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. RESUMO

Avaliacdo da expressdo do Liver X receptor (LXR) na leishmaniose tegumentar.

Fundamentacdo teorica: A Leishmaniose Tegumentar € endémica no Brasil, com cerca

de 240 mil novos casos nos Ultimos dez anos. Causada principalmente pela Leishmania
braziliensis, caracteriza-se por lesbes cutdnea ou mucosa, com intenso infiltrado
inflamatdrio e poucos parasitas, sobretudo, na leishmaniose mucosa. O “Liver X
receptor” (LXR), membro da superfamilia dos receptores nucleares, parece exercer
funcdo de destaque na regulacdo dos macrofagos em processos infecciosos. Genes
inibidos pelo LXR expressam proteinas com efeitos pré-inflamatérios, sugerindo que
esses receptores poderiam influenciar na resposta imune. Objetivo: avaliar a transcri¢do
e a expressdo proteica in situ de LXR em diferentes formas da leishmaniose tegumentar.
Metodologia: Amostras das lesdes de pacientes com leishmaniose cutanea localizada
(LCL), leishmaniose mucosa, amostras de pele normal (PN) e mucosa normal (MN) de
doadores saudaveis (controles) foram submetidos a extracdo de RNAm (LCL=43,
LM=04. PN= 20, MN=05). Em seguida, os transcritos foram analisados por nanostring
para a expressdo de centenas de moléculas envolvidas na resposta imune. As vias
diferentemente expressas foram identificadas utilizado o software Ingenuity Pathway
Analysis (IPA). A expressdo protéica de LXR foi avaliada por imuno-histoquimica (LCL
=06, LM =03, MN = 02) utilizado o anticorpo primério anti-LXRa. e a area marcada foi
quantificada utilizando o software ImagePro. Resultados: (1) a expressdo de RNAm para
LXR estava diminuida tanto na LCL como na LM em relacdo aos controles; (2) houve
tendéncia a menor expressdo de LXR nas amostras de LCL e LM, quando comparadas as
sadias; entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
Conclusdo: H& reducgdo na transcricdo e tradugdo do LXR in situ na leishmaniose

tegumentar, que pode estar relacionada a resposta inflamatdria exacerbada nessa doenca.

Palavras-chave: 1. Leishmaniose Cuténea, 2. Leishmaniose Mucosa; 3. Resposta imune

inata; 4. Fator de transcricdo LXR; 5. Macrdfagos; 6. Imuno-histoquimica
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1. OBJETIVOS

PRIMARIO
Avaliar a transcricdo e a expressao in situ de LXR naLM e LCL

ESPECIFICOS

1. Caracterizar a transcricdo e a expressdo proteica de LXR em lesdes de
pacientes com leishmaniose cutanea localizada e leishmaniose mucosa.
2. Comparar a transcricdo e a expressdo de LXR na lesdo de pacientes com

leishmaniose tegumentar e no tecido normal



14

I1l.  FUNDAMENTACAO TEORICA

111.1. LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA
111.1.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doencga infecciosa, ndo contagiosa,
presente em 88 paises e endémica no Brasil. Estima-se a ocorréncia de 1 a 1,5 milhdes
novos casos por ano no mundo (1). Nas Ultimas décadas, observou-se uma expansdo
geogréfica da doenca no territério brasileiro. Enquanto em 1980 apenas 19 unidades da
federacdo haviam registrado casos da doenca, em 2003 todos os estados brasileiros ja
possuiam registros de casos autoctones (2). Cerca de 240 mil novos pacientes foram
diagnosticados no Brasil nos ultimos 10 anos. No ano de 2015, 19.404 novos casos foram
registrados no pais, com um coeficiente de deteccdo de 9,5 em 100.000 habitantes, sendo
que 2.175 (11,21%) desses casos ocorreram no estado da Bahia (3,4). O agente etioldgico
responsavel pela doenca é o protozoario do género Leishmania. Sete espécies diferentes
ja foram identificadas no Brasil, sendo as trés principais a Leishmania (Leishmania)
amazonenses, Leishmania (Viannia) guyanensi, Leishmania (Viannia) braziliensis (2,5).
Na Bahia, a LTA € causada principalmente pela L. braziliensis. O contagio da-se pela
inoculacdo do parasita pela fémea do inseto vetor, o flebotomineo do género Lutzomyia,

conhecido popularmente como mosquito-palha (2,5).

A LTA apresenta ampla diversidade de aspectos clinico-morfoldgicos, com
comprometimento cutdneo e mucoso. A reacdo inflamatdria desencadeada pela presenca
do patdgeno, apesar de ser um mecanismo de defesa do organismo, pode causar lesdo
tecidual que se reflete nas diferencas clinicas dos subtipos da LTA (2). No pdlo anérgico
da resposta imune esta a leishmaniose cutanea difusa (LCD), com lesGes nodulares, com
grande namero de parasita, pouco infiltrado celular e sem formacéo de granulomas na
histopatologia. A reacdo de hipersensibilidade tardia —reagéo intradermica de Montenegro
(IDRM)- ao antigeno de leishmania costuma ser negativa na LCD (2,6). No polo
hiperérgico esta a leishmaniose Mucosa (LM), caracterizada por lesdes destrutivas de
mucosa nasal, faringe e laringe, com escassez de parasitas associado a uma intensa
resposta imune celular e formacéo de granulomas. A IDRM costuma ser positiva na
LM. (2,6,7). Nesse cenario, a leishmaniose cutanea localizada (LCL), a forma clinica

mais prevalente no Brasil, exibe um perfil inflamatério intermediario, com ulceras de
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bordas elevadas e bem delimitadas, poucos parasitarias, formacdo de granuloma, e area
restrita de destruicdo tecidual (2,8,9). Enquanto a LCL caracteriza-se por Ulceras
cuténeas com tendéncia a cura esponténea, a LCD e LM sdo formas mais graves

da doenga, com baixa resposta ao tratamento e faléncia terapéutica frequente (2,5,8).

