m et i l ação  co m o  t emp o  de  in f ecção)  

n ão  su po r t a r am  os  d ado s  ex  v i vo  co mp a r and o  b ió ps i a s  de  l e s ão  de  

l e i sh m an i os e  cu t ân ea  e  b i óps i as  d e  p e l e  no rm al  ( m et i l a ç ão  

d imi nu íd a  com  a  in f ecção ) ,  su ge r in d o  um  p r ocess o  d e  rep aro  

t e c i du a l  m a i s  com pl ex o  en vo l v en do  ou t ro s  t i p os  c e lu l a r es  e / ou  q ue  

a  p r es en ça  d e  IL - 6  p o de  es t a r  en vo l v i da  i n  v i vo .  

 

Figura 5 Porcentagem de DNA metilado na região promotora do gene FLI1 em 

macrófagos infectados por Leishmania braziliensis. A metilação do DNA foi 

determinada em macrófagos não infectados, macrófagos infectados (nomeados CT para 

macrófagos não tratados com IL-6) por 3, 24, 48 e 72 horas, macrófagos não infectados 

tratados com IL-6, e macrófagos infectados e tratados com IL-6. Os resultados estão 

representados utilizando Tukey Box e Whiskers plots. A faixa dentro das caixas 

representa o segundo quartil ou valor da mediana. 
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V II . 7 .  IL- 6  A U M E N T A  A  E XPR ESS Ã O  G Ê N IC A  D E F L I1  EM 

M AC RÓ G AG OS  D E R IV A D OS  D E P BMC  IN FE C T A D OS  POR 

L E IS H MAN I A BR AZ IL IE NS IS  

 

E m  ge r a l ,  a  p o rcen tagem  d e  D NA  m et i l ado  n a  reg i ão  

p r om oto r a  d e  FL I1  em  l e sõ es  d e  l e i sh m an i os e  cu t ân ea  e  em 

cu l tu r a s  d e  m ac ró fago s  f o i  b a ix a ,  e spec i a l men t e  na  p r esen ça  de  IL -

6  em  cu l t u ra s  d e  m ac r ó f ago s  i n  v i t ro ,  su ge r in do  qu e  r eg i ões  

r egu l a t ó r i as  po t en c i a i s  à  j u s an t e  o  s í t i o  d e  in í c io  d e  t r ans c r i ç ão  do  

gen e  FL I 1  e s t ão  abe r t as  pa r a  r egu l ação  d a  ex p r es s ão  do  gen e .  P a ra  

d e t e r min a r  s e  a  i n f ecção  d e  m ac ró f ago s  po r  L ei sh ma nia  

b ra z i l i en s i s  d i r e t am en t e  i n f l uen c i a  a  ex p r es s ão  gên i ca  d e  FL I 1 ,  a  

s egu i r  n ós  av a l i amo s  a  s ua  ex p r es s ão  em  m ac ró f ago s  d e r i vado s  de  

P BMC  i n f ec t ado s  i n  v i t r o  n a  p r e sen ç a  e  aus ên c i a  d e  IL - 6 .  A  F i gu ra  

6 A  m os t r a  qu e  a  p o r cen t agem  d e  d o ad o r es  p a r a  os  qu a i s  a  

ex p r es s ão  d e  FL I 1  f o i  d e t ec t ad a  p o r  qR T -PCR  d im in u i u  com o  

t em po  d e  i n f ecção ,  u m  e f e i to  qu e  fo i  m ai s  ev id en t e  n a  p r e s ença  de  

IL- 6 .  I s t o  po d e  r e f l e t i r  a  p e rd a  d e  cé l u l as  p o r  mo r t e  o u  apo p t ose  

( G e t t i  e t  a l . ,  2 00 8) ,  ap es a r  d e  qu an t id ad es  equ i v a l en t es  d e  mR NA 

t e r em  s id o  u t i l i z adas  em  to do s  o s  en sa i os  e  a  ex p r es s ão  gên i ca  t e r  

s id o  ca l cu l ad a  r e l a t i v a  à  qu an t i d ad e  es p ec í f i c a  do  con t ro l e  

en dó gen o  be t a - ac t in a  p a r a  c ad a  po n t o  d e  t em po .  P a r a  os  d o ado res  

em  qu e  a  ex pr e s s ão  d e  FL I1  fo i  d e t ec t ad a  ( F i gu r a  6 B) ,  a  ex p r es s ão  

d e  FL I1  a t i n g iu  um  p i co  ap ós  24  ho r a s  d e  in f ecção  (P  <  0 ,0001  

2 4 hr  C T ver su s  3h r  CT )  n a  aus ên c i a  de  IL - 6 ,  enq uan t o  a  ex p r es s ão  

d e  F LI 1  n a  p r e s ença  d e  IL - 6  a t i n g iu  u m  p i co  apó s  4 8  h o r a s  d e  

i n fecção  e  f o i  s i gn i f i c an t em en te  ma i s  a l t a  em  cu l t u r a s  t r a t ad as  com 

IL- 6  ve r s us  cu l tu ra s  n ão  t r a t ad a s  ap ós  2 4  (P  =  0 . 05 ) ,  4 8  (P  =  

0 , 00 5)  e  7 2  ho r as  d e  i n f ecção  (P  =  0 ,0 4 ) .  As s im ,  no ss os  d ados  são  

co ns i s t en t es  com  a  n oss a  ex p ec t a t i v a  d e  qu e  o  gen e  FL I1  e s t a r i a  

ab e r t o  dev i do  a  b a ix a  me t i l a ção  de  i l h as  Cp G  n a  s u a  r eg i ão  

p r om oto r a ,  e  q ue  a  IL - 6  au m en ta r i a  a  ex p r es são  d e  FL I1 .  
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Figura 6 Expressão gênica relativa de FLI1 em macrófagos infectados por Leishmania 

braziliensis. (A) mostra a porcentagem de doadores para os quais a expressão de FLI1 

foi detectável por qRT-PCR. (B) mostra os valores de 2
-ΔΔCt

 de expressão gênica 

relativa para doadores tiveram expressão detectável por qRT-PCR em macrófagos não 

infectados, macrófagos infectados (nomeados CT para macrófagos não tratados com IL-

6) por 3, 24, 48 e 72 horas, macrófagos não infectados tratados com IL-6, e macrófagos 

infectados e tratados com IL-6. Os resultados estão representados utilizando Tukey Box 

e Whiskers plots. A faixa dentro das caixas representa o segundo quartil ou valor da 

mediana. O valor de P é para o teste não paramétrico de Mann Whitney para 

comparações de pares como indicado. 
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V II . 8 .  E X PRES SÃO  D E  G E NES  RE GU LA D O S  P OR  FL I1 ,  C OL 1A 1 ,  

C OL 1A 2  e  M MP 1 ,  E M  M ACR Ó FAGO S  DE R IV A D OS  D E  P BMC 

IN FE C T AD OS  P OR LE I SH M AN IA  B R AZ IL IE NS IS  

 

F L I1  é  con h ec id o  p o r  r egu l a r  a  ex p re s s ão  d e  ou t r os  gen es  

en vo lv i do s  no  p roce s so  d e  cu r a  d e  l e são .  E sp ec i f i c amen t e ,  s e  a  

ex p r es s ão  gên i ca  d e  FL I 1  é  r ed uz ida ,  a  ex pr e s s ão  d e  C OL 1A 1  e  

C OL 1A 2  au men t a ,  en q uan t o  a  ex p re s s ão  d e  mR N A  d e  M MP1  

d imi nu i  ( N ak e r akan t i  e t  a l . ,  20 06 ) .  Po r  ou t r o  l ad o ,  s e  a  ex p re s s ão  

d e  FL I1  é  a l t a ,  é  e s p e r ad o  qu e  a s  ex pr e s sõ es  d e  C OL1 A 1  e  C OL 1A2  

s e j am  b a ix as ,  e  a  ex p r es s ão  d e  M M P1  s e j a  a l t a .  C on s i s t en t e  com 

e s t a  p r ed i ção ,  n ós  en con t r amos  qu e  a  p o r cen t agem  d e  d oad o r es  q ue  

ex p r es s a r am  COL 1A 1  ( F i gu r a  7 A )  e  C OL 1A 2  ( F i gu ra  7 B)  em 

cu l tu r a s  d e  mac r ó fago s  f o i  b a ix a  comp a r ada  com  a  p or cen t agem  d e  

d o ad o r es  q u e  ex pr e s sa r am  M M P1  (F i gu r a  8 A ) ,  um a  o bs e r v ação  

t am b ém  r e f l e t i d a  n os  n ív e i s  e sp ec í f i cos  d e  mR N A de  CO L1 A1  

( F i gu r a  7 C )  e  C OL 1A 2  ( F i gu ra  7 D )  co mp ar ad o  com  os  n ív e i s  de  

M M P 1  ( F i gur a  8 B)  em do ado r es  com  ex p r es s õ es  d e t ec t áve i s  po r  

q RT -PC R.  mR N A es p ec í f i co  de  C OL 1A 1  f o i  r egu l ad o  pos i t i v am en te  

p e l a  i n fecção  p o r  L ei sh ma ni a  br az i l i en s i s ,  com  um  p i co  ap ós  24  

h o r as  d e  i n f ecção  ( P  =  0 , 01 1  n ão  in f ec t ad o  ver su s  2 4hr  C T;  P  =  

0 , 02 8  3h r  C T  ve rsu s  2 4h r  C T) ,  m as  n ão  fo i  d e t ec t áv e l  n a  p re s en ça  

d e  IL - 6 ,  q u e  au men t ou  os  n í v e i s  d e  exp r e s s ão  d e  FL I1 .  A  ex p r es são  

d e  C OL1 A 2  fo i  b a ix a  em to do s  o s  t r a t am en to s .  D e  m an e i ra  

i n t e r es san t e ,  enq uan to  o s  n ív e i s  e spec í f i cos  d e  mR N A d e  M MP1  

f o r am  r egu l ado s  p os i t i v am en t e  com  a  in f ecção  ( F i gur a  8 B) ,  co m  um 

p i co  ap ós  24  h o r as  d e  i n f ecção  (P  =  0 , 00 7  n ão  in f ec t ado  ve r su s  2 4  

h r  CT;  P  =  0 ,0 16  3  h r  C T  vers us  24  h r  CT ) ,  a  su a  ex p r e s s ão  f o i  

b a ix a  n a  p r e s en ça  d e  IL - 6  ( e ,  p o r t an t o ,  a l t a  ex p r es s ão  d e  FLI1 ) ,  

au m en t and o  s om en te  ap ós  72  h or a s  d e  i n fecção ,  qu and o  a  ex p r es s ão  

d e  FLI1  d i min u i u  (v e r  F i gu r a  6 ) .  
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Figura 7 Expressão gênica relativa de COL1A1 e COL1A2 em macrófagos infectados 

por Leishmania braziliensis. (A) e (B) mostram a porcentagem de doadores para os 

quais as expressões de COL1A1 e COL1A2 foram detectáveis por qRT-PCR 

respectivamente. (C) e (D) mostram os valores de 2
-ΔΔCt

 de expressão gênica relativa 

para doadores tiveram expressão de COL1A1 (C) e COL1A2 (D) detectáveis por qRT-

PCR em macrófagos não infectados, macrófagos infectados (nomeados CT para 

macrófagos não tratados com IL-6) por 3, 24, 48 e 72 horas, macrófagos não infectados 

tratados com IL-6, e macrófagos infectados e tratados com IL-6. Os resultados estão 

representados utilizando Tukey Box e Whiskers plots. A faixa dentro das caixas 

representa o segundo quartil ou valor da mediana. O valor de P é para o teste não 

paramétrico de Mann Whitney para comparações de pares como indicado. 
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Figura 8 Expressão gênica relativa de MMP1 em macrófagos infectados por 

