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RESUMO

A leishmaniose cutanea causada pelo protozoario Leishmania braziliensis (LC-Lb) ¢ uma
doenga tropical negligenciada transmitida por um inseto vetor, cuja imunopatogénese depende,
entre outros fatores, de uma regulagdo complexa de citocinas e quimiocinas pro- e anti-
inflamatérias em diversos perfis de resposta imunologica (Thl, Th2, Th17 e Treg). Até o
presente momento, ndo ha uma sintese de dados experimentais que descreva, com poder
estatistico suficiente, a dindmica destes imunoreguladores apos a infec¢do por L. braziliensis.
Nesta revisdo sistematica com meta-analise, estimamos estatisticamente a magnitude das
diferengas nos niveis de citocinas e quimiocinas entre pessoas com LC-Lb e grupos controle,
utilizando dados experimentais obtidos in vitro a partir de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC). A revisdo sistematica seguiu o protocolo PRISMA. 28 experimentos in
vitro foram localizados por meio de uma busca padronizada em 13 bases de dados académicas.
O risco de viés foi avaliado com o “Pilot risk of bias tool to appraise clinical laboratory studies”.
As diferencas de concentragdo de TNF-o, IFN-y, IL-10, IL-17, IL-1pB, IL-22, CXCLI10 e
CXCL9 foram meta-analisadas com o modelo de efeitos aleatdrios. Todos os estudos
apresentaram alto risco de viés. Os resultados dos experimentos apresentaram alta
heterogeneidade, decorrente de diferengas no protocolo experimental ou de caracteristicas
clinicas dos pacientes. A sintese do TNF-o mostrou elevagao de 601,79 pg/mL (n = 300; p =
0,017) em comparacdo com pessoas saudaveis. Indicando predominio do perfil Th1 durante a
infeccdo, mas com elevado risco de viés, devido a presenca de perfis imunes mistos ou a
infeccdes ndo diagnosticadas entre os participantes saudaveis. O mesmo ocorreu para outras
citocinas, como o IFN-y. A meta-regressdo univariada ndo apontou regulagao significativa do
TNF-o ou do IFN-y pela IL-10, mas ha uma tendéncia de associagdo negativa. Diferencas nos
riscos de vieses metodologicos e entre as técnicas analiticas (ELISA vs. citometria de fluxo)
geraram resultados experimentais dispares em varias meta-analises, sugerindo que parametros
experimentais diferentes confundem o entendimento atual da regulagdo imune na LC-Lb. O
TNF-0, o IFN-y e a IL-10 mostraram-se biomarcadores importantes para identificar o perfil
imune dominante na LC-Lb. Foram apresentadas propostas para a elaboracdo de diretrizes

destinadas a condug¢do de pesquisas experimentais envolvendo Leishmania spp.

Palavras-chave: leishmaniose cutanea; Leishmania braziliensis; citocinas; quimiocinas; meta-

analise.



ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis caused by the protozoan Leishmania braziliensis (LC-Lb) is a
neglected tropical disease transmitted by an insect vector, whose immunopathogenesis depends,
among other factors, on complex regulation of pro- and anti-inflammatory cytokines and
chemokines in various immune response profiles (Th1, Th2, Th17, and Treg). To date, there is
no synthesis of experimental data that describes, with sufficient statistical power, the dynamics
of these immunoregulators after infection with L. braziliensis. In this systematic review with
meta-analysis, we statistically estimated the magnitude of differences in cytokine and
chemokine levels between people with CL-Lb and control groups, using experimental data
obtained in vitro from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). The systematic review
followed the PRISMA protocol. Twenty-eight in vitro experiments were located through a
standardized search of 13 academic databases. The risk of bias was assessed using the “Pilot
risk of bias tool to appraise clinical laboratory studies”. Differences in the concentration of
TNF-a, [FN-y, IL-10, IL-17, IL-1B, IL-22, CXCL10, and CXCL9 were meta-analyzed using
the random effects model. All studies presented a high risk of bias. The results of the
experiments showed high heterogeneity, due to differences in the experimental protocol or
clinical characteristics of the patients. TNF-a synthesis showed an increase of 601.79 pg/mL (n
=300; p = 0.017) compared to healthy individuals. This suggests a predominance of the Thl
profile during infection; however, the results are subject to a high risk of bias due to the presence
of mixed immune profiles or undiagnosed infections among healthy participants. The same
occurred for other cytokines, such as IFN-y. Univariate meta-regression did not indicate a
significant regulation of TNF-a or IFN-y by IL-10; however, there is a tendency toward a
negative association. Differences in methodological bias risks and between analytical
techniques (ELISA vs. flow cytometry) generated disparate experimental results in several
meta-analyses, suggesting that different experimental parameters confound the current
understanding of immune regulation in LC-Lb. TNF-a, IFN-y, and IL-10 have been shown to
be important biomarkers for identifying the dominant immune profile in LC-Lb. Proposals have
been made for the development of guidelines for conducting experimental research involving

Leishmania spp.

Keywords: cutaneous leishmaniasis, Leishmania braziliensis, cytokines, chemokines, meta-

analysis.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Etapas da formagao da lesao ulcerativa tipica da leishmaniose cutanea................. 19
Figura 2 — Ciclo da Leishmania com hospedeiro humano. ...........ccccceeeveeriieiieniiennienieeeeee, 22
Figura 3 — Atuagao das citocinas nos perfis imunes Th1 e Th2 durante a leishmaniose cutanea.
.................................................................................................................................................. 30
Figura 4 — Dinamica da atuacdo das quimiocinas e seus receptores durante a leishmaniose
11740100 1S) 1L | SO O SORUTSRRRUTSRRRPR 38

Figura 5 - Meta-regressao univariada entre a diferenga entre as médias de TNF-a de pacientes
(LC-Lb) e de pessoas saudaveis e a concentragdao celular do PBMC (A) (n = 8), o tempo de
cultura (B) (n = 10) e a concentragdo do antigeno da L. braziliensis (C) (n = 10)................... 74
Figura 6 - Meta-regressao univariada entre a diferenca nas médias de TNF-a de pacientes (LC-
Lb) depois e antes da estimulacdo com L. braziliensis ¢ a concentracao celular do PBMC (A),
o tempo de cultura (B) e a concentracao do antigeno da L. braziliensis (C)........cccccvvevveennen. 80
Figura 7 - Meta-regressao univariada entre a diferenca das médias de IFN-y de pacientes (LC-
Lb) e pessoas saudaveis e a concentragdo celular do PBMC (A) (n = 8), o tempo de cultura (B)
(n=9) e a concentragdo do antigeno da L. braziliensis (C) (N =9). .ccceeceervieriiienieniiieeeen 85
Figura 8 - Meta-regressdo univariada entre a diferenga das médias de IL-10 de pacientes (LC-
Lb) depois e antes da estimulagdo com L. braziliensis, utilizando os moderadores: concentragao
celular do PBMC (A) (n = 8), tempo de cultura (B) (n =9) e concentragdo do antigeno (C) (n =
) TSRS SR S 96