111.1.2.IMUNOPATOGENESE

Ao picar um hospedeiro infectado, a fémea do flebotomineo adquire a forma amastigota
do protozoario, que no intestino do vetor evolui na forma promastigota. Durante o repasto
sanguineo do vetor, as formas promastigotas sdo injetadas no hospedeiro, interagirem
com o sistema fagocitico mononuclear e se multiplicam no interior das celulas,
novamente como amastigotas (2). Da interacdo entre o patdgeno e a resposta imune do
hospedeiro resulta a expressdo clinica da leishmaniose (10). Inicialmente no local da
inoculacdo ocorre uma resposta inflamatoria aguda inespecifica, na qual participam
células natural Killer, polimorfonucleares (eosinéfilos, neutréfilos), macréfagos e o
sistema complemento, destruindo a maioria das amastigotas do ambiente extracelular. Na
medida em que o parasita é fagocitado uma série de processos oxidativos sdo deflagrados,
numa tentativa de eliminar os agentes invasores (7,10). Com a ativacdo da resposta
imunolodgica do hospedeiro, hd uma expansdo de varios tipos celulares, sobretudo
linfocitos TCD4*, expressando citocinas do tipo Thl e Th17 (7). A expressao de IL-17,
bem como das citocinas indutoras da sua sintese (IL-1 B, IL-23, IL-6 e TGF-B), foram
detectadas na lesdo de pacientes de LM. A resposta Th17 parece induzir dano tecidual
pelo recrutamento de neutrofilos e liberacdo de proteinases. A hiperresponsividade ao
parasita, com exacerbacdo da resposta Thl e Thl7, e desregulacdo dessa resposta
parecem favorecer a persisténcia da lesdo na LM (7,11). Pacientes com doenga mucosa
apresentam maior capacidade de producdo de interferon gama (IFN-y) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) pelas células mononucleares do sangue periférico, além da
diminuicdo da secre¢édo de IL-10, em comparagdo com a pacientes com LCL (7,10,12).
Esses achados indicam que uma resposta das células T pouco regulada em pacientes com
LM parece ser induzida pela produgdo de niveis elevados de citocinas pré-inflamatorias,
tais como IFN-y e TNF-a, bem como uma diminui¢do na capacidade de IL-10 e TGF-
de modular essa resposta. Tais alteracbes podem ser a base para 0s achados patologicos

observadas nesta doenca (7,11,13).
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111.1.3. DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Para o diagnostico da LTA sdo consideradas as caracteristicas clinicas e epidemiologicas,
além do diagndstico laboratorial. Diversas sdo as possibilidades diagnosticas no ambito
da pesquisa clinica (2)Dentre os exames parasitologicos estdo a pesquisa de amastigota
em esfregaco de lesdo, cultura do parasita em meios artificiais, ou isolamento por
inoculacdo em animais. O parasita pode ser identificado por histopatologia com imuno-
histoquimica (IHQ) ou por reacdo de polimerase em cadeia (PCR) da amostra. Esse
ultimo constitui o padrdo ouro para o diagnostico, apresentando maior sensibilidade que
a avalicdo histopatoldgica, ja que pode haver pequena quantidade de parasita na LCL e
LM (5). Outros métodos diagndsticos sdo os exames que avaliam a resposta imune ao
parasita: a IDRM (o signifaco em ingles) (resposta celular) e a sorologia por
imunofluorescéncia indireta ou Elisa (resposta humoral) (2,9).

No Brasil, o tratamento padronizado e disponibilizado gratuitamente pelo Ministério da
Saude ¢é o antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime®), sob 0 esquema terapéutico
preconizado pela Organizagdo Mundial de Sadde: LCL: 10-20 mg/Sh*°/kg/dia durante 20
dias; LCD: 20 mg/Sb*®/kg/dia durante 20 dias; LM: 20 mg/Sb**/kg/dia durante 30 dias
(2). Nos pacientes em gque o Glucantime ndo é tolerado, devido aos seus efeitos adversos
(toxicidade cardiaca, hepatica, pancredtica e renal) e em gestante, € preconizado o uso da
anfotericina B (2,9).

111.2. LIVER X RECEPTOR

O “Liver X receptor” (LXR) € um fator de transcricdo ativado por ligantes, membro da
superfamilia dos receptores nucleares, assim como o Peroxisome proliferator-activated
recepto (PPAR), o Farnesoid X receptor (FXR) e o Retinoid X receptors (RXR),
receptores relacionados ao metabolismo lipidico (14-16). Os LXRs formam
heterodimeros obrigatorios com os receptores de retindide X (RXRs) (16). Duas
isoformas, codificadas por genes distintos, ja foram identificadas, LXRa e LXRp (16). O
LXRa tem sua expressao restrita ao figado, rim, intestino, tecido adiposo, pulmao, baco
e macrofagos, enquanto a isoforma 3 € expressa em quase todos os tecidos do corpo (17).
O heterodimero LXR/RXR ¢ ativado tanto por agonitas do LXR (oxiesterois), quanto por
agonistas do RXR (cis-acido retindico). Como os metabolitos do colesterol funcionam

como ligantes naturais do LXR/RXR, esse heterodimero funciona como um “sensor” dos
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niveis de colesterol celular, desempenhando um papel importante na homeostase lipidica:
regulando o transporte de colesterol, induzindo a transcri¢cdo de insulina, promovendo a
expressdo de genes envolvidos no efluxo/absorcdo de colesterol, na sua conversédo em
acidos biliares e na lipogénese (15,18,19). O LXR também exerce um importante papel
da resposta imune, ao inibir a via do NF-kB (18-20). Muitos dos genes regulados
negativamente pelo LXRs trazem sequéncias de proteinas com efeitos pro-inflamatorios,
como oxido nitrico sintase (iNOS), ciclo-oxigenase-2 (COX-2), as interleucinas IL-6 e
IL-1b, a metaloproteinase de matriz (MMP)-9 e proteina quimiotatica de mondcitos
(MCP) -1 e -3, proteina de macréfagos inflamatorios -1b (MIP-1b) e interferon (18). Além
disso, a ativagdo do LXR esté relacionada a maior sobrevida de macréfagos, na medida
em que sua acdo inibe eventos apoptéticos por ativar genes como: Bcl-xL (B-cell
lymphoma-extra large), Bircla/NAIP (proteina inibitéria de apoptose neural), e AIM
(inibidor de fator apoptotico secretado por macrofagos) (18). Esta dupla capacidade para
promover o efluxo de colesterol e inibir a inflamacao repercute em uma funcao protetora

para 0s LXRs contra doengas como a aterosclerose.