Leishmania braziliensis. (A) mostra a porcentagem de doadores para os quais a 

expressão de MMP1 foi detectável por qRT-PCR. (B) mostra os valores de 2
-ΔΔCt

 de 

expressão gênica relativa para doadores tiveram expressão detectável por qRT-PCR em 

macrófagos não infectados, macrófagos infectados (nomeados CT para macrófagos não 

tratados com IL-6) por 3, 24, 48 e 72 horas, macrófagos não infectados tratados com IL-

6, e macrófagos infectados e tratados com IL-6. Os resultados estão representados 

utilizando Tukey Box e Whiskers plots. A faixa dentro das caixas representa o segundo 

quartil ou valor da mediana. O valor de P é para o teste não paramétrico de Mann 

Whitney para comparações de pares como indicado. 
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V I II .  DIS C USS ÃO  

 

 E s t ud os  d e  as so c i ação  gen é t i ca  cons t i t u em  um a  p od er o s a  

f e r r am en t a  u t i l i z ada  p a r a  ava l i a r  imp o r t an t es  v i as  envo lv id as  n a  

p a to gên es e  de  d i ver s a s  do en ças .  Ao  lo n go  d os  ú l t i mo s  an os ,  d ado s  

ge r ad o s  u t i l i z ando  e s t a  abo rd agem  con t r ib u í r am p a r a  o  

en t en d im en to  d a  su s cep t ib i l i d ad e  à s  f o rm as  cu t ân ea  e  m u co sa  de  

l e i sh m an i os e  caus ad as  po r  L ei sh m ania  b ra z i l i ens i s .  E s t e s  e s t ud os  

d e s c rev em  b i om ar cad o r es  r e l a c i o n ados  à  r e s po s t a  imu n e  e  ao  d ano  

t e c i du a l  n a  l e i sh man io se  (C as t e l lu cc i  e t  a l . ,  2 00 6 ,  201 0 ,  2 011 ,  

2 0 12 ) .  N o  p r es en t e  es tu do ,  nó s  f o r n ecemo s  ev id ên c i as  de  

a s so c i ação  en t r e  v a r i an t es  po l imó r f i c a s  d o  gen e  C OL1 A 1  e  

l e i sh m an i os e  cu t ân ea  cau sad a  po r  L ei sh ma ni a  br az i l i en s i s .  E s t e  

d ado  s e  j un ta  a  e s tu d os  p r év ios  s ob r e  o  p ap e l  do s  gen es  d e  cu r a  d e  

l e são  n o  d es f ech o  d a  d o en ça  (C as t e l l u cc i  e t  a l . ,  2 01 1 ,  20 12 ) ,  

r e f o r çan do  os  e s t ud os  m ur in os  an t e r io r e s  qu e  d es t aca r am  o  p ap e l  

d a  v i a  d e  c i ca t r i z ação  n a  r e so lu ção  da s  f o rm as  cu t ân eas  da  

l e i sh m an i os e  (S ak th i an and es w ar en  e t  a l . ,  2 00 5 ,  2 00 9 ) .  N enh um a 

a s so c i ação  fo i  o bs e r v ad a  en t r e  LT A  e  o s  S NP s  dos  gen es  C OL 1A 2  e  

M M P 1  u t i l i z ado s  n e s t e  e s t ud o .  P or ém,  i s t o  n ão  ex c lu i  a  

p os s i b i l i d ad e  d e  qu e  a s s o c i açõ es  p ode r i am  t e r  s i do  ob se r v adas  s e  

o u t r os  S NP s  d e  co b e r tu r a  m ai s  d ens a  d es t es  do i s  gen es  fo s s em  

av a l i ad os .  

O  co l ágen o  do  t i p o  1  é  u m im po r t an t e  co mp on en t e  d a  ma t r i z  

ex t r ace l u l a r  n a  l e s ão  f ib ró t i c a .  O  r emo d e l am en to  d a  m a t r i z  

ex t r ace l u l a r  é  um p r o ces so  com pl ex o  e  a l t am en t e  regu l ado  qu e  

o co r re  du r an t e  o  r ep a r o  t e c i du a l .  E m  m ui t a s  co nd i çõ es  pa t o ló g i cas  

o  b a l an ço  en t r e  a  s ín t e s e  e  a  d egr adação  d e s t a  m at r i z  é  r om pido ,  

l ev an do  a  u m  r em od e l am en to  ano rm a l  ( F r i edm an ,  1 99 3 ;  V i ncen t i  e t  

a l . ,  1 99 4 ;  Bor d e r  e t  a l . ,  1 99 6 ;  Tr o j an ow s k a  e t  a l . ,  19 98 ;  C u r r an  and  

M u r ra y,  1 9 9 9 ;  Forge t  e t  a l . ,  19 99 ;  Ma l em ud  & G ol db e rg ,  1 9 99 ) .  O  
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r ep a ro  t e c i du a l  n a  l e i s hm an io s e  d epen d e  d e  u m a  r es po s t a  im une  

b a l an cead a ,  a s s im  co mo  d a  co op e r ação  en t r e  e l em en t os  d a  m at r i z  e  

co l ágen os .  Ad i c ion a lm en t e ,  e s tu do s  p r év i os  s u ge r em  qu e  o  

r emo d e l am en t o  d o  co l ágeno  do  t i po  1  po r  p rom as t igo t a s  p ode  

d e s emp enh a r  u m  im po r t an t e  p ap e l  du r an t e  o  p r o cess o  d e  i n f ecção  

( S t am enk ov ic ,  20 03 ;  La r s en  e t  a l . ,  200 6 ;  P e t ro po l i s  e t  a l . ,  2 01 4) .  

 A p esa r  d a  i mp or t ân c i a  d a  r e sp os t a  im un o l ó gi ca  t e r  s i do  bem 

e s t ab e l ec i d a  n a  e l im in ação  d a  in f ecção ,  o s  m ecan i sm os  en vo lv i dos  

n o  d ano  t e c i du a l  e  r e so l u ção  d a s  ú l ce r a s  p r ec i s a m se r  m el ho r es  

co mp r een d i dos .  Po r  ex em pl o ,  p r ec i s a  s e r  e s c l a rec id o  o  qu e  

aco n t ece  apó s  a  i n f ecção  s e  a  p r om as t i go t a  d e  L ei sh man ia  pa s s a  

a t r av é s  d a  m a t r i z  ex t r ace l u l a r  d a  d e r m e ,  p e rm an ecendo  a í  a t é  o  

p r im ei ro  con t a to  com  m ac r ó fago  o u  o u t r a  c é l u l a  h os p ed e i r a  ( Li r a  e t  

a l . ,  19 97 ;  M cGw ir e  e t  a l . ,  20 03 ) .  O s  r es u l t ado s  d o  e s tu do  de  

a s so c i ação  gen é t i ca  ap r es en t ad os  aqu i  fo rn ecem  su po r t e  p a r a  o  

p ap e l  d e  v a r i an t e s  p o l i mó r f i c as  d e  C OL 1A 1 ,  gen e  q u e  e s t á  so b  a  

r egu l ação  d e  F LI 1 .  I s t o  é  con s i s t en t e  com  no ss a  d em on s t r ação  

p r év i a  (C as t e l lu cc i  e t  a l . ,  20 11 )  de  a s s o c i ação  en t r e  SN Ps  d e  FL I1  

q u e  e s t ão  em  f o r t e  d es equ i l í b r io  d e  l i gação  co m e l em en tos  

f u n c io n a i s  con h ec i do s  p o r  i n f l u en c i a r  a  ex pr e s s ão  d e s t e  gene  

a t r av és  d e  a t i v i d ades  ep i gen é t i c as .   

 Fo i  d em on s t r ad o  p r ev i am en t e  qu e  a  r edu ção  d a  ex p re s s ão  

gên i ca  d e  FL I 1  em  f i b r ob l as t os  h um ano s  r es u l t a  na  r egu l ação  

p os i t i v a  d os  gen es  C OL 1A 1  e  C OL1 A2  e  n a  r egu l ação  nega t iv a  do  

gen e  M M P1 ,  su ge r in d o  qu e  a  s up r e s s ão  do  FL I 1  e s t á  envo lv id a  na  

a t i v ação  d a  r esp os t a  f i b ró t i c a  ( N ake r ak an t i  e t  a l . ,  20 0 6 ) .  Al ém 

d i s so ,  e s tu do s  em f ib ro b l a s to s  e s c l e r o d é rmi co s  e  em  b ió ps i a s  de  

p e l e  d e  p ac i en t es  co m e s c l e ro se  s i s t êmi ca  t êm  d emo ns t r ad o  q ue  

i l h as  C pG  da  r eg i ão  p r omo to r a  do  gen e  FL I 1  s ão  a l t am en te  

m et i l ad a s ,  i nd i can d o  qu e  a  ex p re s s ão  aum en t ada  d e  gen es  

r e l a c i on ad os  ao  co l ágen o  do  t i p o  1  es t á  a s s oc i ad a  com  a  r ep re s s ão  

ep i gené t i c a  do  gene  F L I1  (W an g  e t  a l . ,  2 00 6 ) .  P o r  ou t ro  l ado ,  n o  
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p r e s en t e  e s t ud o ,  nó s  e n co n t r amo s  uma  b a ix a  p o r cen t agem  d e  D NA 

m et i l ad o  n a  r eg i ão  p r om ot o r a  d o  gen e  F L I1  em  b ió ps i a s  d e  p e l e  de  

p ac i en t e s  co m  l e i shm an io s e  cu t ân ea .  Ap es a r  d a  ex pr e s s ão  gên i ca  de  

F L I1  não  t e r  s id o  e s t a t i s t i c am en t e  d i fe r en t e  en t r e s  b i óp s i as  de  

l e são  d e  l e i s hm an io s e  cu t ânea  e  b ió ps i a s  d e  p e l e  n o rm al ,  a  

m et i l a ção  r ed uz id a  d a  r eg i ão  p ro mot o r a  do  gen e  FL I 1  f o i  a s so c i ada  

co m  um a  con co mi tan t e  r ed u ção  d a  exp r e s s ão  gên i ca  d e  C OL 1A 2  e  

co m um a  ex age r ada  ex pr e s s ão  gên i ca  d e  MM P 1  comp a rad a  co m as  

b ió ps i a s  d e  p e l e  no r ma l .  A  c i t o c in a  p r ó - in f l am ató r i a  TN F - α ,  q ue  

ca r ac t e r i z a  a  l e i shm an io s e  cu t ân ea  hum an a  caus ada  po r  L ei sh ma ni a  

b ra z i l i en s i s  ( C as t es  e t  a l . ,  19 93 ;  R ib e i r o -d e - J e su s  e t  a l . ,  1 99 8 ) ,  

t am b ém  p o de  e s t a r  co n t r ib u i nd o  p a ra  a  ex p r es s ão  ex age r ad a  de  

m et a lo pr o t e i n as e s  d e  m at r i z  ( L eh m an n  e t  a l . ,  2 00 5 ) .  T N F - α  é  

co nh ec i do  p or  a ce l e r a r  a  d egr ad ação  d o  co l ágeno  do  t i po  1  p e l a  

a ção  d e  MM P1 ,  l ev and o  a  u m a  p e rd a  g r ad u a l  d e  co l ágen o  na  p e l e  

h um an a  ( A gr en  e t  a l . ,  2 01 5 ) .  No ss os  r e su l t ad os  t am b ém  s ão  

co ns i s t en t es  co m d ado s  d e  p e r f i l  d e  ex p r es s ão  r ecen tem en t e  

p u b l i c ad os ,  e  qu e  m os t r am  qu e  M MP1  e s t á  en t r e  o s  1 0  gen es  m ai s  

f o r t emen t e  i n duz id os ,  com  um a  exp r e s s ão  3 6  v ez es  m aio r  n as  

b ió ps i a s  d e  l e s ão  de  l e i sh m an i os e  cu t ân ea  caus ad a  p or  Le i sh ma nia  

b ra z i l i en s i s  com par ad as  com  b i óp s i as  d e  pe l e  n o r m al  ( N o va i s  e t  

a l . ,  2 01 5 ) .  