Fluxograma 1 — Fluxograma Prisma da sele¢@o de estudos da revisdo sistematica. ................ 50

Grafico 1 - Meta-analise da diferencga na concentragcao de TNF-a no sobrenadante do PBMC de
amostras obtidas entre os grupos de pessoas com LC-Lb, antes do tratamento, apos
reestimulagdo, € 0s grupos de Pess0as SAUAAVEIS. ....c.eeerueeriieriieeiieiie et 71
Grafico 2 - Metarregressao univariada entre a diferenca das médias de TNF-a de pacientes (LC-
Lb) e pessoas saudaveis (HS) e a concentragdo média de IL-10 entre os pacientes por estudo (p
LN S € T TSRS P RSP 76
Grafico 3 - Viés de publicacdo nos estudos sobre a concentra¢do de TNF-a no sobrenadante do
PBMC de pessoas CoOm LC-Lb. .....cc.cooiiiiiiiiieiiecieeeeeeeee ettt s 77
Grafico 4 - Meta-analise da diferencga na concentragcao de TNF-a no sobrenadante do PBMC de
pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulacdo com L. braziliensis. ............cccceeecuveeennnnnn. 78
Grafico 5 - Metarregressdo univariada entre a diferenga das médias de TNF-a entre meios
estimulados e ndo estimulados de pacientes (LC-Lb) e a concentracdo média de IL-10 dos
pacientes POr €StUAO (P = 0,2)..ccuiiiiieiieiii ettt ettt ettt ettt e eeas 81
Grafico 6 — Grafico de funil (Funnel plot) com “trim and fill” para o viés de publicag@o nos
estudos sobre a concentragdo de TNF-a no sobrenadante do PBMC de pessoas com LC-Lb. 82
Grafico 7 - Meta-analise da diferenga na concentracao de IFN-y no sobrenadante do PBMC de
amostras obtidas de pessoas com leishmaniose cutanea, causada por L. braziliensis, antes do
tratamento e apos reestimulagdo, em comparagdo com grupos de pessoas saudaveis. ............ 83
Grafico 8 - Metarregressao univariada entre a diferenca das médias de IFN-y de pacientes (LC-
Lb) e pessoas saudaveis (HS) e a concentracao média de IL-10 entre os pacientes por estudo (n

Grafico 9 - Funnel plot para viés de publicagdo nos estudos sobre a concentracao de IFN-y no
sobrenadante do PBMC de pessoas com leishmaniose cutanea, apds reestimulacdo com L.
DFQZILTOIISIS ..ottt e b e et e a e ettt st e bt e st enbee st ens 87



Grafico 10 — Meta-analise da diferencga na concentragdo de IFN-y no sobrenadante do PBMC

de pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulacdo com L. braziliensis..............cc.cuu....... 88
Grafico 11 - Meta-analise da diferenca na concentracao de IL-10 no sobrenadante de PBMC de
pessoas com LC-Lb, antes do tratamento e ap0ds reestimulagdo, e de pessoas saudaveis. ....... 90

Grafico 12 - Analise de subgrupos, por risco de viés em “D3: relato de resultados”, da meta-
analise da diferenca na concentragao de IL-10 entre os grupos de pessoas com LC-Lb antes do
tratamento € 0s grupos de Pess0as SAUAAVEIS. .....ccuveevieriieriiieniieeieeee ettt see e seee e e e 92
Grafico 13 - Meta-regressao univariada entre a diferenca das médias de IL-10 de pacientes (LC-
Lb) e pessoas saudaveis e a concentragao celular do PBMC (A) (n = 10), o tempo de cultura
(B) (n=10) e a concentracao do antigeno da L. braziliensis (C) (N =10)......ccccveevervrrrreernnnen. 93
Grafico 14 - Meta-analise da diferenca na concentragao de IL-10 no sobrenadante do PBMC de
amostras estimuladas por L. braziliensis (n = 128) e ndo estimuladas (n = 128), obtidas de
pessoas com leishmaniose cutdnea antes do tratamento.............ccveeveeeieeeieerieniieeneeeie e 94
Grafico 15 - Meta-analise da diferenca na concentragao de IL-17 no sobrenadante do PBMC de
amostras obtidas de pessoas com LC-Lb antes do tratamento e apos reestimulagdo, em
comparagdo com grupos de pess0as SAUAAVEIS. .....eerueeeuierieriiieriieeieerieeieesiee et esee e eseeeeeens 97
Grafico 16 - Andlise de subgrupos para o risco de viés no “D2: métodos experimentais” da
meta-analise da diferenca na concentragdo de IL-17 no sobrenadante do PBMC de amostras
obtidas de pessoas com LC-Lb e de amostras de pessoas saudaveis..........ccceevveereeerneenneennen. 99
Grafico 17 - Analise de subgrupos por técnica utilizada para mensurar a concentracdo de
citocinas, na meta-analise da diferenca na concentragdo de IL-17 entre amostras do PBMC

obtidas de pessoas com LC-Lb e de pessoas sSaudaveis. ........c.eevueereeerieenieenieenieeiienieeiee e 100
Grafico 18 - Grafico de funil para avaliar o viés de publicagdo entre estudos sobre IL-17 em
casos de LC-Lb entre pacientes € pessoas SAUAAVELS. ....ccveeevuveeeirieeriuieeeirieeereeesveeesneeeenveeens 101

Grafico 19 - Meta-analise da diferenca na concentragao de IL-17 no sobrenadante do PBMC de
amostras estimuladas por L. braziliensis (n =51) e ndo estimuladas (n = 51), obtidas de pessoas
com leishmaniose cutadnea antes do tratamento. ............cccveeeiieeeiieeiiiie e e 102
Grafico 20 - Meta-analise da diferen¢a na concentragao de IL-1f no sobrenadante do PBMC de
amostras obtidas de pessoas com LC-Lb antes do tratamento (n = 39) e de pessoas saudéveis (n
2 ettt ettt b e e e be e tte et e e ttearbe e at e et e e bt e e bt etteebeenaaeenbeensaeenbaennreenne 103
Grafico 21 - Meta-andlise da diferenga na concentracao de IL-1f no sobrenadante do PBMC de
amostras estimuladas por L. braziliensis ¢ nao estimuladas, obtidas de pessoas com

leishmaniose cutdnea antes do tratamento. .........c.eevueeriieriieniieeieerie et 104
Grafico 22 - Grafico de funil para avaliar o viés de publicacdo entre os estudos sobre IL-1p3 em
amostras estimuladas e ndo estimuladas de pacientes com LC-Lb. .......c.ccccoviiniiiininennn. 106