O tratamento com agonistas de LXR reduz a incidéncia de aterosclerose em modelos
animais. Por outro lado, animais deficientes em LXR desenvolvem figados aumentados,
colesterol elevado no sangue e sdo altamente propensos a aterosclerose (20). Sabendo-se
que macréfagos naturalmente expressam LXR e que desempenham um papel
fundamental na resolucdo de inflamacdes e infeccdes, além de serem as células
hospedeira da infec¢do por leishmania, procuramos avaliar o papel do receptor nuclear
LXR na patogénese da LCL e LM.
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IV. METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido sob os critérios da Regulamentacdo da Bioética no Brasil,
Resolucdo 466/96 e resolucdes complementares do Conselho Nacional de Salude, que
determinam as diretrizes a serem adotadas nas pesquisas que envolvem seres
humanos, atendendo desta forma as exigéncias éticas e cientifica fundamentais.
Trata-se de um estudo experimental para analise da transcricdo e expressdo in situ do
LXR na leishmaniose tegumentar. O estudo foi submetido a provacédo pelo comité de
ética da Fiocruz (parecer numero 1.437.205) e o consentimento informado foi obtido
de todos os pacientes ou responsaveis legais.

IV.1. DEFINICAO DAS AMOSTRAS

As amostras de lesdes foram obtidas em uma area endémica para LTA, no municipio de
Mutuipe (Bahia, Brasil). Nesse local s&o atendidos cerca de 10 casos novos de LCL por

més e 5 casos novos de LM por ano.

Para o diagnostico da LCL e da LM foram considerados critérios clinico-epidemiolégico,
IDRM e a positividade em pelo menos um dos seguintes testes: sorologia anti-leishmania,
PCR, histopatologia com IHQ. Como critério clinico para LCL foi considerada a presenca
de lesdes ulceradas, Unica ou multiplas, com bordos bem delimitados e fundo granuloso.
A suspeita de LM foi estabelecida a partir da avaliagdo por médico otorrinolaringologista,
que considerou a presenca de edema, erosdo, perfuracdo do septo e/ou aspecto

granulomatoso, identificados em rinoscopia anterior e/ou fibronasolaringofaringoscopia.

Mucosa normal (MN) e pele normal (PN) foram obtidas de doadores saudaveis
recrutados, respectivamente, no ambulatdrio de otorrinolaringologia do Hospital Santa
Izabel e de cirurgias plasticas. Foram convidados a participar apenas individuos maiores
de 18 anos, com indicacdo de cirurgia nasal ou mamoplastia. Ndo houve nenhuma
modificacdo no procedimento cirurgico proposto e a amostra foi obtida a partir do

material retirado rotineiramente no procedimento de rinosseptoplastia/mamoplastia.
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IV.2. NANOSTRING (EXPRESSAO DE RNAmM)

Para a andlise da expressdo de RNAm foram utilizadas 60 amostras (LCL=33, PN=18,
MN=5, LM=4). As amostras foram analisadas em 03 grupos diferentes: LCL1, LCL2,
LM (quadro I). No grupo LCL1 os pacientes foram divididos pelo tempo da leséo (leséo

precoce e lesdo tardia). No grupo LCL 2 ndo houve separacgéo por tempo de lesdo.

A metodologia nCounter (Nanostring) utiliza sondas especificas com “cédigo de barra”
fluorescente para quantificar RNAs em multiplex (100-500 genes selecionados pelo
pesquisador) por hibridizacdo, sem reacdo enzimatica intermediaria, resultando numa
sensibilidade maior que microarranjos e equivalente ao PCR em tempo real. Foram
analisados, simultaneamente, os RNAm para 500 moléculas diferentes. Em seguida foi
utilizado um software de analise de dados, o Ingenuity Pathway Analysis (IPA), para
analisar as vias e genes diferentemente expressos nas lesdes em comparagdo com

o tecido normal.

Quadro 1. Populac¢do estudada por Nanostring. Foram realizados dois ensaios para leishmaniose cutanea

e um para leishmaniose mucosa. No LCL 1 os pacientes foram separados pelo tempo de lesdo (lesdo precoce

e lesdo tardia). No LCL 2 e no LM néo houve separacéo pelo tempo de les&o.

Grupo Numero (n) Populacao estudada/n
total de
casos
PN =10
LCL1 35 LCL=25 Lesdo precoce =8

Lesdo tardia =17

PN=8
LCL 2 16

LCL =8

MN =5
LM 9
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IV.3. IMUNO-HISTOQUIMICA

A THQ foi utilizada para validacdo das proteinas identificadas na etapa anterior. Foram
utilizadas amostras de 06 pacientes LCL, 03 LM e 02 MN. SecgOes em parafina foram
fixadas em laminas ImunoSlide. Os cortes foram desparafinizados em xilol e acetona e
posteriormente hidratados gradualmente em alcool (100%, 70%, 50%, 30%) e agua
destilada. A recuperacdo antigénica foi realizada durante 35 minutos em incubadora a
95°C (calor umido) com Tampdo Dako Target Retrieval, diluido 10 vezes (pH 9). A
peroxidase enddgena foi bloqueada nos tecidos com 20 minutos de H-O, seguida de
bloqueio com leite desnatado a 3%. O anticorpo primario (Anti-LXR alpha antibody -
ab41902 - 20 pg/ml), diluido em PBS-tween foi colocado sobre os tecidos a serem
testados, que permaneceram incubados overnight a 4°C. Os tecidos controle foram
incubados com isotipo (IgG - Anti-coelho - 20 pg/ml). Apos lavagem em PBS-tween (pH
7,4) os fragmentos de tecidos foram expostos a DAKO Advanced HRP LINK (K 4068),
por 40 minutos. Ap6s nova lavagem, foi adicionado Advance HRP enzyme- DAKO (K
4068) por 40 minutos seguido de mais uma lavagem e revelacdo da marcagdo com DAB
no escuro. As laminas foram contra-coradas com hematoxilina. As imagens digitais foram
obtidas utilizando o microscopio Nikon E600, camara digital Q-Color 1 Olympus e 0
software Image-Pro Plus (Media Cybernetics). Para a quantificacdo, foram obtidas
imagens de 06 campos continuos fotografados em cada lamina, utilizando-se um aumento
de 400X. A andlise dos dados obtidos foi feita no programa GraphPad Prism 6. Para

comparacao dos grupos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
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VIlI. RESULTADOS

Através do Nanostring, foram avaliadas diversas vias canonicas associadas a
leishmaniose tegumentar. Dezenas de vias se mostraram ativadas nas amostras de
leishmaniose (LCL e LM), tanto na lesdo precoce como na lesdo tardia. As vias do
LXR/RXR e do PPAR estavam inibidas nas amostras estudadas, em compara¢do com 0s

controles sadios (figura 1).