 A  s i t uação  n a  l e s ão  d e  l e i s hm an io s e  cu t ân ea  é  comp l ex a ,  com 

m ui t os  t i p os  c e lu l a r e s  co n t r ib u i nd o  p a r a  a  l e s ão  t e c i du a l  e ,  po r  

f im ,  n o  r ep ar o  t ec i du a l  e  cu r a  d as  l e s õ es .  N os sa s  am os t r a s  de  

b ió ps i a s  f o r am  o b t i d as  q uand o  os  p ac i en t es  ap r es en t avam  l es õ es  

a t i v as ,  e  an t e s  de  i n i c i a r em  o  t r a t amen to .  N es t e  e s t ág i o ,  a s  l e s ões  

s ão  ca r ac t e r i z ad as  p o r  d an o  t e c id u a l  e  u l ce r ação .  MM P1  é  uma 

m et a lo pr o t e i n as e  d e  m at r i z  q u e  q ueb r a  o  co l ágen o  d o  t i p o  1  

i n t e r s t i c i a l  ( Br in ck e r ho f f  &  M at r i s i an ,  20 02 ) .  No rm alm en t e ,  n a  

p e l e  h um an a  f e r i da ,  a  r e - ep i t e l i z ação  o co r re  qu and o  q u e ra t i nó c i tos  

m i g r am  ao  lo n go  d o  co l ágen o  do  t i p o  1 ,  m as  e s t e  p ro ce ss o  po de  
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ap en as  acon t ece r  q uand o  MMP 1 e s t á  p r e s en t e  p a ra  c l i v a r  o  

co l ágen o  d o  t i p o  1  e  “ a f r oux a r ”  o  es t r e i t o  con t a t o  qu e  os  

q u e r a t i nó t i co s  es t ab e l ecem com a  m at r i z  d e rm al  (Ro h an i  &  P ar ks ,  

2 0 15 ) .  Os  b a ix os  n í v e i s  d e  ex p r es s ão  d e  co l ágen o  d o  t i po  1 ,  

p a r t i cu l a rm en t e  d e  C OL 1A 2 ,  n a s  l e sõ e s  de  l e i shm an i os e  cu t ân ea ,  

j un to  com  a l t os  n ív e i s  d e  ex pr e s s ão  d e  M MP 1 ,  s u ge r em  q u e  e s t a  

p r o t eas e  e s t á  co n t r i bu in do  p ar a  o  d ano  t e c id u a l  em  v ez  de  

co n t r i bu i r  p a r a  o  p r o ce sso  d e  r ep a r o .  T em  s id o  ob se r v ad o  qu e  t a l  

ex p r es s ão  ex age r ada  d e  M MP 1  con t r ibu i  p a r a  a  d es t r u i ção  t ec id ua l  

e  p ro gr e s s ão  p a r a  a  d o en ça  em  o u t ro s  co n t ex to s  c l í n i co s ,  i nc lu i nd o  

p r o gr es s ão  p a r a  a r t r i t e  r eum a to i d e  ( X u  e t  a l . ,  2 0 15) ,  d o en ça  

p u l mo na r  ob s t ru t iva  c r ô n i ca ,  s ín d rome  d e  i ns u f i c i ênc i a  re s p i r a t ó r i a  

agu d a ,  s a r co i do se  e  t u b er cu l os e  ( E l k ing t o n  & F r i ed l an d ,  2 0 06 ) .  

 D ad a  a  co mpl ex id ad e  d a  re sp os t a  c e l u l a r  em  b ió ps i a s  d e  l e são  

d e  l e i sh m an i os e  cu t ân ea ,  nó s  f i c am os  i n t e r es s ad os  em  d e t e r min ar  

em  q ue  m ed id a  nos s as  ob s e rv açõ es  ace r ca  d a  ex p r es s ão  gên i ca  d e  

F L I1  e  de  gen es  q ue  e s t ão  s ob  a  su a  regu l ação  d ev e ram -s e  a  e f e i tos  

d i re to s  do  pa r a s i t a  n a  fu n ção  m ac ro f ági ca .  D e  m an e i r a  i n t e r e s s an t e ,  

en qu an t o  a  m et i l a ção  d e  i l h as  Cp G  na  r eg i ão  p ro mo to ra  d o  gen e  

F L I1  fo i  r eduz i d a  em  b ió ps i as  d e  l e s ão  co mp ar ad as  com  b i óp s i as  d e  

p e l e  no rm al ,  ho uv e  u m a  t en d ên c i a  p a ra  u m a  m aio r  p o rcen t agem  d e  

m et i l a ção  em  m ac ró f ago s  in f ec t ad os  co mp a r ad os  co m m ac ró f agos  

n ão  i n f ec t ad os .  A  p o r cen tagem  d e  D N A  me t i l ado  f o i  m eno r  na  

p r e s en ça  d e  IL - 6 .  E m  ge r a l ,  n ós  con c l u ím os  qu e  a  r eg i ão  p ro mot o ra  

d o  gen e  FL I1  f o i  am pl am en t e  n ão  m e t i l ad a ,  a s s i m ,  t o rn and o -a  

ab e r t a  p a r a  a  l i gação  d e  f a t o re s  d e  t r ans c r i ç ão .  A  in f ecção  por  

L ei sh ma ni a  b ra z i l i en s i s  r e su l to u  n o  au m en t o  d a  ex p r es s ão  gên i ca  

d e  F LI 1 ,  q u e  f o i  d r am at i camen t e  au m en t ad a  a t é  4 8  h o r a s  de  

i n fecção  n a  p r esen ça  d e  IL - 6 .  Co n co mi t an t e  com i s to ,  n ós  

o bs e r v amo s  b a ix os  n í v e i s  d e  in du ção  d e  C OL 1A 1  com  24  h o r as  de  

i n fecção ,  p o r ém  n en h um  gen e  d e  co l ágen o  d o  t i p o  1  fo i  ex p r es s o  na  

p r e s en ça  d e  IL - 6  e  a l t o s  n í v e i s  d e  FLI1 .  A s s im  co mo  nós  
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o bs e r v amo s  em  l e s õ es  d e  l e i shm an io s e  cu t ân ea ,  ho u ve  um a 

ex age r ad a  ex p r es s ão  gên i ca  d e  M M P1  em  m ac ró f agos  in f ec t ados .  

A s s im ,  p a r ece  p ro váv e l  qu e  a l to s  n í v e i s  d e  MM P 1  a s s o c i ad os  com a  

p a to gên es e  d a  l e i s hm an io s e  cu t ân ea  p o d em  co n t r i bu i r  p a r a  um 

e f e i t o  d i r e t o  do  p a ra s i t a  d a  f un ção  do  m ac ró f ago .  Is t o  é  s em el h an te  

ao  q u e  acon t ece  n a  t ub e r cu lo se ,  on d e  a  r es pos t a  ex age r ad a  de  

M M P 1  é  o bs e rv ada  em  m ac r ó f ago s  i n fec t ad os  (E lk i n g t on  e t  a l . ,  

2 0 05 ) ,  l ev an do  a  d e s t ru i ção  t e c i du a l  e  d e s t acan do  a  i n ib i ção  d o  

M MP1  como  um  p o t en c i a l  a lv o  t e r ap êu t i co  ( E lk in g to n  & F r i ed l and ,  

2 0 06 ) .  

 E m  s ín t e s e ,  nos so  t r ab a lh o  s u ge r e  q u e  a  ex pr e s s ão  gên i ca  

ex age r ad a  d e  MM P 1  p od e  d e s emp enh a r  u m p ap e l  ch ave  n a  

d e s t ru i ção  t e c i du a l  o bs e r vad a  n a  l e i sh m an i os e  cu t ân ea ,  e  q u e  e s t a  

ex p r es s ão  é  p ro vav e lm en t e  regu l ad a  p o r  FL I1 ,  m as  t am b ém  po r  

o u t r os  f a to r e s  t a i s  co mo  o  T N F - α.  As s i m,  n os so  d ad o  apon t a  p a r a  a  

p os s i b i l i d ad e  d e  qu e  a  m od u l ação  d es t a  v i a  de  s in a l i z ação  a t r a v és  

d e  i n t e rv enção  t e rap êu t i c a  p od e  s e r  r e l ev an t e  p a r a  o  t r a t am en t o  e  

r e s o lu ção  d a  l e i shm an io s e  cu t ân ea .  Es t a  a l t e rn a t iv a  p ode  s e r  b em -

v in d a  em  fo rm as  c l í n i cas  m ai s  g r aves  e  m eno s  r e sp on s i v as  ao  

t r a t am en t o  a t u a l  d i s po n í v e l .  
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I X .  PR O POST AS D E EST UD O  

 

IX . 1 .  O BJ E T IV O  

 

 O  p r i nc ip a l  ob je t i vo  de s t a  p r op os t a  d e  es t ud o  é  r ev e l a r  

f a to r e s  gen é t i cos  de  r i s co  p a r a  l e i s hman io se  t egum ent a r  am er i can a  

cau s ad a  po r  L ei sh m an ia  br az i l i en s i s  n o  Br as i l ,  a t r av é s  da  

r ea l i z ação  d e  um e s tu do  d e  a s s oc i ação  gen ôm i ca  am pl a ,  e  

r e l a c i on á - l os  co m  v i as  fu n c i on a i s  p a r a  ex p l i c a r  a  p a togên es e  da  

d o en ça .  