Grafico 23 — Meta-analise da diferenga na concentracao de IL-22 no sobrenadante do PBMC
de amostras obtidas de pessoas com leishmaniose cutinea (causada por L. braziliensis) antes
do tratamento e ap6s reestimulacdo, em comparacao com grupos de pessoas saudaveis. ..... 107
Grafico 24 — Meta-analise da diferenca na concentragdo de CXCL10 no sobrenadante de PBMC
de pessoas com leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis, antes do tratamento e apds
reestimulag¢do, em comparagdo com grupos de pessoas SAUdAVELS. .......eevveereeerveeneeeiieenneenne. 108
Grafico 25 — Meta-analise da diferenca na concentragao de CXCL10 no sobrenadante do PBMC
de amostras estimuladas (n = 64) e ndo estimuladas (n = 64) por L. braziliensis, obtidas de
pessoas com leishmaniose cutanea antes do tratamento.............ccccveeeevieercieeeeceeeeiee e 110
Grafico 26 — Meta-analise da diferenga na concentragao de CXCL9 no sobrenadante de PBMC
de pessoas com leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis, antes do tratamento e apds
reestimulag¢do, em comparagdo com grupos de pessoas SAUdAVELS. .......eevveereeerienrerieeenneenne. 111
Grafico 27 — Meta-andlise da diferenga na concentragao de CXCL9 no sobrenadante do PBMC
de amostras estimuladas e ndo estimuladas por L. braziliensis, obtidas de pessoas com
leishmaniose cutanea antes do tratamento. ..........cc.eeeriieeriieeiiee e e reeeaaeeens 112



Quadro 1 - Atuacgdo bioldgica das quimiocinas durante a infec¢do por L. braziliensis em
hoSPEdeiros NUMANOS. .......cccuiiiiiieeiee ettt tee et e st e e s e e ses e e esaseeesseeesseeenseeens 39
Quadro 2 - Estudos selecionados para extragdo de dados e meta-andlise (n = 28). ................. 60
Quadro 3 — Resultados das meta-analises da concentragdo de citocinas € quimiocinas entre o
grupo de pacientes com LC-Lb e os grupos controle (HS: sujeitos saudaveis e NS: meios nao
ESTIMUIAAOS). 1.ttt et e et e e et e e e taeeetaeessaeeessseeessseeesnseeeasseeensseeesseeans 125
Quadro 4 - Instrumento “Risk of bias tool for clinical laboratory studies” (Fox et al., 2024, p.
5) para a avaliag@o do risco de viés em estudos eXPerimentais. .......c.eeeeveeerreeerveeerveeesveeennns 153



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Plataformas académicas e referéncias obtidas com a estratégia de busca. ............. 48
Tabela 2 - Grupos de Participantes dos estudos selecionados e dados sociodemogréficos. ....62
Tabela 3 — Avaliagdo do risco de viés por estudo no Dominio 1: coleta e manuseio das amostras.

.................................................................................................................................................. 65
Tabela 4 — Avaliacao do risco de viés por estudo no Dominio 2: métodos experimentais. .....67
Tabela 5 — Resultados do risco de viés por estudo do Dominio 3: relato de resultados........... 69

Tabela 6 - Resultados da metarregressao univariada entre a diferenca das médias de TNF-a
entre pacientes (LC-Lb) e pessoas saudaveis e a concentragdo celular do PBMC, o tempo de
cultura e a concentracdo do antigeno da L. braziliensis utilizado. ..........c.cccovveevcveeenieeenneenne. 74
Tabela 7 — Recomendagdes de tamanhos minimos de amostras em experimentos comparando
concentragdes de citocinas em pacientes com LC-Lb e grupos controle (sujeitos saudaveis ou
MEI0S NAO ESLMUIAAOS). .oevieeiieiiieiie ettt ettt e et eebeesaeeesbeessaeenbaessseenne 114



1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9
1.9.1
1.9.1.1

1.9.1.2

1.9.1.3

1.9.1.4

1.9.1.5

1.9.1.6

1.9.1.7

1.9.1.8

1.9.2
1.9.2.1

1.9.2.2

1.9.2.3

1.9.3

3.1
3.2

SUMARIO

INTRODUGCAQ . ...cucuceeerrrrnrssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 17
AS 1CISHIMANIOSES c.cuuueieieieiiniiirniiiiniiciniicsnnecsteicsniessseesssseessssessssseessssssssssesssssssssses 18
A 1eiShmMAaniose CULANEA......c.vciiveieneinsninsenisnicssensssicsssnsssisssssssssossssssssosssssssssssssssssssses 18
Ciclo bioldgico da LeiShmania .......eceeeneinseeisennsensennseensensssecssnssssessecsssesssseessens 21
O inicio da infeccao 22
O perfil de resposta imune Th ......iieinniiicininnnicnsssnnicsssssnnecsssssssssssssssssssssssseses 24
O perfil de resposta imune Th2 .........ciieiveinireicisninisnicssnncsssnnsssssssssssssssssssssssssses 26
O perfil da resposta imune Th17 .......iiienniininiinisninssnncssssncssssnssssssssssssssssssses 27
Linfécitos T reguladores na leishmaniose cutinea ............coeevceecvuccsercsnecsencnnces 28
O papel das citocinas e quimiocinas na leishmaniose cutinea.............ccccceeuereneee. 29
Citocinas que favorecem a resisténcia e controle na leishmaniose Cutdnea.......... 32
Fator de necrose tumoral 0 (TINF=01) ............ccocuieiiiieiiiieeie e 32
INEETTETON=P (IFIND) ..ottt e 32
Interleucina-1 (IL-1) ........ccooovueeoeeaiieeeeeieee e 33
Interleucina-12 (IL-12) ...........ccccooooueeeiiieeiie e 33
InterleuCina-17 (IL-17) .......c...ccoouioeueeeiiieeiie e 34
Interleucina-23 (IL-23) .......cc.coooeieeieeeieeeee e 34
Interleucing-32 (IL-32) ..........ccoeioeuieeiieeeee e 35
Interleucing-22 (IL-22) ...........cccceeeueeeiieeeie et 35
Citocinas que favorecem a progressdo da leishmaniose Cutdned................eeeeeenee.. 36
INLErIEUCTNAF (IL-4) ..ot 36
Interleucina-10 (IL-10) ...........ccccoeeoeieeiieeeiie et e s 36
Fator de Crescimento Transformador B (TGE-B) ......cccoovvuveveieeniiieiiiiesiieeeeeenn 37
Quimiocinas em cendrios pro € Anti-leISHMANIOSE .....ueeeeeveressuerossuerossnnsosssesosssssosanns 37
SINTESE E CONSISTENCIA DOS EXPERIMENTOS SOBRE AS
CITOCINAS NA LC-LB ..uucuuiciinensercnicsenssecssessssssecssessssssessssssssssesssessssssassssssssssssss 41
METODOLOGIA .45
Desenho do estudo ... 45
Critérios de inclusao € eXClUSA0 ...cuuerieenrersseensuenssnensenssaensncsssecsnessaessanessessssessaens 45