GSE63931 GSE43880 GSE55664 GSE55664

Canonical Pathway LcL LCL LCLearly LCLlate LCL LM

TREM1 Signaling

Role of NFAT in Regulation of the Imnmune Response
Colorectal Cancer Metastasis Signaling

Leukocyte Extravasation Signaling

LXR/RXR Activation

Role of Pattern Recognition Receptors in Recognition of
Bacteria and Viruses

Production of Nitric Oxide and Reactive Oxygen Species in
Macrophages

IL-8 Signaling

iCOS-iCOSL Signaling in T Helper Cells
Tec Kinase Signaling

NF-kB Signaling

Phospholipase C Signaling

HMGEB1 Signaling

PKCO Signaling in T Lymphocytes

Fcy Receptor-mediated Phagocytosis in Macrophages and
Monocytes

Calcium-induced T Lymphocyte Apoptosis
IL-6 Signaling

IChemokine Signaling

P38 MAPK Signaling

|IAcute Phase Response Signaling

LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR Function
\Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling

PI3K Signaling in B Lymphocytes

IActivation of IRF by Cytosolic Pattern Recognition
Receptors

Fc Epsilon RI Signaling - _ - -
IL-2 Signaling = -

MLP Signaling in Neutrophils -
IL-9 Signaling -
iNOS Signaling
Interferon Signaling

DR/RXR Activation -
Renin-Angiotensin Signaling -
PPAR Signaling
Retinoic acid Mediated Apoptosis Signaling

Figural. Vias canfnicas associadas a Leishmaniose Tegumentar Humana. Avaliagdo da ativacao de vias relacionadas
a resposta imune na leishmaniose tegumentar humana (LC e LM) em comparacdo com tecidos sadios, através de
Nanostring. Vias ativadas estdo representados em vermelho. Em azul estdo representadas as vias cuja expresséo foi
diminuida em relacéo ao tecido sadio. A amplitude desse ativagao/inativacdo é mostrado através da variacdo na escala de
cores, com tom intenso representando maior variagdo e tons mais claros representando menor variagéo.
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Para avaliar a expressdo de LXR nas lesbes LXR, foi feita a analise por

microscopia Optica das amostras dos tecidos marcados por IHQ. (Figura 2 e 3).

Figura 2. Expressdo de LXR em amostras de Leishmaniose Mucosa, Leishmaniose Cutanea e
mucosa normal (aumento 200X e 400X). Imuno-histoquimica para LXR em amostras de pele
humana. A-B: Leishmaniose Mucosa, sem marcacéo positiva. C-D: Leishmaniose cutanea, poucas
células marcadas. E-F: mucosa normal, maior nimero de células marcadas. A, C e E estdo
aumentadas 200X. B, D e F estdo aumentadas 400X
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Houve uma maior quantidade de células marcadas para LXR, por area, em individuos
saudaveis (Figuras 2E, 2F, 3E e 3F). As amostras de LM apresentaram reducdo ou

auséncia de células positivas para LXR (Figuras 2A, 2B, 3A e 3B).

As expressao do LXR em amostras de LCL apresentou um padréo intermediério (Figuras
2C, 2D, 3C e 3D).

Figura 3. Expressdo de LXR em amostras de Leishmaniose Mucosa, Leishmaniose
Cutanea e mucosa normal (aumento 1000X). Macrofagos marcados para LXR. A-B:
Leishmaniose Mucosa (LM). C-D: Leishmaniose cuténea localizada (LCL). E-F: Mucosa
Normal (MN). Imagens aumentadas 1000x.
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Houve uma tendéncia a menor expressdo de LXR nas amostras de LCL e LM, quando
comparadas as sadias; entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre a
quantificacdo de células marcadas nos diferentes grupos (P= 0,067 ) (Tabela 2, Figura 4).

Tabela 1. Quantificacdo de células marcadas para LXR nas amostras de leishmaniose tegumentar e controle sadio.

QUANTIFICACAO

Tecido Células marcadas  Area em mm? cel/area em mm?
LCL
LCL1 4 0,5766 6,93721817551162
LCL 2 0 0,684 0
LCL3 0 0,2796 0
LCL 4 0 0,140970 0
LCL5 4 0,5792 6,906077348066297
LCL6 0 0,6498175 0
LM
LM1 0 0,76488 0
LM 2 1 0,696085 1,436606161603827
LM 3 0 0,730978 0
MN
MN 1 11 0,39569957 27,798867711683386
MN 2 12 0,5481828 21,89050805680149
30+
e
€ 20-
)
o
8
= 104
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Y
(= :
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Figura 4. Analise da quantificagéo das células marcadas para LXR por area de tecido na
leishmaniose Cutanea, leishmaniose Mucosa e na Mucosa normal. Anélise estatistica foi feita

com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallistest (P=0,067).
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V. DISCUSSAO

Os dados encontrados nesse trabalho demonstram uma reducéo da transcricdo e sugerem
sub-expressdo de LXR nos pacientes com LCL e LM, em comparagdo com os doadores
sadios. J& é sabido que o LXR tem um importante papel na resposta imune inata,
sobretudo, no que se refere as respostas inflamatorias, inibindo a via do NF-kB (18-20).
Apesar dos mecanismos especificos ainda serem pouco conhecidos, a ativacdo do LXR é
capaz de inibir a sintese de diversos genes pro-inflamatérios como 6xido nitrico sintase
(INOS), ciclo-oxigenase-2 (COX-2), interleucinas IL-6 e IL-1b, metaloproteinase de
matriz (MMP)-9, proteina quimiotatica de mondcitos (MCP) e proteina de macrofagos
inflamatdrios-1b (MIP-1b) (18). Trabalhos anteriores ja haviam demonstrado que
agonistas do LXR sdo capazes de inibir uma série de eventos transcricionais inflamatérios
relacionados a infecccdo bacteriana em macrofagos (21,22). Outros estudos
demonstraram a capacidade que agonistas do LXR tem de reduzir in vivo a inflamacgéo
em modelos animais de dermatite de contato e de aterosclerose (23,24). A sub-expressdo
do LXR identificada nesse trabalho pode estar relacionada a uma desregulacdo na
modulacdo da resposta Thl e Thl7, com consequente exacerbacdo da resposta
inflamatoria nas lesdes e destruicdo tecidual encontrada nessas lesdes (7).