 

 

IX . 2 .  J UST IF IC A T IV A  

 

U m a  s é r i e  d e  e s tu d os  con duz i do s  em  Co r t e  d e  Ped r a  n os  

ú l t i mo s  t r i n t a  an os  t em  con t r ibu íd o  no t av e lm en te  p a r a  o  

co nh ec i m en t o  d a  ep id em io l o g i a  e  d a  r es po s t a  im une  d a  LT A  

( C a rv a l ho  e t  a l . ,  20 12 ;  d e  O l iv e i r a  &  Br od sk yn ,  2 01 2) .  

E s pec ia lm en t e  du ran t e  a  ú l t im a  d écad a ,  o  no ss o  g r up o  t em  se  

co n cen t r ado  em  ava l i a r  o  pap e l  d e  f a t o re s  gen é t i co s  do  h os p ed e i ro  

n os  d es f ech os  d a  LT A ,  e ,  como  co ns equ ên c i a  d es t e  es f o r ço ,  u ma 

s é r i e  d e  t r ab a l ho s  f o i  pu b l i c ad a ,  fo r necen do  ev id ên c i as  d e  qu e  o  

h os p ed e i r o  (C as t e l lu cc i  e t  a l . ,  2 00 6 ,  20 1 0 ,  2 01 1 ,  2 01 2 ;  Ram as awm y 

e t  a l . ,  2 01 0 ;  Alm eid a  e t  a l . ,  20 15 )  d esem p en ha  um  im po r t an t e  p ap e l  

n a  s us cep t i b i l i d ad e  aos  d i f e r en t es  f enó t i po s  c l í n i cos  d e  LT A .  

A d ic i o n a lm en t e ,  um a  s é r i e  d e  es tu do s  av a l i and o  o  p ap e l  da  

gen é t i c a  d o  hos p ede i ro  n o  d es f ech o  da  i n f ecção  t em  impl i cado  em 

u m a v as t a  gam a d e  genes  env o lv id os  n a  s us cep t ib i l i d ad e  a  
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l e i sh m an i os e  t egum ent a r  ( Ba r b i e r  e t  a l . ,  1 98 7 ;  La r a  e t  a l . ,  1 991 ;  

P e t z l - E r l e r  e t  a l . ,  1 9 91 ;  C ab r e r a  e t  a l . ,  1 99 5 ;  O l iv o -Di az  e t  a l . ,  

2 0 04 ;  K am al i - Sa r ve s t an i  e t  a l . ,  20 06 ;  S a l h i  e t  a l . ,  20 08 ;  A jd a r y e t  

a l . ,  20 11 ;  Fe rn andez - F i gu e ro a  e t  a l . ,  20 12 ;  d e  J es us  Fe r n and es  

C ov as  e t  a l . ,  20 13) .  P o r ém,  e s t es  e s tu d os  s ão  l i mi t ado s  p e l a  f a l t a  

d e  p od e r  e  f a l ha  em  ob t e r  r ep l i c ação  en t r e  d i f e r en t es  po p u l açõ es .  

E s t ud os  d e  GW AS  ( G eno m e  Wi d e  A s so c ia t io n  S tu d y )  m ai s  am plo s  e  

p o de r os os  s ão  fe r r am en t a s  o u r o  p a r a  o  m ap eam ento  de  

b io mar cado r es  r e l ev an t es  q u e  p od e r i am  f o rn ece r  n ov as  pe r s p ec t iv a s  

n o  cam po  d a  f a rm a co gen ômi ca .  Es t udo s  d es t e  t i po  s ão  nece s sá r i os  

p a r a  av a l i a r  a  r ea l  s i gn i f i c ân c i a  e  v a l id a r  o s  no ss os  ach ados  

gen é t i cos  p r év io s  p a r a  es t a  im po r t an t e  d o en ça  in f ecc i os a  t r op i ca l .  

N o  en t an t o ,  a in d a  não  h á  re l a to  d e  es t ud os  d e s t a  n a t u r ez a  n a  LT A .  

U t i l i z an do  e s t a  abor d agem  p ar a  a  l e i sh m an i os e  v i s ce r a l  (LV ) ,  

f o i  d em on s t r ad a  ev id ên c i a  d e  qu e  p o l imo r f i smo s  n a  r eg i ão  d e  

c l as s e  I I  d o  co mpl ex o  H LA  ( H u m an  L eu ko cy te  An t ig en )  s ão  os  

p r in c i p a i s  d e t e rm inan t es  gen é t i cos  n es t a  f o r m a  d a  d oen ça  ( Fak io l a  

e t  a l . ,  2 01 3 ) .  Es t e  r es u l t ado  fo i  r ep l i c ado  em  t rê s  co o r t es  

i nd ep en den t e s  d a  Ín d i a  e  d o  Br a s i l .  A ss im,  o  p r i n c ipa l  ob j e t ivo  

d e s t a  p ro po s t a  é  de t e rmi n a r  s e  ex i s t e  a  m es m a ev id ênc i a  s ob r e  a  

i mp or t ân c i a  d a  r eg i ão  d e  c l a s s e  I I  d o  H LA  n o  d es f echo  da  LT A ,  

e / ou  s e  o u t ro s  im po r t an t es  f a t o r es  gen é t i co s  d e  r i s co  es t ão  

en vo lv i do s  no  d es env o l v im en to  d a  LT A .  P ar a  a l can ça r  e s t e  

o b j e t iv o ,  o  p r e s en t e  es t ud o  é  p r op os to  p a ra  r ev e l a r  f a to res  

gen é t i cos  d e  r i s co  p a r a  LT A  cau s ada  p or  L ei sh ma ni a  b ra z i l i en s i s  

a t r av é s  d a  r ea l i z ação  d e  u m GWA S de  aco rd o  co m o  qu e  s e  s egu e :  

( 1 )  R ea l i z a r  u m GW AS  d e  es t ág io  1  d e  d e s co b er t a ,  gen o t ip an do  

5 4 7 . 64 4  po l im o r f i sm os  de  nu c l eo t í d eo s  s i mpl e s  ( SNP s )  em  1 .123  

ca s os  d e  LT A  e  1 . 12 0  con t ro l e s  s ad io s  u t i l i z and o  o  I l l u mi na  

H u manC or eEx om e b ead ch i p ,  imp u tan do  con t r a  um p a in e l  de  

r e f e r ênc i a ,  e  r e a l i z an do  an á l i s es  de  as so c i ação  u t i l i z ando  mo d e l os  

m i s t os  p a r a  con t r o l a r  p a r en t es co  e  es t ru tu r a  d a  po pu l ação ;  
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( 2 )  R ea l i z a r  um  GW AS d e  e s t ág io  2  d e  r ep l i c ação ,  gen o t ip an do  

5 4 7 . 64 4  SNP s  em  u m  s egu nd o  s e t  d e  D N A s  d e  1 .0 00  caso s  d e  LT A  

e  1 .0 00  con t r o l es  s ad i os ,  u t i l i z an do  o  I l l u min a  Hu m anC o reEx om e 

b ead ch i p ,  i mp u t and o  con t ra  um p a i ne l  d e  r e f e r ên c i a ,  e  u t i l i z an do  

m od e l os  mi s to s  pa r a  co n t ro l a r  o  pa r en t e s co  e  a  es t r u tu r a  d a  

p o pu l ação  em  um a  an á l i s e  d e  a s s o c i ação ;  

( 3 )  R ea l i z a r  a  mon t agem  d e  um  banco  d e  am os t r a s  e  u m  p e r f i l  

i mu no l ó g i co  d e t a l had o  du r an t e  a  co l e t a  p r o sp ec t i v a  d e  um  gr u p o  de  

am os t r a s  do  GW AS d e  e s t ág io  2  d e  r ep l i c ação ;  

( 4 )  Com bi n ar  o s  dad os  d os  do i s  e s t ág i o s  de  GW AS  em u m a  m et a -

an á l i s e  p a r a  f o r n ece r  um a ev i dên c i a  fo r ma l  d e  r ep l i c ação ;  

( 5 )  R ea l i z a r  v a l id ação  fu n c i on a l  da s  v i as  d e  gen es  qu e  a t u am  como 

f a to r e s  d e  r i s co  p a r a  a  d o en ça ,  u t i l i z an do  d ad os  e  am os t ras  

co l e t ad os  d u r an t e  o  segu nd o  es t ág i o  de  co l e t a  d e  amo s t r as ,  

i n c lu in do  p e r f i l  t r an s c r i c i on a l  d e  b i óps i as  d e  p e l e  d e  pac i en t es  com 

gen ó t ip os  d e  r i s co .  

N o  ge r a l ,  a  p r es en t e  p r op os t a  p r ev ê  o  p r im ei r o  e s t ud o  com 

p o de r  ad equ ado  p ar a  i d en t i f i c a r  os  f a t o re s  gen é t i co s  d e  r i s co  p a ra  

LT A .  G en es  e  v i a s  i d en t i f i c ad os  como  f a to r es  d e  r i s co  p a r a  LT A  

p o dem  p ro po r c i ona r  um a  no v a  com p reens ão  d a  p a to gên es e  da  

d o en ça ,  p r om ov end o  no v as  p es qu i s as  n a  id en t i f i c ação  d e  n o vos  

a l vo s  t e r ap êu t i cos  co n t r a  e s t a  i n f ecção  p a r as i t á r i a  d eb i l i t an t e ,  e ,  

co ns equ en t em en t e ,  a j ud and o  a  reduz i r  a  c a r ga  da  do en ça  em 

p o pu l ações  end êm icas .   

S e  a  mesm a  ev i d ênc i a  s ob r e  a  i mp or t ân c i a  d a  r eg i ão  d e  c l a s se  

I I  d o  H LA  f o r  o bs e r v ad a  pa r a  LT A ,  a s s im  com o  fo i  o bs e r v ada  

p r ev i am en t e  p a r a  LV ,  e s tu do s  f un c io n a i s  ad i c io n a i s  p o dem t e r  

g r an d es  imp l i cações  no  d e s en vo l v im en to  d e  v ac i na s  en t r e  as  

d i fe r en t es  e s péc i es  d e  L e i s hm an ia .  P o r  o u t r o  l ad o ,  s e  ou t r os  gen es  

o u  v i as  f o r em  d es co b e r to s ,  e l es  p od em  f o rm ar  a  e sp i nha  d o rs a l  d e  

f u tu ro s  e s t ud os ,  i n v es t i gand o  o  p o ten c ia l  t e r ap êu t i co  d e  d r o gas  
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co nh ec i d as  qu e  i n f l u en c i am  e s t as  v i as ,  o u  fo r nece r  a  ba s e  p a r a  a  

d e s co b er t a  d e  no vas  in t e r v en çõ es .   M a i s  am pl am en t e ,  o s  es tu dos  

p r op os tos  p od em t e r  im p ac t o  em  s i gn i f i c a t i vo s  av an ço s  no  

en t en d im en to  d e  d o en ças  hu man as  comp l ex as  em  ge r a l .  