33
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11

4.1
4.1.1
4.1.2
4.1.3
4.2
4.2.1
4.2.2
4.3
4.3.1
4.3.2
4.4
4.4.1
4.4.2
4.5
4.5.1
4.5.2
4.6
4.6.1
4.6.2
4.7
4.7.1
4.8
4.8.1

Estratégia de busca € SCreening ........coueenveeciennseenseenssnecsenssnecssessssecssessssesssessssecssens 46
Desfecho analisado na meta-analise ..........ccoeeicvvenecsnncssencssnrcssnnicssnsscssssesssssssanes 51
Variaveis iNdePendentes .......cuuiciuiecnserisnseresssancsssanessnsssssessssssssssssssssssssssssssssssssssans 51
Exclusao de estudos e variaveis na etapa de analise dos dados .......ccccceeevuerecnnneee 52
ANAlise do riSCO de VIS ....uuuueirrreseriseensennseenssnnssensnnsssecssnncssnsssscsssesssssessssssassssasssn 52
Extracio e tratamento dos dados ..........eeeeeeveeeicisinnnicsssnnnecsssnnsncsssssssscsssssssscssnsens 53
Softwares utilizados .54
Analise estatistica € meta-analiSe........ceuvveeveiiseiisensseinsseinsnncssensseicsensssncssscssseenans 54
ASPECLOS CLICOS .euvrerrriesruricssanicssanisssanesssanssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnss 59
RESULTADOS ..uiiiiiitiineinninnennnicssensssssssnssssesssesssssssssssssssssesssssssssssssssssassssssssass 60
AvValiacao do TiSCO @ VIES...uuuueiiierrceeieenrcnnniecsssnneccsssnssecsssnssscssssnssscssssssssssssnssssssnnans 63
Dominio 1: coleta e mManuseio de AMOSIIAS ........eueeeeneeeeeennerisvueressueressneresssercsssesosanes 63
Dominio 2: métodos eXPEriMENIALS......ueeeeeeeossuerosserosserosssrssssssssssssssssssssssssssssssanss 66
Dominio 3: relato de reSUILAAOS .......uueennenneonnennneennnencneenneiiannsreeseessseisssesssnsssessans 68
TINF -0 ccueieiniiniiiniinninsninnsisssiisssissstesssisssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 70
TNF-a entre pacientes antes do tratamento e pessoas SAUAAVEIS ......ueeeeeesrsereesssanes 70

TNF-0 em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulagdo com L. braziliensis 77

IL-10 entre pacientes antes do tratamento e pessoas SAUAGVEIS .........ueeueeerueeervennns 89

IL-10 em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulagdo com L. braziliensis.. 93

IL-17 entre pacientes antes do tratamento e pessoas SAUAGVEIS .......uueeerversevesreeenns 96

IL-17 em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulag¢do com L. braziliensis 101

IL-1f entre pacientes antes do tratamento e pessoas SAUAAVEIS .........eeeveeeeerseneene 103

IL-1f em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulacdo com L. braziliensis 104

TLim22 aiiiiiininisnecnnnnnincssissessessessnssnsssssssssssesseessessessessssssssesssssessesssssssssssssssasssnees 106
IL-22 entre pacientes antes do tratamento e pessoas SAUAAVEIS ...........cuueeerveenenens 106
CXCLID cuuucninrenenninesnessessessnssnssnssasssessessessessssssssasssssassssssesssssesssssassassassassssssassessasss 108

CXCL10 entre pacientes antes do tratamento e pessoas SAUAAVEIS ..........eeveruernes 108



4.8.2 CXCL10 em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulacdo com L.

DFAZILIONSIS eunueeenneenneeirnennnrecnennneinnenssecsnesssesssnsssesssnssssesssssssssssssssssesssssssasssssasssassnns 109
4.9 CXCLY eitticnininicniisnissstssstesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssesssssssssssss 111
4.9.1 CXCL9Y entre pacientes antes do tratamento e pessoas SAUAAVEIS .........ueeeesssesvees 111

4.9.2 CXCL9 em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulacio com L.

DFAZILIONSIS «uuueeennennneeinnenneecrnensneiinensnesssenssisssnsssesssessssesssssssssssssssssesssssssssssssssssassnns 112
4.10 Aplicaciio das sinteses para calculo amostral........coueiccveecsceicssnccsssercssanscssanscses 113
5 DISCUSSAOQ..c.cuircuninciscnssinssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 116
5.1 Risco de viés dos estudos: tradicdo X padronizagao...........cceeeeesceeecscnnscscnnscsenns 117
5.2 Diretrizes para a pesquisa experimental com Leishmania 122
5.3 Meta-aNAlISES ..ccuueieiuiinreiiiniisreinsninsenniuiesssissstsssstssstesssnssssssssnsssssssssesssssssessssssssesssssns 124
5.4 A heterogeneidade .128
6 CONCLUSAOQ ...cucuirinsinsisssinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 131
REFERENCIAS ...cuouieminnsiunsinsesssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 132
ANEXO A - CHECKLIST DOS ELEMENTOS DE UMA REVISAO SISTEMATICA
SEGUINDO AS ORIENTACOES DO PRISMA STATEMENT 2020. ......ccoceereverererenne 149

ANEXO B - INSTRUMENTO DE AVALIACAO DA QUALIDADE E RISCO DE




17

1 INTRODUCAO

Esta tese, intitulada “Regulacdo de citocinas na leishmaniose cutanea localizada por
Leishmania braziliensis: revisdo sistematica e meta-analise”, desenvolvida no Programa de
Pos-Graduagao em Biologia Microbiana da Universidade de Brasilia, apresenta o trabalho de
pesquisa realizado por meio de uma revisao sistematica, acompanhada de uma meta-analise
quantitativa. Foram coletados, avaliados e integrados dados provenientes de estudos in vitro
disponiveis na literatura académica que analisam a producdo de citocinas do sistema
imunoloégico de pacientes com leishmaniose cutdnea apos reestimulo com Leishmania
braziliensis (L. braziliensis) ou seus antigenos, comparando-os com dados de grupos-controle
(sujeitos saudaveis ou meio ndo estimulado) em condi¢des experimentais in vitro. Com isso,
obtivemos uma sintese estatistica de todos os achados experimentais disponiveis até o primeiro
semestre de 2025, possibilitando discussdes criticas e resultados que transcendem os achados
de estudos experimentais isolados sobre a infeccdo por Leishmania braziliensis (Lb) na
leishmaniose cutanea (LC-Lb).

A meta-analise proposta nesta tese tem relevancia para a area, pois permite a sintese
quantitativa e sistematica de dados dispersos e heterogéneos, publicados em diferentes estudos,
sobre a regulacdo imune na leishmaniose cutdnea por meio de citocinas e quimiocinas. Ao
integrar os resultados disponiveis nas publicacdoes académicas, ela oferece uma visdo
estatisticamente confiavel e critica sobre a validade do que sabemos, com base em pesquisa
experimental, sobre os mecanismos imunopatologicos de regulagdo por citocinas e
quimiocinas, especificamente na infec¢do humana por L. braziliensis. Os resultados
encontrados superam os estudos experimentais isolados, servem de referéncia para futuros
trabalhos de pesquisa e auxiliam no desenvolvimento de estratégias terapéuticas para a LC-Lb
que envolvam citocinas e quimiocinas.