A regulacdo da atividade e sobrevida dos macrofagos é outro fator importante na duracéo,
magnitude e caracteristicas das respostas imunes. A morte programada das células limita
a amplitude da inflamacdo e facilita sua resolucdo (18,25). A ativacdo do LXR esta
relacionada com uma maior sobrevida dos macréfagos e sua inibicdo esta relacionada
com mais eventos apoptéticos, considerando que a via ativa genes com efeitos inibidores
da apoptose como: Bcl-xL, Bircla/NAIP (proteina inibitéria de apoptose neural), e AIM
(inibidor de fator apoptotico secretado por macrofagos) (18). A inibicdo apoptotica
através da ativacdo do LXR j& foi demonstrada nas infecgdes pelos seguintes patdgenos:
Bacillus anthracis, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes
(26,27). Considerando que na LM, ocorrem mais eventos apoptoticos, pela supressdo do
LXR, em relacdo aos outros grupos, é possivel que esses eventos estejam relacionados a

maior amplitude da inflamacg&o e maior dificuldade na resolugéo da leséo.

Diferentemente do que foi encontrado na infeccdo por L. brasilienses, nesse trabalho e do
que ja foi demonstrado para infec¢fes bacterianas, em que a deficiéncia do LXR é um

fator complicador das infeccc¢des, Bruhn e colaboradores ao analisarem a relacéo entre o
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LXR e a infeccdo por Leishmania chagasi/infantum, na leishmaniose visceral,
encontraram resultados opostos. Camundongos deficiente em LXR apresentavam melhor
resposta frente a infecgdo por L. chagasi/infantum do que os camundongos selvagens, ja
que os macréfagos LXR-deficiente eliminaram parasitas mais eficientemente do que os
do tipo selvagem, além de produzem mais NO e Interleucina-1B (IL-1B) (28). Cabe
ressaltar que as leishmanioses tegumentar e visceral tem mecanismos completamente
diferentes, o que pode explicar essa discordancia de resultados frente a presenga do LXR.
Enquanto na leishmaniose visceral é possivel encontrar muitos parasitas no hospedeiro,
nas leishmanioses tegumentar a resposta imune tem maior destaque no desenvolvimento
das lesdes, que possuem pouquissimos parasitas, portanto uma exacerbacéo na resposta
inflamatoria € benefica na eliminagdo de parasitas na leishmaniose visceral e prejudicial
na resolucdo da lesdo na leishmaniose tegumentar.

Apesar dos resultados encontrados nesse trabalho serem congruentes com diversos outros
estudos anteriormente publicados, é preciso ressaltar que o nimero de casos estudados,
sobretudo na etapa das imuno-histoquimicas, foi pequeno. Além disso, ndo foram
analisadas amostras de pele normal por imuno-histoquimica, o que impediu uma

comparacao pareada dos grupos estudados.

Nas proximas etapas desse trabalho, novas analises por imuno-histoquimica seréo feitas,
uniformizando os grupos estudados. Ensaios pilotos in vitro também ja foram iniciados,
onde macrdfagos humanos infectados por leishmania foram expostos a agonistas do LXR
para que seja observado a evolucdo da infeccéo e a variagdo no perfil de citocinas, com e

sem estimulo a via do LXR.
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CONCLUSAO

Houve menor transcricdo de RNAm para LXR nos pacientes portadores de LCL
e LM, em relacdo as amostras sadias.

Houve tendéncia a menor expressdo de LXR na LCL e na LM, em relacdo aos
tecidos sadios na imuno-histoquimica, entretanto ndo houve diferenga

estatisticamente significante entre os grupos.



28

VIil. SUMMARY

Evaluation of liver X receptor (LXR) expression in cutaneous leishmaniasis.
Background: cutaneous Leishmaniasis is endemic in Brazil, with about 240,000 new
cases in the last ten years. Mostly caused by Leishmania braziliensis, it is characterized
by cutaneous or mucous lesions, with intense inflammatory infiltrate and few parasites,
especially in mucous leishmaniasis. The "liver X receptor" (LXR), a member of the
nuclear receptor supefamily , seens to have a prominent role in the regulation of
macrophages in infectious processes. Genes inhibited by LXR express proteins with
proinflammatory effects, suggesting that these receptors influence the immune response.
Objective: evaluate a transcription and an in situ protein expression of LXR in different
forms of cutaneous leishmaniasis. Methodology: Samples of lesions from patients with
localized cutaneous leishmaniasis (LCL), mucos leishmaniasis (LM), normal skin
samples (PN) and normal mucosa (MN) of healthy donors (control) where submitted to a
RNAm extraction (LCL =43, LM = 04. PN = 20, MN = 05). Then the transcripts were
analyzed by nanostring for an expression of the hundreds of molecules involved in the
immune response. The differently pathways expressed were identified by Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) software. Protein expression of LXR was evaluated by
immunohistochemistry (LCL = 06, LM = 03, MN = 02) using anti-LXRa primary
antibody and the marked area was quantified using ImagePro software. Results: (1) the
expression of MRNA for LXR was decreased in both LCL and LM compared to controls;
(2) there was a trend to lower LXR expression in LCL and LM samples when compared
to healthy ones; however, there was no significant statistical difference between the
groups. Conclusion: There is a reduction in transcription and translation of LXR in situ
in cutaneous leishmaniasis, which may be related to an exacerbated inflammatory

response in this disease.

Key words: 1. Cutaneous Leishmaniasis, 2. Mucous Leishmaniasis; 3. Innate immune

response; 4. LXR transcription factor; 5. Macrophages; 6. Immunohistochemistry
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ANEXO 1

Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisas — Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz- FIOCRUZ

CENTRO DE PESQUISAS
GONGALO MONIZ - {W“‘“
FIOCRUZ/BA

PARECER COMSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: Biologia de Sistemas aplicada ao entendimente da patogénese da leishmaniose
tegumentar americana de import3ncia para a Bahia.
Pesquisador: aldina mara prado bamal
Area Tematica: Gendtica Hurnana
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
afica por parte da COMNEP:);

Versao: 4

CAAE: 38573414 .1.0000.0040

Instituigao Proponente: Centro de Pesquisas Gongalo Moniz - CPgGM FIOCRUZ BA
Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1437 205

Apresentagio do Projeto:

A leishmaniose tegumentar amencana (LTA) consStui um impertante problema de sadde plblica no Brasd,
de carater endémico, sendo o Glucantime ® a droga de escolha para seu ratamento & que apresenta sérios
efeitos adversos. As tentativas de obtenglo de novas opgles terapéuticas nao m sido bem sucedidas, e
como estrategia para identficar noves alvos para tatamento, propde-se 0 estudo de amostras de tecido de
portadores das diferentes formas de leishmaniose e de dosdores nomais, através de métodos de alta
performance.