F r eq u en tem en t e ,  o s  m es mo s  gen es  e  v i a s  p od em  des em p en h ar  um 

p ap e l  em  d i f e r en t es  p a to lo g i as  e  n a  cu r a  d e  l e s õ es .  Por t an to ,  o s  

r e s u l t ado s  d es t e  e s t ud o  p od em  s e r  r e l ev an t es  n ão  só  no  cam po  da  

l e i sh m an i os e ,  m as  t am b ém  em  á r eas  m ai s  am pl as  d e  i nv es t i gação  

d e  d o en ças  i mu nes  e  i n f ecc io s as .  
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X .  C ON CL US ÕES  

 

1 .  Fo i  ob s e r v ad a  um a  as so c i ação  s i gn i f i c an t e  en t r e  LC  e  SN Ps  do  

gen e  C OL 1A 1  na  po p u l ação  e s tu d ad a ,  r e f o r çan do  a  im po r t ân c i a  d a  

v i a  d e  FL I1  n a  p a t ogên es e  d a  d oen ça .  

 

2 .  A  ex p r e s s ão  d e  C OL1 A2  f o i  s i gn i f i c an t em en te  m ai o r  nas  

b ió ps i a s  d e  p e l e  no r ma l ,  ao  p a s s o  qu e  a  ex p r es s ão  d e  M M P 1  fo i  

s i gn i f i c an t em en te  m ai o r  na s  b ió ps i as  d e  LC ,  p ad r ão  q ue  p o d e  s e r  

ex p l i c ado  p e l a  d i fe r en ça  no  pe r f i l  de  m et i l a ção  d as  i l h a s  Cp G da  

r eg i ão  p rom ot o ra  do  gen e  r egu l ado r  FL I1  en t r e  as  d u as  co n d i çõ es .  

 

3 .  A  ex pr e s s ão  gên i ca  i n  v i t ro  d e  FL I1  i nd uz id a  p e l a  i n fecção  p or  

L ei sh ma ni a  br az i l i en s i s e  f o i  m ai o r  e  t ev e  um  p i co  ma i s  t a rd io  na  

p r e s en ça  d e  IL - 6 .  

 

4 .  A  ex p r es s ão  d e  gen es  d e  co l ágen o  d o  t i po  1 ,  CO L1 A1  e  CO L1A2 ,  

f o i  b a ix a  em  m ac r ó f agos  in f ec t ad os ,  e  não  fo i  d e t ec t áve l  em 

m ac ró f ago s  t r a t ados  co m IL - 6 .  

 

5 .  A  ex p r es s ão  d e  M M P 1  fo i  fo r t em en t e  i nd uz id a  apó s  in f ecção  d e  

m ac ró f ago s  po r  L e i s h ma nia  b ra z i l i ens i s .  

 

6 .  No ss os  d ad os  su ge r em  qu e  b a ix os  n ív e i s  d e  co l ágeno  d o  t i po  1  

j un to  com  a  ex age rad a  ex p re s s ão  d e  MM P 1  e s t á  co n t r ib u in d o  p ar a  o  

d ano  t e c id u a l .  A ss im ,  a  m od u l ação  d es t a  v i a  p od e  s e r  r e l ev an t e  no  

t r a t am en t o  d a  l e i s hm an io s e  cu t ân ea .  
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XI. SUMMARY 

 

Previous studies have shown a role for wound healing genes in the resolution of skin lesions 

caused by Leishmania species in mice and humans, including FLI1 gene (Friend leukemia virus 

integration 1). Heavy methylation of CpG islands in the FLI1 promoter is known to render FLI1 

transcriptionally inactive. Low FLI1 expression results in up-regulation of type I collagens and 

down-regulation of matrix metalloproteinase 1 (MMP1). Both, type 1 collagen and matrix 

metalloproteinase 1, play an important role in normal physiological and pathological conditions 

from many diseases, and are involved in wound healing process. Interestingly, we have shown 

that the C allele at the IL6-174 G/C promoter polymorphism, which determines low levels of 

IL-6 release from macrophages, was a risk factor for mucosal leishmaniasis disease. IL-6 is 

known to increase expression of FLI1. To understand the role of this pathway in american 

cutaneous leishmaniasis, we evaluated the polymorphism of COL1A1, COL1A2 and MMP1 

genes and its possible association with tegumentary leishmaniasis in the population of Corte de 

Pedra, Bahia, and also examined FLI1 promoter-specific DNA methylation and expression, 

together with expression COL1A1, COL1A2 and MMP1, in lesion biopsies ex vivo and in 

Leishmania braziliensis infected macrophages in vitro. Family-based association tests (FBAT) 

showed the strongest association between SNPs rs1061237 (combined P = 0.002) and 

rs2586488 (combined P = 0.027) at COL1A1 and cutaneous leishmaniasis disease. Percent 

methylation of FLI1 was lower (P = 0.001) in lesion biopsies compared to normal skin. FLI1 

and COL1A1 expression did not differ between lesion and normal skin, whereas COL1A2 was 

reduced (P = 0.0 33) and MMP1 enhanced (P = 0.0002). FLI1 expression induced by infection 

in vitro peaked at 24 hours (P < 0.0001), and was higher (P = 0.005) and peaked later (48 hours) 

in the presence of IL-6. Expression of type I collagens was low in infected macrophages, and 

undetectable in macrophages treated with IL-6. MMP1 was strongly induced (P = 0.007) 

following infection of macrophages, but was not readily detectable in IL-6 treated macrophages 

until 72 hours post infection when the effect of IL-6 on FLI1 expression had waned. MMP1 

breaks down interstitial type I collagens, which is essential for keratinocyte migration and re-

epithelialization. However, in active cutaneous leishmaniasis lesions, low levels of type I 

collagen together with exaggerated levels of MMP1 indicate that MMP1 is mediating tissue 

damage rather than repair. Exaggerated MMP1 levels have similarly been observed to 

contribute to tissue destruction and disease progression in tuberculosis, leading others to 

highlight it as a potential therapeutic target. Our data suggest that therapeutic modulation of 

MMP1 might also be relevant in treatment of cutaneous leishmaniasis. 

 

Keyword: Leishmania; wound healing; FLI1; COL1A1; COL1A2; MMP1; epigenetic 

regulation. 
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Submission Guidelines 

PLOS Neglected Tropical Diseases publishes original research articles of importance to 

the NTDs community and the wider health community. We will consider manuscripts of 

any length; we encourage the submission of both substantial full-length bodies of work 

and shorter manuscripts that report novel findings that might be based on a more limited 

range of experiments. 

The writing style should be concise and accessible, avoiding jargon so that the paper is 

understandable for readers outside a specialty or those whose first language is not 

English. Editors will make suggestions for how to achieve this, as well as suggestions 

for cuts or additions that could be made to the article to strengthen the argument. Our 

aim is to make the editorial process rigorous and consistent, but not intrusive or 

overbearing. Authors are encouraged to use their own voice and to decide how best to 

present their ideas, results, and conclusions.  

PLOS Neglected Tropical Diseases is committed to the highest ethical standards in 

medical research. Accordingly, we ask authors to provide specific information regarding 

ethical treatment of research participants, patient consent, patient privacy, protocols, 

authorship, and competing interests. We also ask that reports of certain specific types of 

studies adhere to generally accepted standards. Our requirements are based on 

the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals, issued by 

the International Committee for Medical Journal Editors. 

Style and Format 

File format Manuscript files can be in the following formats: DOC, DOCX, RTF, or 

PDF. Microsoft Word documents should not be locked or protected.  

LaTeX manuscripts must be submitted as PDFs. Read the LaTeX 

guidelines. 

Length Manuscripts can be any length. There are no restrictions on word count, 

number of figures, or amount of supporting information. 

 

We encourage you to present and discuss your findings concisely. 

Font Use any standard font and a standard font size.  

Headings Limit manuscript sections and sub-sections to 3 heading levels. Make 

http://www.icmje.org/
http://journals.plos.org/plosntds/s/latex
http://journals.plos.org/plosntds/s/latex
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sure heading levels are clearly indicated in the manuscript text. 

Layout Manuscript text should be double-spaced. 

Do not format text in multiple columns. 

Page and 
line 
numbers 

Include page numbers and line numbers in the manuscript file. 

Footnotes Footnotes are not permitted. If your manuscript contains footnotes, 

move the information into the main text or the reference list, depending 

on the content. 

Language Manuscripts must be submitted in English.  

You may submit translations of the manuscript or abstract as supporting 

information. Read the supporting information guidelines. 

Abbreviati
ons 

Define abbreviations upon first appearance in the text. 

Do not use non-standard abbreviations unless they appear at least three 

times in the text. 

Keep abbreviations to a minimum. 

Reference 
style 

PLOS uses “Vancouver” style, as outlined in the ICMJE sample 

references. 

See reference formatting examples and additional instructions below. 

Equations We recommend using MathType for display and inline equations, as it 

will provide the most reliable outcome. If this is not possible, Equation 

Editor is acceptable. 

Avoid using MathType or Equation Editor to insert single 

variables (e.g., “a² + b² = c²”), Greek or other symbols (e.g., β, Δ, or ′ 

[prime]), or mathematical operators (e.g., x, ≥, or  ±) in running 

text. Wherever possible, insert single symbols as normal text with the 

correct Unicode (hex) values. 

Do not use MathType or Equation Editor for only a portion of an 

equation. Rather, ensure that the entire equation is included. Avoid 

“hybrid” inline or display equations, in which part is text and part is 

MathType, or part is MathType and part is Equation Editor. 

Nomenclat
ure 

 Use correct and established nomenclature wherever possible. 

Units of 

measurement 

Use SI units. If you do not use these exclusively, provide the SI value 

in parentheses after each value. Read more about SI units. 

Drugs 
Provide the Recommended International Non-Proprietary Name 

(rINN). 

Species names 

Write in italics (e.g., Homo sapiens). Write out in full the genus and 

species, both in the title of the manuscript and at the first mention of 

an organism in a paper. After first mention, the first letter of the 

http://journals.plos.org/plosntds/s/supporting-information
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
http://journals.plos.org/plosntds/s/submission-guidelines#loc-references
http://www.bipm.org/en/si/
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genus name followed by the full species name may be used (e.g., H. 

sapiens). 

Genes, mutations, 

genotypes, and 

alleles 

Write in italics. Use the recommended name by consulting the 

appropriate genetic nomenclature database (e.g., HUGO for human 

genes). It is sometimes advisable to indicate the synonyms for the 

gene the first time it appears in the text. Gene prefixes such as those 

used for oncogenes or cellular localization should be shown in roman 

typeface (e.g., v-fes, c-MYC). 
 

 

Manuscript Organization 

Most manuscripts should be organized as follows. Instructions for each element appear 

below. 

 Title 

 Authors and Affiliations 

 Abstract 

 Author Summary 

 Introduction 

 Methods 

 Results 

 Discussion 

 Acknowledgments 

 References 

 Supporting information Captions 

Uniformity in format facilitates the experience of readers and users of the journal. To 

provide flexibility, however, the Results and Discussion can be combined into one 

Results/Discussion section. 

Other elements 

 Figure captions are inserted immediately after the first paragraph in which the 

figure is cited. Figure files are uploaded separately. 

 Tables are inserted immediately after the first paragraph in which they are cited. 

 Supporting information files are uploaded separately. 