Para tanto, apresentamos aqui um panorama tedrico da infeccao por L. braziliensis
na leishmaniose cutanea em humanos, iniciando pela defini¢ao, seguindo para a epidemiologia,
o ciclo bioldgico da Leishmania, os diferentes perfis da resposta imune (inata, Th1, Th2, Th17,
Treg) e finalizando com o papel das principais citocinas. Estes temas sdo extensos e complexos,
de modo que foi preciso fazer um recorte nos aspectos especificos da leishmaniose cutdnea em
seres humanos, causada por L. braziliensis, e relacionados as citocinas e quimiocinas
investigadas. Para manter a coeréncia das explicagdes imunoldgicas, apresentamos citocinas e

quimiocinas que ndo foram contempladas em estudos e experimentos da investigagao desta tese.
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1.1 As leishmanioses

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas tropicais negligenciadas (Varikuti et
al., 2018) e endémicas em 99 paises (WHO et al., 2025). Esta enfermidade acomete seres
humanos e outros mamiferos e resulta da infeccdo por protozoarios do género Leishmania
(Carvalho, Viana, et al., 2022). A infeccdo em humanos pode ser causada por mais de vinte
espécies distintas de Leishmania, geralmente transmitidas por um inseto-vetor (de Araujo et al.,
2021). As manifestacoes clinicas da leishmaniose sdao influenciadas por diversos fatores inter-
relacionados, dentre os quais se destacam a interacdo entre as diferentes espécies de Leishmania
que infectam o hospedeiro e a resposta imune deste, além do padrdo da infecgdo, que pode ser
localizada ou disseminada (Locksley et al., 1999). O perfil genético tanto do parasito quanto do
hospedeiro também desempenha papel crucial, assim como fatores extrinsecos a infec¢ao, como
o estado de estresse e as condigdes nutricionais do individuo (Chitnis et al., 2013). Tais aspectos
influenciam, conjuntamente, a gravidade, a progressdo e a expressdo clinica da doenga,
reforcando a complexidade do quadro patoldgico da leishmaniose (Locksley et al., 1999).

Dentre as diferentes formas clinicas de infec¢ao, destaca-se a leishmaniose visceral
(LV), considerada a segunda parasitose mais letal apds a malaria, cuja gravidade decorre da
disseminagdo dos parasitos para 6rgaos como figado, bago e medula 6ssea, causando diversas
complicagdes (Costa et al., 2023). A leishmaniose mucosa ou mucocutanea (LM) caracteriza-
se por acometer as mucosas € pode ocasionar destrui¢do tecidual nas areas atingidas, devido a
uma resposta inflamatoria intensa (Amato et al., 2003). Tal condicdo pode causar danos
significativos as mucosas, principalmente nas regides do nariz e da cavidade oral (Amato et al.,
2003). Entretanto, a manifestagdo clinica mais comum nas leishmanioses ¢ a leishmaniose

cutanea (LC) (Bennis et al., 2017).

1.2 A leishmaniose cutianea

A principal caracteristica da leishmaniose cutanea ¢ o surgimento de lesdes
cutineas unicas que, em alguns casos, tornam-se cronicas e podem ocasionar extensa destrui¢ao
tecidual e desfiguragdo (Bennis et al., 2017; Carvalho et al., 2024). A leishmaniose cutdnea nao
apenas apresenta desafios clinicos, mas também provoca impactos psicossociais consideraveis,
decorrentes das cicatrizes residuais pos-tratamento e do estigma social associado a enfermidade

(Bennis et al., 2017). No presente trabalho, adotar-se-4 o termo "leishmaniose tegumentar"
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(Scorza et al., 2017) para designar, de forma abrangente, todas as manifestacdes clinicas
envolvendo a pele decorrentes da infec¢cdo por Leishmania.

O principal agente etiologico da leishmaniose cutanea no Brasil é a Leishmania
(Viannia) braziliensis (Gontijo & Carvalho, 2003). Pode se manifestar de diferentes formas,
variando de uma Uunica ulcera na pele, frequentemente associada a um aumento de linfonodos
(ganglios linfaticos) proximos a lesdo cutanea, até formas com varias lesoes (Llanos-Cuentas
et al., 1984). As lesdes ulcerativas localizam-se perto do local de entrada do parasito, onde o
flebotomineo fémea infectou a pessoa com Leishmania braziliensis (Paulo et al., 2002; Volpedo
et al., 2021). O aparecimento das lesdes na leishmaniose cutdnea ocorre apds um periodo de
incubagao assintomatica, cuja duragdo pode variar de poucos dias a trés anos, sendo comumente
observada uma janela temporal de 2 a 8 semanas para o desenvolvimento dos primeiros sinais
clinicos (Scorza et al., 2017). Elas se formam como um pequeno nodulo avermelhado (Figura
1A), que evolui para um noédulo indolor (Figura 1B), frequentemente ulcera e forma lesdes
autolimitadas (Figura 1C), sendo esta a forma classica da lesao (Dowlati, 1996). A papula ou
nddulo inicial apresenta potencial de resolugdo espontanea, podendo cicatrizar sem evoluir para
ulceracdes ou para o desenvolvimento de outras manifestagdes clinicas tipicas da leishmaniose
cutanea (Dowlati, 1996). As lesdes podem ainda ser acometidas por infec¢des secundarias por

bactérias ou por fungos (Volpedo et al., 2021).

Figura 1 — Etapas da formacao da lesdo ulcerativa tipica da leishmaniose cutanea.

A

Fonte: Adaptado de Dowlati (1996, p. 426) e Carvalho, Bacellar, et al. (2022).
Legenda: A. Pequeno nodulo avermelhado, B. Nodulo indolor, C. Lesdo ulcerativa por Leishmania braziliensis.

Estima-se que ocorram entre 600.000 e 1 milhdo de novos casos de leishmaniose
cutanea (LC) anualmente no mundo (Saidi et al., 2023). Segundo a Organizagdo Mundial da
Satde - WHO et al. (2025), 91 paises sdo endémicos de leishmaniose cutanea, com 211 mil
novos casos reportados em 2024. No Brasil foram reportados 12910 novos casos em 2023

(PAHO, 2024). Especificamente no norte da Africa, a LC ¢é causada por trés espécies principais:
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Leishmania major (L. major), Leishmania tropica (L. tropica) e Leishmania infantum (L.
infantum) (Saidi et al., 2023). No Novo Mundo, a leishmaniose cutinea estd amplamente
distribuida na América do Sul e na América Central, sendo causada principalmente por
Leishmania amazonensis (L. amazonensis), Leishmania guyanensis (L. guyanensis),
Leishmania panamensis (L. panamensis), Leishmania peruviana (L. peruviana), Leishmania
mexicana (L. mexicana) e Leishmania braziliensis (L. braziliensis) (Burza et al., 2018).