Objetive da Pesquisa:

Objetivos Primario

“Obter 3 assinatura génica & perfil protedmics das difierentes formas da kishmanioss cutinea™

1) “Descrever o conjunts de genes expressos (ranscriptoma) em bidpsias de lesbes de pacientes com
LCL, LM.LRC pele & mucosa nomal™.

2}  “Descrever o conjunto de proteinas presentes (proteoma) em biopsias de lestes de pacientes

Endersgo:  Fua Waldemar Faiclo, 121

Bakmor  Candeal CEF. 40236790
UF: A Mundoiplo:  EALVADDR
Teleforss:  (71)3176-2327 Fax: [TH)31T&-2285 E-mall: cepsfiitshia Socne be

Pigns 0 de 04
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CENTRO DE PESQUISAS
GONGCALO MONIZ - me
FIOCRUZ/BA

Continuaglo oo Parscer. 1437 J05

com LCL, LM.LRC pele & mucosa normal.

3} “ldentficar, entre as vias diferentemente expressas nas LCL e nas formas graves, quais os potenciais
alvos para intervengdes terapSuticas através de femamenta de bicnformatica.

4)  Integrar, stravés de modelos estatisticos, a3 expressao glenica e protéica das moléculas encontradas
em (1) & (21, a fim de identificar as vias de regulagio da LTA.

5} Validar os genes e proteinas expressos diferenciaments.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Relacionados 3 bidspia de pele @ mucosa: sangramento de pequens volume, autoimitado.
Beneficios: Os resultados desse estudo poderdo sugerir novas ferramentas de tratamento para a
lsishmaniose tegumentar, deenga cujo arsenal terapSutico atual tem alta toxicidade e em alguns casos
faléncia da resposta dinica

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

O protocolo esti apresentsdo &m sua vers30o no 4, na qual 530 respondidas pendéncias assinaladas no
Parecer Consubstanciado CEP CPqGMFIOCRUZ 1.176.209. de 30072015, a saber:

NO PROTOCOLO DE PESQUISA:

1}  Apresentar justificatva para uso do material em pesquisas futuras.

RESPOSTA: "Algumas dessas amostras sao extremamente raras. A esporadicidade desses achados
r=forgam a importincia de manté-los armazenados em biomepositirio durant: a pesquisa. Essas amostras
somente serao utlizadas em pesguisas futuras, durante o periodo de anmazenaments em biomepositona,
caso nove projeto de pesquisa seja aprovado pedo CEP e com TCLE especifico para cada novo projeto
aplicado a cada paciente”.

ATENDIDA

2) Apresentar justificativa para dissociagdo dos dados das amostras a serem mantidas em
biorrepositdrio,em atendimento 3s Resolugdes 441/2011 e 468/2012.

RESPOSTA: "As amosiras nao serdo dissociadas dos dados. Esse adendo foi acrescentado ao texto
original & estd marcade em amarslo”.

ATEMDIDA

3} Apresentar o questiondrio a ser aplicado aos portadores de |eishmaniose entre os procedimentos
metodolégicos, conforme explicito ne TCLE para Pacientes com Leishmaniose

Endersgo:  Fus Waldemar Faiclo, 121

EBakmo:  Candeal CEP: 40296-T90
UF: BA Mundolpio:  EALWVADOR
Telsfons:  (71)3178-2327 Faxz [T13176-2285 E-mall: cepfiishia Socnoe br
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CENTRO DE PESQUISAS
GONGALO MONIZ - %""‘“‘“’“M o
FIOCRUZ/BA

Continuaglo oo Pareosr. 1437 205

Mucosa e Leshmaniose Cutinea.

RESPOSTA:"Envio o questionario em anexs”.

ATEMDIDA

NOS TERMOS DE APRESENTACAD OBRIGATORIA

1) Anexar declaragao de anuéncia da pesquisadora DEBORACI PRATES, listada na equipe do projeto
coma Pesquisadora Colaboradora do Departamento de Biomaorfobogia- UFBA.

RESPOSTA: "A pesguisadora DEBORACI PRATES, listada na equipe do projeto como Pesquisadora
Colaboradora do Departamento de Biomorfologia- UFBA, esta afastada das atividades da pesquisa por
Licenga Matemidade, poriante ndo contribuird mais nesse projeto & seu nome fo retirado da lista™
ATEMDIDA

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

S50 anexados o questiondrio, o “Regulaments de Biorrepositorio®. o projeto onginal e o Formulario
“Informagdes Basicas do Projete”, com as comegdes solicitadas e acima referidas.
Recomendaghes:

Comigir a resposta do Formularie “Informagfes Basicas do Projete” pam “Sim”, ne ftem "Havera retengdo de
amostras em banco™?

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Aprovado.

Consideragies Finais a critério do CEP:

Em cumprmento da Res. 46872012 & Morma Complementar vigente, enviar relatorios semesirais a partir
desta data, e relatorio final em até um més apos o térming da vigénoia do projeto conforme

cronograma aprovado neste protocodo. Caso haja inclusao de outra fonte de financiamento apos esta
aprovagaoe, informar ao CEP come emenda ao protocolo induinde o Termo de Outorga ou decumente
equivalente e realizando as alteragies pertinentes na Folha de Rosto para indicar modificagao do
patrocinador principal

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documents Arguivo Postagem Avtor Situagao
InformagDes Basicas|FE_INFORMACOES_BASICAS_DO_F [ 1702014 Aceito
do Proist RCUETO 370056.pdt 213741
Enderegoc  Rua Walkdemar Faicko, 121
Bakre: Camdeal CEP: 40286790
UF: 24 Muniglpic:  SALNADOR
Tedefore:  (71)3176-2327 Fax: (T13175-2285 Emall: capsibahia Soone br

Fagna D2 de 04
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CENTRO DE PESQUISAS