Please refer to our downloadable sample files to make sure that your submission meets 

our formatting requirements: 

 Download sample title, author list, and affiliations page (PDF) 

 Download full manuscript sample (PDF) 

 

http://www.genenames.org/index.html
http://journals.plos.org/plosntds/s/file?id=b0tm/PLOSNTD_formatting_sample_title_authors_affiliations.pdf
http://journals.plos.org/plosntds/s/file?id=bc9e/PLOSNTDs_formatting_main_body.pdf
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Parts of a Submission 

Title 

Include a full title and a short title for the manuscript. 

Title Length Guidelines Examples 

Full 

title 

250 

characters 

Specific, descriptive, 

concise, and 

comprehensible to readers 

outside the field 

Impact of Cigarette Smoke Exposure on 

Innate Immunity: A Caenorhabditis 

elegans Model 

Solar Drinking Water Disinfection 

(SODIS) to Reduce Childhood Diarrhoea 

in Rural Bolivia: A Cluster-Randomized, 

Controlled Trial 

Short 

title 

70 

characters 

State the topic of the study Cigarette Smoke Exposure and Innate 

Immunity 

SODIS and Childhood Diarrhoea 

Titles should be written in title case (all words capitalized except articles, prepositions, 

and conjunctions). Avoid specialist abbreviations if possible. For clinical trials, 

systematic reviews, or meta-analyses, the subtitle should include the study design. 

Author list 

Who belongs on the author list  
 
All authors must meet the criteria for authorship as outlined in the authorship 
policy.  Read the policy.  
 
Those who contributed to the work but do not meet the criteria for authorship 
can be mentioned in the Acknowledgments.Read more about 
Acknowledgments. 

Author names and affiliations 

Enter author names on the title page of the manuscript and in the online submission 

system. 

On the title page, write author names in the following order: 

 First name (or initials, if used) 

 Middle name (or initials, if used) 

 Last name (surname, family name) 

http://journals.plos.org/plosntds/s/ethical-publishing-practice#loc-authorship
http://journals.plos.org/plosntds/s/submission-guidelines#loc-acknowledgments
http://journals.plos.org/plosntds/s/submission-guidelines#loc-acknowledgments
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Each author on the list must have an affiliation. The affiliation includes department, 

university, or organizational affiliation and its location, including city, state/province (if 

applicable), and country. 

If an author has multiple affiliations, enter all affiliations on the title page only. In the 

submission system, enter only the preferred or primary affiliation. 

Author names will be published exactly as they appear in the manuscript file. 
Please double-check the information carefully to make sure it is correct. 

Corresponding author 

One corresponding author should be designated in the submission system as well as on 

the title page.  

One corresponding author should be designated in the submission system. However, 

this does not restrict the number of corresponding authors that may be listed on the 

article in the event of publication. Whoever is designated as a corresponding author on 

the title page of the manuscript file will be listed as such upon publication.  

Include an email address for each corresponding author listed on the title page of the 

manuscript. 

Consortia and group authorship 

If a manuscript is submitted on behalf of a consortium or group, include the consortium 

or group name in the author list, and include the full list of members in the 

Acknowledgments or in a supporting information file. 

Cover letter 

Upload a cover letter as a separate file in the online system. 

The cover letter should address the following questions: 

 Why is this manuscript suitable for publication in PLOS Neglected Tropical 

Diseases? 

 Why will your study inspire the NTDs community, and how will it drive the 

understanding of NTD pathobiology, epidemiology, prevention, treatment, 

control, or policy? 

If your study addresses an infection that is outside our detailed scope, you must first 

send a presubmission inquiry indicating why you consider the infection to be a 

neglected tropical disease. 

Title page 

The title, authors, and affiliations should all be included on a title page as the first page 

of the manuscript file.   

http://journals.plos.org/plosntds/s/journal-information#loc-scope
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Download sample title, author list, and affiliations page (PDF) 

Abstract 

The Abstract comes after the title page in the manuscript file. The abstract text is also 

entered in a separate field in the submission system.  

The Abstract succinctly introduces the paper. It should not exceed 250–300 words. It 

should mention the techniques used without going into methodological detail and 

summarize the most important results with important numerical results given. 

The Abstract is conceptually divided into the following three sections with these 

headings: Background, Methodology/Principal Findings, and Conclusions/Significance. 

Do not include any citations in the Abstract. Avoid specialist abbreviations. 

 

Author Summary 

We ask that all authors of research articles include a 150- to 200-word non-technical 

summary of the work, immediately following the Abstract. Subject to editorial review 

and author revision, this short text is published with all research articles as a highlighted 

text box. 

Distinct from the scientific abstract, the Author Summary should highlight where the 

work fits in a broader context of life science knowledge and why these findings are 

important to an audience that includes both scientists and non-scientists. Ideally aimed 

to a level of understanding of an undergraduate student, the significance of the work 

should be presented simply, objectively, and without exaggeration. 

Authors should avoid the use of acronyms and complex scientific terms and write the 

author summary using the first-person voice. Authors may benefit from consulting with 

a science writer or press officer to ensure that they effectively communicate their 

findings to a general audience. 

Example Author Summaries  
  

Pseudogenization of a Sweet-Receptor Gene Accounts for Cats' Indifference toward 

Sugar 

A Hybrid Photoreceptor Expressing Both Rod and Cone Genes in a Mouse Model of 

Enhanced S-Cone Syndrome 

Life in Hot Carbon Monoxide: The Complete Genome Sequence of Carboxydothermus 

hydrogenoformans Z-2901 

http://journals.plos.org/plosntds/s/file?id=b0tm/PLOSNTD_formatting_sample_title_authors_affiliations.pdf
http://journals.plos.org/plosgenetics/article?id=10.1371/journal.pgen.0010003#toclink1
http://journals.plos.org/plosgenetics/article?id=10.1371/journal.pgen.0010003#toclink1
http://journals.plos.org/plosgenetics/article?id=10.1371/journal.pgen.0010011#toclink1
http://journals.plos.org/plosgenetics/article?id=10.1371/journal.pgen.0010011#toclink1
http://journals.plos.org/plosgenetics/article?id=10.1371/journal.pgen.0010065#toclink1
http://journals.plos.org/plosgenetics/article?id=10.1371/journal.pgen.0010065#toclink1
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Introduction 

The Introduction should put the focus of the manuscript into a broader context. As you 

compose the Introduction, think of readers who are not experts in this field. Include a 

brief review of the key literature. If there are relevant controversies or disagreements in 

the field, they should be mentioned so that a non-expert reader can delve into these 

issues further. The Introduction should conclude with a brief statement of the overall 

aim of the experiments and a comment about whether that aim was achieved. 

Methods 

This section should provide enough detail for reproduction of the findings. Protocols for 

new methods should be included, but well-established protocols may simply be 

referenced. Detailed methodology or supporting information relevant to the 

methodology can be published on our web site. 

This section should also include a section with descriptions of any statistical methods 

employed. These should conform to thecriteria outlined by the Uniform Requirements, 

as follows: 

Describe statistical methods with enough detail to enable a knowledgeable 
reader with access to the original data to judge its appropriateness for the study 
and to verify the reported results. When possible, quantify findings and present 
them with appropriate indicators of measurement error or uncertainty (such as 
confidence intervals). Avoid relying solely on statistical hypothesis testing, such 
as P values, which fail to convey important information about effect size and 
precision of estimates. References for the design of the study and statistical 
methods should be to standard works when possible (with pages stated). Define 
statistical terms, abbreviations, and most symbols. Specify the statistical 
software package(s) and versions used. Distinguish prespecified from 
exploratory analyses, including subgroup analyses. 

Results 

The Results section should include all relevant positive and negative findings. The 

section may be divided into subsections, each with a concise subheading. The Results 

section should be written in past tense. 

PLOS journals require authors to make all data underlying the findings described in 

their manuscript fully available without restriction, with rare exception.  

Large data sets, including raw data, may be deposited in an appropriate public 

repository. See our list of recommended repositories. 

For smaller data sets and certain data types, authors may provide their data 

within supporting information files accompanying the manuscript. Authors should take 

care to maximize the accessibility and reusability of the data by selecting a file format 

from which data can be efficiently extracted (for example, spreadsheets or flat files 

should be provided rather than PDFs when providing tabulated data). 

http://www.icmje.org/recommendations/browse/manuscript-preparation/preparing-for-submission.html#d
http://journals.plos.org/plosntds/s/data-availability#loc-recommended-repositories
http://journals.plos.org/plosntds/s/supporting-information
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For more information on how best to provide data, read our policy on data availability. 

PLOS does not accept references to “data not shown.” 

As outlined in the Uniform Requirements, authors that present statistical data in the 

Results section should do the following:  

Give numeric results not only as derivatives (for example, percentages) but also 
as the absolute numbers from which the derivatives were calculated, and 
specify the statistical significance attached to them, if any. Restrict tables and 
figures to those needed to explain the argument of the paper and to assess 
supporting data. Use graphs as an alternative to tables with many entries; do 
not duplicate data in graphs and tables. Avoid nontechnical uses of technical 
terms in statistics, such as “random” (which implies a randomizing device), 
“normal,” “significant,” “correlations,” and “sample.” 

  

Discussion 

The Discussion should be concise and tightly argued. It should start with a brief 

summary of the main findings. It should include paragraphs on the generalizability, 

clinical relevance, strengths, and limitations of your study. 

You may wish to discuss the following points also: 

 How do the conclusions affect the existing knowledge in the field? 

 How can future research build on these observations and what are the key 

experiments that must be done? 

Copyediting manuscripts 

Please note that accepted manuscripts are not subject to detailed copyediting. Therefore, 

please carefully review your manuscript, paying special attention to spelling, 

punctuation, and grammar, as well as scientific content. 

Authors who believe their manuscripts would benefit from in-depth professional 

copyediting are encouraged to use language-editing and copyediting services, such as 

the ones offered below (in alphabetical order): 

 American Journal Experts 

 Asia Science Editing 

 Bioedit Ltd 

 BiomEditor 

 BioScience Writers 

 Blue Pencil Science 

 Boston BioEdit 

 Carpe Diem Biomedical Writing and Editing 

 English Manager Science Editing 

 International Science Editing 

http://journals.plos.org/plosgenetics/s/data-availability
http://journals.plos.org/plosgenetics/s/data-availability
http://www.icmje.org/recommendations/browse/manuscript-preparation/preparing-for-submission.html#e
https://www.aje.com/en/services/editing
http://www.asiascienceediting.com/
http://www.bioedit.co.uk/
http://www.biomeditor.com/
http://www.biosciencewriters.com/
http://www.bluepencilscience.com/
http://www.bostonbioedit.com/
http://www.claudiacopeland.com/
http://www.sciencemanager.com/
http://www.internationalscienceediting.com/
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 Life Science Publishing 

 Online English 

 Professional Editing Services 

 Scienceditors.com 

 SciTechEdit International 

 Scitext Cambridge 

 Scribendi 

 Squirrel Scribe 

 Stallard Scientific Editing 

 Write Science Right 

PLOS neither endorses nor takes responsibility for contracting with any of these 

individuals/companies, but we do recognize the value of the services they provide. 

Acknowledgments 

Those who contributed to the work but do not meet our authorship criteria should be 

listed in the Acknowledgments with a description of the contribution. 

Authors are responsible for ensuring that anyone named in the Acknowledgments 

agrees to be named. 