Os flebotomineos envolvidos na transmissao de L. braziliensis sao Lutzomyia
wellcomei e Lu. (Ny.) neivai, Lu. (Ny.) whitmani ¢ Lutzomyia ovallesi (Saidi et al., 2023).
Apesar de os flebotomineos serem os principais vetores de transmissdo, a infecgdo também
pode ocorrer por transfusao de sangue ou por troca de material biolégico (Man et al., 2022).

Diferentes genotipos de L. braziliensis circulam em distintas regides geograficas
brasileiras; essa diversidade genética pode estar associada a variagdes na apresentacdo clinica
da doenga, incluindo diferengas no tamanho das lesdes, no tempo de evolucao e na resposta ao
tratamento (Turetz et al., 2002). A leishmaniose cutidnea constitui a manifestacdo clinica
predominante da infeccdo por Leishmania braziliensis, representando cerca de 90% dos casos
de leishmaniose tegumentar americana registrados na regido endémica de Corte de Pedra
(Bahia, Brasil) (Carvalho, Bacellar, et al., 2022). Nesta regido da Bahia, cerca de 3% dos
individuos acometidos por leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis (LC-Lb) evoluem
para a forma mucocutinea da doenga, caracterizada pela destruicdo das estruturas faciais
(Carvalho, Bacellar, et al., 2022). Além disso, aproximadamente 6% desenvolvem a
leishmaniose disseminada, com pelo menos 10 lesdes distribuidas pelo corpo; enquanto
manifestagdes clinicas atipicas da leishmaniose cutanea sao relatadas em cerca de 1% dos casos
(Carvalho, Bacellar, et al., 2022).

As lesdes ulcerativas na pele podem se recuperar sem tratamento apds semanas a
meses, mas isso ndo € comum (J. M. D. Silva et al., 2024; Souza et al., 2012). E necessario o
tratamento medicamentoso da LC-Lb para obter a remissdo dos sintomas. Os antimoniais
pentavalentes sdo os medicamentos de primeira escolha por muitas décadas; apresentam
eficacia variavel, de 60 a 90%, toxicidade relevante e administragdo parenteral (Oliveira et al.,
2011). Segundo Ponte-Sucre et al. (2017), a anfotericina B e a miltefosina sdo alternativas
terap€uticas, mas também apresentam questoes de eficacia, toxicidade e custo. A inexisténcia
de vacinas eficazes, somada a crescente preocupagao com o desenvolvimento de resisténcia aos
tratamentos disponiveis, evidencia a necessidade premente de aprofundar o entendimento dos
mecanismos imunopatologicos envolvidos na regulagdo imunologica da leishmaniose cutanea

(Ponte-Sucre et al., 2017; Scott & Novais, 2016).



21

1.3 Ciclo bioldgico da Leishmania

O processo infeccioso da leishmaniose cutanea frequentemente ocorre em ciclo,
que pode se encerrar no hospedeiro humano (Figura 2). Dependendo da espécie de Leishmania,
o ciclo pode ser zoondtico, com animais domésticos ou selvagens como hospedeiros
reservatorios, ou antroponoético, que ocorre quando o inseto flebétomo se alimenta do sangue
de um ser humano, que, por sua vez, infecta outro ser humano com a Leishmania (Alvar et al.,
2012). O ciclo inicia-se quando a fémea infectada realiza o repasto sanguineo, que permite o
acesso das formas promastigotas flageladas a pele do hospedeiro vertebrado (Kaye & Scott,
2011; Saidi et al., 2023). Esta ¢ a forma infecciosa da Leishmania, também chamada de
promastigota metaciclica (Sunter & Gull, 2017). As leishmanias na forma promastigota
penetram nas células imunes do sistema fagocitario mononuclear, principalmente neutréfilos e
macrofagos, onde sofrem transformacao para a forma amastigota, que € o estagio replicativo
intracelular do parasita (Sacks & Noben-Trauth, 2002; Sunter & Gull, 2017). As leishmanias
na forma amastigota multiplicam-se dentro dos vacuolos fagossdmicos de células fagocitarias,
utilizando-as como bunkers para escapar do reconhecimento por outras células do sistema
imune e promovendo a infecgdo local (Mattison et al., 1992). Apds a replicagdo, as leishmanias
podem eclodir e disseminar-se para outras células fagocitarias e tecidos proximos, o que pode
levar a diferentes manifestagdes clinicas cutaneas ou viscerais (Kaye & Scott, 2011). O
processo infeccioso forma um ciclo quando os flebotomineos se alimentam de um hospedeiro
infectado, ingerindo células infectadas por amastigotas, que entdo se transformam na forma

promastigota no trato digestivo do flebotomineo, fechando o ciclo (Ready, 2013).
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Figura 2 — Ciclo da Leishmania com hospedeiro humano.

Estagios no flebotomineo Estdgios no humano
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@ O de vérios tecidos
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Fonte: Adaptado de Burza et al. (2018).

Legenda: O ciclo bioldgico da Leishmania inicia-se quando o flebotomineo fémea, durante o repasto sanguineo,
regurgita promastigotas metaciclicas infectantes na pele do hospedeiro humano (1). Essas formas sdo fagocitadas
por macréfagos e outras células do sistema fagocitario mononuclear (2), onde sofrem diferencia¢do para a forma
amastigota no interior dos vactiolos fagossomicos (3). Os amastigotas multiplicam-se intracelularmente, levando
a lise da célula hospedeira e a infecgdo de novos macréfagos em diferentes regides teciduais (4). A perpetuagdo
do ciclo ocorre quando um novo flebotomineo se alimenta do sangue de um individuo infectado e ingere
macrofagos contendo amastigotas (5-6). No trato digestivo do inseto, os amastigotas diferenciam-se em
promastigotas (7), que se multiplicam e tornam-se infectantes novamente (8), fechando o ciclo de transmissao.

1.4 O inicio da infeccio

A imunidade inata atua nos primeiros momentos da infeccdo por Leishmania
(Volpedo et al., 2021). Envolve a agdo coordenada de células natural killer (NK), macrofagos,
células dendriticas e neutréfilos, além da produgdo de citocinas e quimiocinas e da ativagdo das
proteinas do sistema do complemento, que, juntas, promovem o controle inicial da infec¢ao
(Dubie & Mohammed, 2020).