Plobolforma
GONGALO MONIZ - g%,,m.
FIOCRUZBA
Continuacho do Parecer: 1.437 305
TCLE/! Termos de | TCLEZ pdf 17022018 (Riam Rocha Franga | Aceito
Assentimento | 21225:40
Justificativa de
Auséncia
TCLE/! Termos de | TCLE.pdf 17022018 (Riam Rocha Franga | Aceito
Assentimento | 212558
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Folha pdf 17022018 (Riam Rocha Franga | Aceito
212503
Outros Questionario_V4.doc 17022016 |Riam Rocha Franga | Aceito
20-40:00
Dec:aa-;éc de Biomepositorio_W4.docx 17022018 [Riam Rocha Franga | Aceito
Manuseio Material 203758
Biiologico |
Biorepasitonio /
Biobanco
Projeto Detalhado | | Pronex_V4.docx 17/02'2016 |Riam Rocha Franga | Aceito
Brochura 203729
Inwestigador
utros Carta_resposta_ao CEF_Va.docx TPZA0TE [Fiam Focha Franga | Aceito
203834
Situagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

Mao

SALVADOR. 03 de Margo de 2016

THEOLIS COSTA BARBOSA BESSA

Endenesgo:  Fus Waldemar Faicko, 121

Babro: Canceal
UF: B4 Munlolpio:  SALVADOR
Telefors: (71i3176-2327 Fax: [71)3176-2285

E-mall: cepibahia Socne be
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ANEXO 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pacientes com Leishmaniose Mucosa e
Leishmaniose Cuténea

FIOCEULZ

CPgad

Eua Waldamar Falcio, 121
Sahador - BA

Birasil - #1206-T10

Fooe +53 71 31752331
Fax +3571 3176 2279
abarmalighahia Socur br

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pacientes com
Leishmaniose Mucosa e Leishmaniose Cutdnea

Convidamos (nome do paciente -LTA),
BGn” residente
(enderego), a participar de deste esmde mtimlade BIOLOGIA DE SISTEMAS
APLICADA AQ ENTENDIMENTO DA PATOGENESE DA LEISHMAWNIOSE
TEGUMENTAR DE IMPORTANCIA PARA A BAHIA, gue & uma pesquisa que fem
por objetivo avalisr as caracteristicas gemeticas e de expressio das proteinas das
diferentes formas clinicas da leishmaniose tegumentar, na tentativa para descobrir
ouiras opgdes terapéuticas e serd realizada o Cenmo de Pesquisas Gongale Moniz -
CPgGM/ FIDCRUZ BA. A participagio neste estdo & voluntaria e n3o remunerada e
ndo haverd qualquer prejuizo no sen scompanhaments on ATAMmento caso DEC quUeirs
participar. Esta prevista a utilizacio de um fragmento da amoestra do tecide obtida por
hiopsia durante sen exame rotineiro para diagndstico da leizhmaniose tepumentar. Parte
dessa smostra sera destinada a0 exame de anstomia patologica para fins de dizgnestico.
O outro Fagmento sera congalado e utlizade nesss estudo. Os resultados dos exames
realizados para 2 confirmagio disgnostica serdo disponibilizados a vocé, sendo gue os
lawdos serdo enwregues impressos na comsulta medica entre dez e 30 dias apos a
realizagio do exame. Vocé responders a wm questionario com perguatas sobre a sua
doenga e possiveis vias @ contaminacio. Ao fimal do estudo 3z amoswmas serdo
descartadss ou armazensdss po lsboratorio, respeitande a legizslagio vigente. Os
resultados serdo considerados confidencisiz e divelzados na forma de comumicagio
cientifica, nio permitinde a sua identificagio individual Os resultados do presente
estudo poderio sugerir novas opgdes de ratamento da leishmaniose tegumentar, doenga
cujo tatzmento amal tem zlts toxicidade e em alguns cases ndc funciona
adequadamente. Para utilizagio do materizl biologico pesquizas fufuras, Serd
apresentado wm nove projeto de pesquisa 20 CEP e o um nove TCLE especifico sera
solicitade para cada nove projeto de pesquoisa. O exame da retirada do pequeno
fragmente da pels da ferida para confimagdo de diagnostico & realizado per pessoas
qualificadas, com anestesia no local para evitar dor e pode sangrar um poucs, algo que &
mesolvide com um curative. Viecé nio tera nenhnm tipe de gasto decorrente de sua
participagdo no estudo e ndo recebera nenhum beneficio Snanceiro pela sua pardcipagio
neste estudo.

Viocé recebera ums copia desse formmlario e a dontora Viviane BEoaventura que discutin
comigo esta informagio colocou-se 3 disposigio para oufras pergumtss e
esclarecimentos = qualquer momento amaves do telefone — (713 3176-2351 ou nmo
enderey — FIOCRUZ — Centro de Pesguisas Gongalo Muniz- Fus Waldemar Falcio,
121, Brotas - Caixa Postal 701- CEP — 40296-T10, Salvador-Bahias Voce ra]:n'be‘l:n
podard entrar em contato com o comité da ética que julgou esse estudo (Comité de Etica
em Pesquisa da Fundagio Osvalde Cruz - Fua Waldemar Falcio, 121, Broms. Tel —
3176-2383).
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FIOCEUZ

CPgEM

Fna Waldepsor Falclio, 121
Sahador - BA

Eirasil - #0205-T10

Fone +35 7131762331
Fax +55 713176 1279
abarral;ibahia focme br

A sua participacio neste estodo € voluntaria e vocé esta livre para recusar participar ou
se retirar em gqualguer época apds seu indcio sem afetar ou prejudicar o cuidado médico
que devera recebes.

Consentimento: Eu li & entendi o documente e fii soficientemente esclarecido e
concordo em participar deste estndo.

Local e data

Aszzinamra do Vohmntario

Impressac do
Polegar do Paciente

Aszzinamras das Testemunhas (oo caso impress3o datiloscopica)

Caso sutorize o armazensmento do material bioldgico para uso na pesquisa em analise
favor assinalar abaine:

{ ) SIM, sutorizo { )MAO sutorizo

Nome e BG do Investigador

Aszginatura do Investigador
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ANEXO 3

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Doadores de Pele e Mucosa Normal

FIOCELUL

CPgEd

Fua Waldapor Falclio, 121
Sahador - BA

Brasil - #1206-T10

Fooe +33 71 3175 2383
Fax +33 71 3176 2279
abarmalighahia foome br

Termaos de Consentimento Livre e Esclarecido Para Doadores de Pele e
Mucosa Normal.