Do not include funding sources in the Acknowledgments or anywhere else in 
the manuscript file. Funding information should only be entered in the financial 
disclosure section of the online submission system. 
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Any and all available works can be cited in the reference list. Acceptable sources 
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 Manuscripts on pre-print servers, if the manuscript is submitted to a journal and 

also publicly available as a pre-print 

Do not cite the following sources in the reference list: 

 Unavailable and unpublished work, including manuscripts that have been 

submitted but not yet accepted (e.g., “unpublished work,” “data not shown”). 

Instead, include those data as supplementary material or deposit the data in a 
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 Personal communications (these should be supported by a letter from the 
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the numbered citation (citation-sequence) method and first six authors, et al. 

http://www.lifescipub.com/services.html
http://www.oleng.com.au/
http://www.prof-editing.com/
http://scienceditors.com/
http://www.scitechedit.com/
http://www.scitext.com/
http://www.scribendi.com/
http://www.squirrelscribe.com/
http://www.stallardediting.com/
http://www.writescienceright.com/


148 

 

Do not include citations in abstracts or author summaries.  

Make sure the parts of the manuscript are in the correct order before ordering the 

citations. 

Formatting references 

Because all references will be linked electronically as much as possible to the 
papers they cite, proper formatting of the references is crucial.  

PLOS uses the reference style outlined by the International Committee of Medical 

Journal Editors (ICMJE), also referred to as the “Vancouver” style. Example formats 

are listed below. Additional examples are in the ICMJE sample references. 

A reference management tool, EndNote, offers a current style file that can 
assist you with the formatting of your references. If you have problems with any 
reference management program, please contact the source company's 
technical support. 

Journal name abbreviations should be those found in the National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) databases.  

Source Format 

Published 

articles 

Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y, Su XL, Sun B, et al. cDNA, 

genomic sequence cloning and overexpression of ribosomal protein 

gene L9 (rpL9) of the giant panda (Ailuropoda melanoleuca). Genet 

Mol Res. 2011;10: 1576-1588. 

Devaraju P, Gulati R, Antony PT, Mithun CB, Negi VS. 

Susceptibility to SLE in South Indian Tamils may be influenced by 

genetic selection pressure on TLR2 and TLR9 genes. Mol Immunol. 

2014 Nov 22. pii: S0161-5890(14)00313-7. doi: 

10.1016/j.molimm.2014.11.005 

 

Note: A DOI number for the full-text article is acceptable as an 

alternative to or in addition to traditional volume and page numbers. 

Accepted, 

unpublished 

articles 

Same as published articles, but substitute “In press” for page numbers 

or DOI. 

Web sites or 

online articles 

Huynen MMTE, Martens P, Hilderlink HBM. The health impacts of 

globalisation: a conceptual framework. Global Health. 2005;1: 14. 

Available: http://www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14. 

Books Bates B. Bargaining for life: A social history of tuberculosis. 1st ed. 

Philadelphia: University of Pennsylvania Press; 1992. 

Book chapters Hansen B. New York City epidemics and history for the public. In: 

Harden VA, Risse GB, editors. AIDS and the historian. Bethesda: 

National Institutes of Health; 1991. pp. 21-28. 
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Source Format 

Deposited 
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ts, e-prints, or 

arXiv) 

Krick T, Shub DA, Verstraete N, Ferreiro DU, Alonso LG, Shub M, 

et al. Amino acid metabolism conflicts with protein diversity; 1991. 

Preprint. Available: arXiv:1403.3301v1. Accessed 17 March 2014. 

Published media 

(print or online 

newspapers and 

magazine 

articles) 

Fountain H. For Already Vulnerable Penguins, Study Finds Climate 

Change Is Another Danger. The New York Times. 29 Jan 2014. 

Available: 

http://www.nytimes.com/2014/01/30/science/earth/climate-change-

taking-toll-on-penguins-study-finds.html. Accessed 17 March 2014. 

New media 

(blogs, web sites, 

or other written 

works) 

Allen L. Announcing PLOS Blogs. 2010 Sep 1 [cited 17 March 

2014]. In: PLOS Blogs [Internet]. San Francisco: PLOS 2006 - . 

[about 2 screens]. Available: 

http://blogs.plos.org/plos/2010/09/announcing-plos-blogs/. 

Masters' theses 

or doctoral 

dissertations 

Wells A. Exploring the development of the independent, electronic, 

scholarly journal. M.Sc. Thesis, The University of Sheffield. 1999. 

Available: http://cumincad.scix.net/cgi-bin/works/Show?2e09 

Databases and 

repositories 

(Figshare, 

arXiv) 

Roberts SB. QPX Genome Browser Feature Tracks; 2013. Database: 

figshare [Internet]. Accessed: 

http://figshare.com/articles/QPX_Genome_Browser_Feature_Tracks/

701214. 

Multimedia 

(videos, movies, 

or TV shows) 

Hitchcock A, producer and director. Rear Window [Film]; 1954. Los 

Angeles: MGM. 

Supporting Information 

Authors can submit essential supporting files and multimedia files along with their 

manuscripts. All supporting information will be subject to peer review. All file types 

can be submitted, but files must be smaller than 10 MB in size. 

Authors may use almost any description as the item name for a supporting information 

file as long as it contains an “S” and number. For example, “S1 Appendix” and “S2 

Appendix,” “S1 Table” and “S2 Table,” and so forth.   

Supporting information files are published exactly as provided, and are not copyedited. 

Supporting information captions 

List supporting information captions at the end of the manuscript file. Do not submit 

captions in a separate file. 

The file number and name are required in a caption, and we highly recommend 

including a one-line title as well. You may also include a legend in your caption, but it 

is not required. 
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Example caption 
 
S1 Text. Title is strongly recommended. Legend is optional. 

In-text citations 

We recommend that you cite supporting information in the manuscript text, but this is 

not a requirement. If you cite supporting information in the text, citations do not need to 

be in numerical order. 

Read the supporting information guidelines for more details about submitting 
supporting information and multimedia files. 

Figures and tables 

Figures 

Do not include figures in the main manuscript file. Each figure must be prepared and 

submitted as an individual file. 

Cite figures in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript file. 

Read the guidelines for figures. 

Figure captions 

Figure captions must be inserted in the text of the manuscript, immediately following 

the paragraph in which the figure is first cited (read order). Do not include captions as 

part of the figure files themselves or submit them in a separate document. 

At a minimum, include the following in your figure captions: 

 A figure label with Arabic numerals, and “Figure” abbreviated to “Fig” (e.g. 

Fig 1, Fig 2, Fig 3, etc). Match the label of your figure with the name of the file 

uploaded at submission (e.g. a figure citation of “Fig 1” must refer to a figure 

file named “Fig1.tif”). 

 A concise, descriptive title 

The caption may also include a legend as needed. 

Read more about figure captions. 

Tables 

Cite tables in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript file. 

Place each table in your manuscript file directly after the paragraph in which it is first 

cited (read order). Do not submit your tables in separate files. 

http://journals.plos.org/plosntds/s/supporting-information
http://journals.plos.org/plosntds/s/figures
http://journals.plos.org/plosntds/s/figures#loc-captions
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Tables require a label (e.g., “Table 1”) and brief descriptive title to be placed above the 

table. Place legends, footnotes, and other text below the table.  

Read the guidelines for tables. 

Data reporting 

All data and related metadata underlying the findings reported in a submitted 

manuscript should be deposited in an appropriate public repository, unless already 

provided as part of the submitted article. 

Read our policy on data availability. 

Repositories may be either subject-specific (where these exist) and accept specific types 

of structured data, or generalist repositories that accept multiple data types. We 

recommend that authors select repositories appropriate to their field. Repositories may 

be subject-specific (e.g., GenBank for sequences and PDB for structures), general, or 

institutional, as long as DOIs or accession numbers are provided and the data are at least 

as open as CC BY. Authors are encouraged to select repositories that meet accepted 

criteria as trustworthy digital repositories, such as criteria of the Centre for Research 

Libraries or Data Seal of Approval. Large, international databases are more likely to 

persist than small, local ones. 

See our list of recommended repositories. 

To support data sharing and author compliance of the PLOS data policy, we have 

integrated our submission process with a select set of data repositories. The list is 

neither representative nor exhaustive of the suitable repositories available to authors. 

Current repository integration partners include Dryad and FlowRepository. Please 

contact data@plos.org to make recommendations for further partnerships. 

Instructions for PLOS submissions with data deposited in an integration partner 

repository: 

 Deposit data in the integrated repository of choice. 

 Once deposition is final and complete, the repository will provide you with a 

dataset DOI (provisional) and private URL for reviewers to gain access to the 

data. 

 Enter the given data DOI into the full Data Availability Statement, which is 

requested in the Additional Information section of the PLOS submission form. 

Then provide the URL passcode in the Attach Files section. 

If you have any questions, please email us. 

Accession numbers 

All appropriate data sets, images, and information should be deposited in an appropriate 

public repository. See our list of recommended repositories. 

http://journals.plos.org/plosntds/s/tables
http://journals.plos.org/plosntds/s/data-availability
http://journals.plos.org/plosntds/s/data-availability#loc-recommended-repositories
http://datadryad.org/
https://flowrepository.org/
mailto:data@plos.org
mailto:plosntds@plos.org
http://journals.plos.org/plosntds/s/data-availability#loc-recommended-repositories
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Accession numbers (and version numbers, if appropriate) should be provided in the 

Data Availability Statement. Accession numbers or a citation to the DOI should also be 

provided when the data set is mentioned within the manuscript. 

In some cases authors may not be able to obtain accession numbers of DOIs until the 

manuscript is accepted; in these cases, the authors must provide these numbers at 

acceptance. In all other cases, these numbers must be provided at submission. 

Identifiers 

As much as possible, please provide accession numbers or identifiers for all entities 

such as genes, proteins, mutants, diseases, etc., for which there is an entry in a public 

database, for example: 

 Ensembl 

 Entrez Gene 

 FlyBase 

 InterPro 

 Mouse Genome Database (MGD) 

 Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) 

 PubChem 

Identifiers should be provided in parentheses after the entity on first use. 

 

Striking image 

You can choose to upload a “Striking Image” that we may use to represent your article 

online in places such as the journal homepage. All striking image files that are 

submitted are also eligible to be chosen as the monthly Isuse Image. 

 

The striking image must visually represent the article in a striking and eye-catching 

way. This could be derived from a figure or supporting information file from the paper, 

i.e., a cropped portion of an image or the entire image. Alternatively, you may create or 

source an image which represents the article, as long as this image adheres to our CC 

BY license. 

 

Striking images should ideally be high resolution, eye-catching, single panel images, 

and should ideally avoid containing added details such as text, scale bars, and arrows. 

 

If no striking image is uploaded, a member of the journal team will choose an 

appropriate image, which may be a figure from the submission or a separately sourced 

CC BY image. 

Striking images should not contain potentially identifying images of 
people.  Read our policy on identifying information.  
 

http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene
http://flybase.bio.indiana.edu/
http://www.ebi.ac.uk/interpro/
http://www.informatics.jax.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/deposit/deposit_help.html
http://journals.plos.org/plosntds/s/human-subjects-research#loc-patient-privacy-and-informed-consent-for-publication
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The PLOS content license also applies to striking images.  Read more about 
the content license.  