Na pele ocorrem as primeiras agdes do corpo contra a infec¢ao pelo parasito. Nela
encontram-se os queratindcitos, células da pele que atuam como a primeira linha de defesa.
Estas células possuem uma grande diversidade de receptores para reconhecer patogenos, tais
como os receptores do tipo Toll (TLR), do tipo NOD (NLR) e do tipo RIG-I (RLR) (Lebre et

al., 2007). O contato dos queratindcitos com a leishmania ativa as vias de sinalizacdo dos
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receptores do tipo Toll (TLRs), o que promove a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias e
quimiocinas, responsaveis pela ativacdo da resposta imune mediada por linfocitos T helper do
subtipo 1 (Thl) e pelo recrutamento de células do sistema imune (Miller & Modlin, 2007;
Passelli et al., 2021). Os queratindcitos sdo capazes de produzir citocinas, como o fator de
necrose tumoral o (TNF-a), IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-18 e IL-10, e podem viabilizar a expressao
de quimiocinas, como a CXCL9 e a CXCL10, no local da infec¢ao (Albanesi et al., 2005).

Os neutrofilos polimorfonucleares (PMN) sdo as primeiras células do sistema
imune inato a chegar ao local da infecgdo, e ja foi descrita a possibilidade deles servirem de
“cavalos de Troia” para o acesso da Leishmania aos macrofagos, caso sejam infectados (Laskay
et al., 2003; Scott & Novais, 2016). Neste cenario, os neutréfilos infectados sdo induzidos a
secretar elevados niveis da quimiocina MIP-1p, responsavel pelo recrutamento de mondcitos
(Dubie & Mohammed, 2020). Posteriormente, esses neutrofilos infectados entram em apoptose
e sdo fagocitados. Volpedo et al. (2021) relatam que a fagocitose destes neutréfilos apoptoticos
infectados por L. major dificulta a ativagdo de macrdofagos e células dendriticas, de modo que
o neutr6filo infectado facilita o acesso do parasito ao macréfago. Estudos posteriores relatam
que, embora tradicionalmente os neutréfilos sejam considerados as primeiras células recrutadas
na resposta imunologica a infec¢do por Leishmania major, uma populacdo de mondcitos
inflamatérios Ly6C+ migra inicialmente para os tecidos inflamados (Goncalves et al., 2011). A
migracdo dos Ly6C+ para os tecidos inflamados ¢ mediada pela sinalizagdo do receptor de
quimiocina CCR2 e pela ativacdo plaquetdria (Goncalves et al., 2011). As plaquetas ativadas
liberam o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), que promove a rapida secre¢do
da quimiocina CCL2 por leucdcitos e células mesenquimais, facilitando, assim, o recrutamento
celular ao local da inflamacao (Goncalves et al., 2011). Diversos estudos sugerem que esses
mondcitos podem exercer um papel duplo: por um lado, controlar a multiplicacdo da
Leishmania major por meio da liberagao rapida de espécies reativas de oxigénio (ROS) durante
o processo de fagocitose, conhecido como explosdo respiratoria (respiratory burst); por outro,
colaborar na patogénese ao atuar como reservatorio de parasitos, favorecendo sua proliferacao
e transmissdo célula a célula, contribuindo assim para a persisténcia da Leishmania no
hospedeiro (Volpedo et al., 2021).

Apos a chegada dos neutrofilos, espera-se a de macrofagos, o que depende da
atuacdo das quimiocinas (de Araujo et al., 2021). No contexto da leishmaniose cutanea, os
receptores expressos por macrofagos e neutrofilos reconhecem moléculas superficiais do
parasito, tais como lipofosfoglicano (LPG), glicoproteina-63 (gp63) e glicosilfosfatidilinositol
(GPI) (Dubie & Mohammed, 2020). A detec¢do dessas moléculas induz a ativagdo celular,
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promove a producdo de citocinas pro-inflamatorias e a expressao de moléculas coestimuladoras
(Dubie & Mohammed, 2020).

Ainda considerando a imunidade inata, os inflamassomas atuam no citoplasma
celular na produgao de citocinas pré-inflamatoérias (Kihel et al., 2021). Os inflamassomas sao
complexos formados por varias proteinas interconectadas, construidos no citoplasma das
células do sistema imune inato quando os receptores de reconhecimento de padrio (PRR)
reconhecem sinais de patdégenos ou de dano celular (Broz & Dixit, 2016). Estes complexos
proteicos atuam na maturacao e na secre¢ao de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1p ¢ a
IL-18, além de promoverem a piroptose, que contribui para a defesa contra a Leishmania (Broz
& Dixit, 2016). A presenga de IL-1p atua de forma relevante na magnitude dos sintomas e no
agravamento da leishmaniose cutanea. Tanto que, na forma difusa da leishmaniose cutinea, ha
evidéncias de que a analise do soro aponta concentragdes mais elevadas de IL-1p do que na
forma localizada da doenga, com reducao ap6s a recuperagdo dos pacientes (Santos et al., 2018).
Pirmez et al. (1993); (Santos et al., 2018). Pirmez et al. (1993) realizaram bidpsias de pacientes
infectados por L. braziliensis, nas formas localizadas € mucocutaneas, e observaram elevada
expressao de mRNA da IL-1.

Nas etapas posteriores da infec¢do, os macroéfagos sdo considerados os principais
hospedeiros da Leishmania (Scott & Novais, 2016) e a ativacao da resposta imune adaptativa
celular constituira um fator essencial para a resolugdo eficaz da leishmaniose, bem como para

a indu¢do de imunidade duradoura contra o patégeno (Volpedo et al., 2021).

1.5 O perfil de resposta imune Th1

Uma resposta imune protetora contra a leishmaniose cutinea, inclusive na infec¢ado
por L. braziliensis (Carneiro et al., 2016), ¢ caracterizada pela a¢do da resposta imune CD4+
Thl (Varikuti et al., 2018). A resposta imune Thl ¢ responsavel pela autorrecuperagdo em
pessoas com a forma subclinica da infeccao por L. braziliensis, bem como pela recuperagao,
mesmo sem tratamento, de pessoas com a forma clinica da leishmaniose cutinea (Ribeiro-de-
Jesus et al., 1998). No caso da polarizagdo da resposta imune Thl ndo ser suficiente para
interromper a infec¢do pela Leishmania braziliensis, o controle da doenca dependera de uma
interacdo complexa entre diversos tipos celulares, citocinas, quimiocinas e outras moléculas
(Carvalho, Bacellar, et al., 2022), incluindo linfocitos CD4+ ¢ CD8+, células natural killer
(NK), macrofagos e, em menor frequéncia, neutrofilos e linfocitos B (Carneiro et al., 2016;

Carvalho, Bacellar, et al., 2022). Apesar da fungado antiparasitaria do perfil Th1 ser fundamental
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para eliminar a L. braziliensis, sua ativagdo, com intensas respostas inflamatorias, danifica o
tecido e leva a formagao das lesdes tipicas da leishmaniose cutinea (Scott & Novais, 2016).

No estagio inicial da infec¢do por Leishmania braziliensis, manifesta-se a pequena
lesdao papular ndo ulcerada acompanhada de linfadenopatia satélite proeminente, constituindo a
fase denominada leishmaniose cutanea precoce (E-CL) (Paulo et al., 2002). Durante esta fase,
ocorre uma produgao inicial e moderada de citocinas tipicas do perfil Th1, como IFN-y e TNF-
a (Costa et al., 2018). Entre duas e quatro semanas depois, as respostas imunes do perfil Thl
sao positivamente reguladas, com aumento significativo nos niveis de IFN-y e TNF-q,
concomitante a expressao das quimiocinas CXCL-9 e CXCL-10, bem como das citocinas pro-
inflamatorias interleucina-1p (IL-1P) e interleucina-6 (IL-6) (Costa et al., 2018).