Comvidamos {nome do paciente),
residente 3 (enderego),
a participar de deste esmdo inﬁ.tlr.llad.n BIOLOWGIA DE SISTEMAS APLICADA AD
ENTENDIMENTO DA PATOGEMESE DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAFR DE
DMPORTANCIA PARA A BAHIA, que & wna pesquisa que tem por objetivo avaliar as
caracteristicas genéticas e de expressio das proteinas das diferentes formas clinicas da
leishmaniose tegumentar, na tentativa para descobrr ouiras opgoes terapeuticas e sera
realizada no Centre de Pesquisas Gongalo Momiz - CPqGM’ FIOCEUZ' BA. A
participagio neste esmdo & voluntaria e nio remunerada e nio havera qualquer prejuizo
no sen acompanhaments ou tratamento caso D80 queira participar. A sus paricipagdo
nesse estudo & na condigio de doador normal e esta restrita a doagio de um Sagmento
da pele ou da mmcosa que foi extraida durante a roting da sua cimrgia plastica. Nio
havera qualquer procedimente adicional Ao final do estudo as amosiras serdo
descartadss ou armarzenadss no lsboratorio, Tespeitando a legislacio vigemte. Os
resultados serdo considerados confidenciais, serde divalzados na forma de comumicagso
cientifica, ndo permitinde a sua identificagdo individual Os resultados do presente
estudo poderio sugerir novas opgoes de tratamento da leishmaniose tepumentar, doenga
cuje tatzmento amal tem alta toxicidade e em alguns cases ndc funciona
adequadamente. Para utilizacio do materizl biologico em pesquisas fturas, sera
apresentado wm nove projeto de pesquisa ao CEP e o um nove TCLE especifico sera
solicitade para cada nove projeto de pesquisa. A retirada do pequeno fragmento da pele
serd realizada por pessoas gqualificadas, mediante snestesiz mo local. Voo nio tera
nenhum tipo de gasto decomente de sua parficipagio no estude e nio recebera nenhum
beneficio financeire pela sua participagio neste estudo.

Vioce receberd uma copia dessa formmulisio e 3 doutors Vivizne Boaventura gue discutin
comigo esta informagio colocou-se a  dispesigio para outras perguntzs e
esclarecimentos 3 qualquer momento amaveés do telefone - (71) 3176-2351 ou no
endereco — FIOCRUZ — Centro de Pesquisas Gongale Muniz- Fus Waldemar Falcio,
121, Brotas - Caixa Postal 701- CEP - 40286-710, Salvador-Bahia Vocé também
poders entrar em contato com o comité de érica que julzou esse esmde (Comité de Etica
em Pesquisa da Fundacio Osvalde Cmz - Bua Waldemar Falcdo, 121, Brofas. Tel —
3176-2385).
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FIOCREUZ

CPqEM

Eua Waldepar Falclic, 121
Sahader - BA
Birauil - 20206-T10

Fono +55 71 3176 2385
Fax +55 71 3176 2272
abarmal;Fhahia focme br

A sua participagio neste esmdo € voluntaria e vocé esta livie para recusar participar ou
se retitar em qualguer epoca spas sen inicio sem afetsr ou prejudicar o coidado medico
que devera recebes.

Consentimento: Eu li ¢ entendi o documente e fui soficientemente esclarecido e
concorde em participar deste estado.

Local e data

Aszzinamra & BG do Voluntario

Impressio do
Polegar do Paciente

Aszs: Testermunhas (no caso impressao datiloscopica)

Casp sutorize ¢ ammazenamento do material biologico para uso na pesquisa em analise
fawor assinalar abaixo:

{ )SDM, autotizo ¢ ) MAO sutorizo

HNome e B.G do Investigador

Assinatura do Investigador
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ANEXO 4

Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

‘\W MINISTERIO Dé SAUDE - Corsalho Nacional de Sadde - Comisslo Mackonal de Etica em Pesguisa — CONER

-

% @'ﬂ-f' FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
1, Projets da Pesquisac 2 Mimero de Participanies da Pedquisa:
Bickagia da Sistomas aplicada ao anlendimento da palogéness da leishmaniose legumandar i)
amaricana e imparthneia para a Bahia
3 Ama Temadca
Gandlica Humana: .

(Trals-se de pesquisa erolvando Gendica Humana que nia necessta do andlise &lica por parle da CONEF;)
4. Area do Conbacimanto:
Grance Area 2. Cincias Biokdgicas
PESQUISADOR RESPONSAVEL
5 Name:
alding maria prado baral
& CPF: 7. Erderega (Rua, n. .
02,052 645-20 WAL DIEMAR FALCAD 1/30000 CANDEAL SALVADOR BAHIA 40266710
8. Nacionalidade: 9. Tedaform: 10, Cutrg Telefone: 11. Email
BRASILEIRO [T1}3176-2278 abamalfibahia, Bocruz b
12. Carga
Tarmo de Compromisso: Dedlar que conhego @ cumprinsi o8 requisitas da Resclugso CNS 456/12 ¢ suas complementares. Compromélo-me a

ulilizar ox materais & dades coletades exclushamenie para os fins previsios no prolocalt @ @ fubicar os resullados sajam ses favoniveis ou NAo,
Acsilo as responsabilkiades pela conduga cientifca do prajata acima, Tenha citncia que essa folha serd anexada o projeto devidaments assinads

por l0dos 08 responadvels & fard parte integrante da documentaglo do masma.
Md&ha 5;1}@-«/
U

oaai_OGr oY /1 DS
Assmalura
INSTITUIGAO PROPONENTE : . .
13. Noma: 1d. CHPJ: -15. Uﬂd&dﬂl‘ﬁl‘ﬁn: .
Fundagio Oswalda Cruz 33781 055/0006-40 Centro de Pesquisas Gongalo Moniz - CRGGM/
= FIOCRUZI BA

16, Telafone: 17, Qutro Telefone:
(T1) 317B-2327 '

Termo de Compramizgso (do responsdvel pela inslituigle ;& Declaro gua conbegs & cumprirel os requisitas da Rescluclo CNS 46612 & suas
Complamentares & coma asta instiuizao tem condipdes para o desenvolvimanio daste projata, BUbsrzo sUa axecucio,

Responsavet_Mlavnc el Bonnd Metlo  er  JOO. GO0 dds-04

Canga/Funglio: Dty b

g s

o _OQ +_04 1 2019

M _ - pssinatura  ianoel Barral Nettd
|PATROCINADOR PRINGIPAL ' * Mat SIAPE 628424-3
Mao sa aplica,