Additional Information Requested at Submission 

Funding statement 

This section should describe sources of funding that have supported the work. Please 

include relevant grant numbers and the URL of any funder's web site. Please also 

include this sentence: “The funders had no role in study design, data collection and 

analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.” If this statement is not 

correct, you must describe the role of any sponsors or funders, and amend the 

aforementioned sentence as needed. 

Read our policy on disclosure of funding sources. 

Competing interests 

The corresponding author is asked at submission to declare, on behalf of all authors, 

whether there are any financial, personal, or professional interests that could be 

construed to have influenced the work. 

Any relevant competing interests of authors must be available to editors and reviewers 

during the review process and will be stated in published articles. 

Read our policy on competing interests. 

Prior publication 

When submitting a manuscript, all authors are asked to indicate that they have not 

submitted a similar manuscript for publication elsewhere. If related work has been 

submitted elsewhere, then a copy must be included with the manuscript submitted to 

PLOS. Reviewers will be asked to comment on the overlap between related 

submissions. 

Reviewer and editor suggestions 

We ask authors to suggest suitable editors and at least four potential reviewers when 

submitting their manuscript. Bear in mind any potential competing interests when 

making these suggestions. It is not appropriate to suggest recent collaborators or other 

researchers at your institution. See our policy on competing interests for more 

information.  

 

 

http://journals.plos.org/plosntds/s/content-license
http://journals.plos.org/plosntds/s/content-license
http://journals.plos.org/plosntds/s/disclosure-of-funding-sources
http://journals.plos.org/plosntds/s/competing-interests
http://journals.plos.org/plosntds/s/competing-interests
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Guidelines for Specific Study Types 

Human and animal research 

All research involving humans and animals must have been approved by the authors' 

institutional review board or equivalent committee(s), and that board must be named by 

the authors in the manuscript. For research involving human participants, informed 

consent must have been obtained (or the reason for lack of consent explained, e.g. the 

data were analyzed anonymously) and all clinical investigation must have been 

conducted according to the principles expressed in the Declaration of Helsinki. It must 

be stated in the Methods section of the paper whether informed consent was written or 

oral. If informed consent was oral, it must be stated in the paper: (a) why written 

consent could not be obtained, (b) that the IRB approved the use of oral consent, and (c) 

how oral consent was documented. 

Authors should be able to submit, upon request, a statement from the research ethics 

committee or institutional review board indicating approval of the research. We also 

encourage authors to submit a sample of a patient consent form, and may require 

submission on particular occasions. 

All animal work must have been conducted according to relevant national and 

international guidelines. In accordance with the recommendations of the Weatherall 

report, The use of non-human primates in research (PDF), we specifically require 

authors to include details of animal welfare and steps taken to ameliorate suffering in all 

work involving non-human primates. The institution that approved the study must be 

named, and it must be stated in the paper that the study was conducted adhering to the 

institution's guidelines for animal husbandry. 

Patient privacy and informed consent for publication  
 
Our human participant policy conforms to the Uniform Requirements of the 
International Committee of Medical Journal Editors:  
 
Patients have a right to privacy that should not be infringed without informed 
consent. Identifying information should not be published in written descriptions, 
photographs, and pedigrees unless the information is essential for scientific 
purposes and the patient (or parent or guardian) gives written informed consent 
for publication. Informed consent for this purpose requires that the patient be 
shown the manuscript to be published. Complete anonymity is difficult to 
achieve, and informed consent for publication should be obtained if there is any 
doubt. If data are changed to protect anonymity, authors should provide 
assurance that alterations of the data do not distort scientific meaning. When 
informed consent has been obtained it should be indicated in the published 
article.  
 
For papers that include identifying information, or potentially identifying 
information, authors must download the  Consent Form for Publication in a 
PLOS Journal from our web site, which the patient, parent, or guardian must 

http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html
http://www.acmedsci.ac.uk/download.php?f=file&i=17171
http://www.icmje.org/recommendations/browse/roles-and-responsibilities/protection-of-research-participants.html
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sign once they have read the paper and been informed about the terms of the 
PLOS content license.   
 
Once authors have obtained the signed consent form, it should be filed securely 
in the patient's case notes and the manuscript submitted to PLOS should 
include this statement indicating that specific consent for publication was 
obtained: “The patients in this manuscript have given written informed consent 
(as outlined in the PLOS consent form) to publication of their case details.”  
 
Download the PLOS consent form:  
  

 English 

 French 

 Portuguese 

 Spanish 

Clinical trials 

We follow the World Health Organization’s (WHO) definition of a clinical trial: 

A clinical trial is any research study that prospectively assigns human 
participants or groups of humans to one or more health-related interventions to 
evaluate the effects on health outcomes [...] Interventions include but are not 
restricted to drugs, cells and other biological products, surgical procedures, 
radiologic procedures, devices, behavioural treatments, process-of-care 
changes, preventive care, etc. 

PLOS Neglected Tropical Diseases requires that all trials be registered and, as of 

August 13, 2013, supports the position of the AllTrials.net Initiative that trials that are 

registered after the trial commences or retrospectively will be considered (see the blog 

post for more details). For all trials, authors are asked to provide the trial registration 

information and to register their trial in an approved registry (the WHO's list of 

approved registries is listed here). For trials that were registered after the trial began or 

retrospectively, authors are asked to provide the following information: 

 The trial registration information (or indicate that registration is in process) 

 The reason for late registration, explained within the Methods section 

 A statement in which all authors affirm that any trials on the same or a related 

drug or intervention they're involved in are registered, and provide (either as part 

of the statement or in the supplementary information) links to the published 

versions of the trials or the registration numbers. This statement will be 

published in the Methods section. 

The editors reserve the right to inform authors' institutions or ethics committees about 

unregistered trials that have been carried out. Authors will also be asked to submit an 

accurate summary of the trial's results to the relevant registry (if there is such a 

mechanism) within a year of study completion or at the time of publication, whichever 

is the earliest. 

http://journals.plos.org/plosntds/s/file?id=8ce6/plos-consent-form-english.pdf
http://journals.plos.org/plosntds/s/file?id=GVge/plos-consent-form-french.pdf
http://journals.plos.org/plosntds/s/file?id=LGJC/plos-consent-form-portuguese.pdf
http://journals.plos.org/plosntds/s/file?id=a23e/plos-consent-form-spanish.pdf
http://www.who.int/ictrp/en/
http://www.alltrials.net/2013/all-trials-registered-and-results-reported/
http://blogs.plos.org/speakingofmedicine/2013/08/13/full-registration-and-reporting-of-all-trials-at-plos-medicine/
http://blogs.plos.org/speakingofmedicine/2013/08/13/full-registration-and-reporting-of-all-trials-at-plos-medicine/
http://www.who.int/ictrp/network/primary/en/index.html
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Authors of trials must adhere to the CONSORT reporting guidelines appropriate to their 

trial design. Please check the CONSORT statement web site for information on the 

appropriate guidelines for specific trial types. Before the paper can undergo peer review, 

authors must: 1) provide in the manuscript the trial registry, trial registration number, 

and IRB, and 2) provide a copy of the trial protocol (or a link to an open access version 

of the protocol) and a completed CONSORT checklist as supporting files (these 

documents will also be published alongside the paper, if accepted). The CONSORT 

flow diagram must be included as Figure 1. Any deviation from the trial protocol must 

be explained in the paper. Authors must explicitly discuss informed consent in their 

paper, and PLOS reserves the right to request a copy of the patient consent form. 

Information on statistical methods or participants beyond what is indicated in the 

CONSORT statement should be reported in the Methods section. 

PLOS supports the public disclosure of all clinical trial results, as mandated, for 

example, by the FDA Amendments Act, 2007. For trials in registries that permit posting 

of trial results, PLOS Neglected Tropical Diseases requires that an accurate summary of 

the trial's results be submitted to the relevant registry (if there is such a mechanism) 

within a year of study completion or at the time of publication, whichever is the earliest. 

Systematic reviews and meta-analyses 

Reports of systematic reviews and meta-analyses must adhere to the PRISMA 

Statement or alternative guidelines appropriate to the study design, and include the 

completed checklist and flow diagram to accompany the main text. Authors must 

complete the appropriate reporting checklist not only with page references, but also with 

sufficient text excerpted from the manuscript to explain how they accomplished all 

applicable items. 

Download blank templates of the checklist and flow diagram from 
the EQUATOR web site. 

Abstracts should follow PRISMA for Abstracts, using the PLOS abstract format. 

Authors must also state within the Methods section of their paper whether a protocol 

exists for their systematic review, and if so, provide a copy of the protocol as supporting 

information. 

The journal supports the prospective registration of systematic reviews. Authors whose 

systematic review was prospectively registered (e.g., in a registry such as PROSPERO) 

should provide the registry number in their abstract. Registry details and protocols will 

be made available to editors and reviewers, and included with the paper if the report is 

ultimately published. 

Diagnostic studies 

Reports of studies of diagnostic accuracy must adhere to the STARD requirements or 

alternative guidelines appropriate to the study design (see the EQUATOR web site) and 

include a completed checklist as supporting information. Authors must complete the 

appropriate reporting checklist not only with page references, but also with sufficient 

text excerpted from the manuscript to explain how they addressed all applicable items. 

http://www.consort-statement.org/
http://www.prisma-statement.org/
http://www.prisma-statement.org/
http://www.equator-network.org/
http://www.crd.york.ac.uk/prospero/
http://www.stard-statement.org/
http://www.equator-network.org/
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Observational studies 

For observational studies, including case control, cohort, and cross-sectional studies, 

authors must adhere to the STROBE Statement or alternative guidelines appropriate to 

the study design (see the EQUATOR web site) and include a completed checklist as 

supporting information. Authors must complete the appropriate reporting checklist not 

only with page references, but also with sufficient text excerpted from the manuscript to 

explain how they addressed all applicable items. 

For observational studies, authors are required to clearly specify (a) What specific 

hypotheses the researchers intended to test, and the analytical methods by which they 

planned to test them; (b) What analyses they actually performed; and (c) When reported 

analyses differ from those that were planned, authors must provide transparent 

explanations for differences that affect the reliability of the study's results. 

If a prospective analysis plan (from the study's funding proposal, IRB or other ethics 

committee submission, study protocol, or other planning document written before 

analyzing the data) was used in designing an observational study, authors must include 

the relevant prospectively written document with the manuscript submission for access 

by editors and reviewers and eventual publication alongside the accepted paper. If no 

prospectively written document exists, authors should explain how and when they 

determined the analyses being reported. 

Microarray experiments 

Reports of microarray experiments must conform to the MIAME guidelines, and the 

data from the experiments must be deposited in a publicly accessible database. 

Other Article Types 

If you are submitting content other than a research article, read the guidelines for other 

article types. 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.strobe-statement.org/
http://www.equator-network.org/
http://fged.org/projects/miame/
http://journals.plos.org/plosntds/s/other-article-types
http://journals.plos.org/plosntds/s/other-article-types
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X II I . 2 .  C AR T A A O E D IT O R  

 

 

 