Ap6s a interacdo inicial com a L. braziliensis, as células apresentadoras de antigeno
(APCs) ativam os linfocitos T por contato direto e pela liberagdo de citocinas, como a
interleucina-12 (IL-12), que induz a diferenciagdo dos linfocitos T auxiliares virgens em
linfocitos T helper-1 (Thl), principais produtores de interferon-y (IFN-y) (Ribeiro-de-Jesus et
al., 1998). Células natural killer (NK) constituem outra fonte importante de producdo de IFN-
v, promovendo a diferenciacao dos linfocitos Thl e contribuindo para a resolugdo da infecgao
(Prajeeth et al., 2011). O IFN-y estimula fagdcitos, em especial os macrofagos, a produzir
espécies reativas de oxigénio (ROS) e o6xido nitrico (NO), que sdo os principais agentes
microbicidas contra a Leishmania (Varikuti et al., 2018; Volpedo et al., 2021). O 6xido nitrico
(NO) e o anion superoxido (O2-) sdo as principais moléculas liberadas por macrofagos durante
a explosdo respiratoria (Carneiro et al., 2016). Os amastigotas de Leishmania braziliensis
apresentam sensibilidade as espécies reativas de oxigénio (ROS), demonstrando maior
capacidade de sobrevivéncia e de replicagdo em condi¢des em que a producdo de ROS esta
ausente ou reduzida (Novais et al., 2014).

IFN-y, IL-12 e TNF-a sdo mediadores criticos na protecdo contra as infec¢des por
Leishmania (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998). Especificamente na leishmaniose cutanea causada
por Leishmania braziliensis (LC-Lb), observa-se uma resposta inflamatoria promovida por Th1
exagerada, com elevada produ¢ao de IFN-y e TNF-a, que contribui para o controle parasitario,
mas também esta associada a gravidade das lesdes cutaneas (Carneiro et al., 2016).

Estudos observacionais indicam que, nas fases iniciais da infec¢do por Leishmania
braziliensis, ha uma prevaléncia de baixos niveis de IFN-y, concomitante a elevagao da IL-10
circulante (Volpedo et al., 2021). Contudo, com a progressdo da infec¢do, hd uma inversao
desse perfil, caracterizada pela diminui¢do dos niveis de IL-10 e pelo aumento das

concentracdes de IFN-y, independentemente da forma clinica manifestada (Oliveira et al.,
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2014). Tal equilibrio entre citocinas anti-inflamatérias e pro-inflamatorias parece determinante
para a resolucdo efetiva das lesdes cutaneas localizadas. Gaze et al. (2006) sugerem que o
aumento simultaneo de IL-10 e do fator de necrose tumoral o (TNF-o) nas células
mononucleares do sangue periférico estabelece um mecanismo regulatéorio que nao apenas
contribui para o controle do parasita, mas também limita a imunopatologia associada a resposta
imune exacerbada.

A permanéncia do parasito nas c€lulas fagocitarias e nas lesdes pode favorecer a
hipersensibilidade tardia (Delayed-Type Hypersensitivity - DTH) na leishmaniose cutanea
(Llanos-Cuentas et al., 1984; Saidi et al., 2023). Especialmente na infeccdo por Leishmania
braziliensis, caracteriza-se por uma resposta imunologica celular mediada por linfécitos T, que
geralmente ocorre entre 24 e 72 horas apds a exposicdo ao antigeno da Leishmania (Llanos-
Cuentas et al., 1984). Esta resposta envolve a producdo de citocinas pro-inflamatorias, como
IFN-y e TNF-0, que ativam macrofagos para eliminar parasitos intracelulares (Carvalho,
Bacellar, et al., 2022). Na infeccdo por L. braziliensis, o teste de hipersensibilidade tardia,
comumente realizado como teste cutdneo com antigenos da Leishmania, € positivo na maioria
dos pacientes que desenvolvem formas clinicas tipicas da doenga (Guimaraes et al., 2024). A
intensidade dessa reacdo estd correlacionada a capacidade do hospedeiro de montar uma
resposta imune Thl eficaz, associada a cura da lesdo cutanea (Guimaraes et al., 2024).

Além disso, individuos com resposta DTH positiva, mas sem lesdes clinicas
evidentes, podem apresentar infec¢des subclinicas, o que reflete um equilibrio entre o parasita
e o sistema imune do hospedeiro (Carvalho et al., 2022). A auséncia ou diminui¢do da resposta
DTH esté associada a formas mais graves da doenca, como a leishmaniose difusa, caracterizada

pela disseminagdo do parasita e pela auséncia de resposta celular eficaz.

1.6 O perfil de resposta imune Th2

Enquanto a resposta Thl polarizada estd associada a resolucao da leishmaniose
cutanea, uma resposta imune polarizada Th2, caracterizada pela producdo de IL-4, IL-13 e IL-
10, estd correlacionada a suscetibilidade e persisténcia da doenga (Ribeiro-de-Jesus et al.,
1998). Essas citocinas, em conjunto com TGF-B, suprimem as respostas imunes protetoras e
contribuem para a progressao da doenca (Prajeeth et al., 2011). Por outro lado, quando ha
equilibrio com os processos do perfil Thl, as respostas Th2 promovem a regulagdo da resposta
inflamatoria, reduzindo as sequelas da inflamagdo e favorecendo a cicatrizagdo das lesdes

cutaneas (Volpedo et al., 2021).



27

As citocinas expressas no perfil imune do tipo Th2 s3o responsaveis pela
cicatrizac¢do das lesdes. A IL-10 pode suprimir os efeitos do IFN-y, que, em niveis elevados,
pode causar danos teciduais durante a doenga (Rocha et al., 1999). As citocinas interleucina-4
(IL-4) e interleucina-13 (IL-13) promovem a indugdo da arginase-1 (Arg-1) em macréfagos,
uma enzima caracteristica do perfil Th2, que desempenha papel fundamental na reparacao
tecidual (El Kasmi et al., 2008).

A persisténcia de baixos niveis de parasitos de Leishmania na derme apds a
resolucao das lesdes ¢ atribuida a supressao da imunidade adquirida, mediada pela IL-10, por
uma subpopulagdo de células Th1 CD4+CD25- Foxp3-, que apresenta produgdo tanto de IL-10
quanto de IFN-y (Anderson et al., 2008). A existéncia residual da Leishmania, favorecida pelos
processos Th2, sustenta a manutencao de linfocitos T de memoria especificos para Leishmania,
essenciais para a imunidade continua (Peters et al., 2014). Embora a resposta Thl também
promova a geracgao de linfocitos T de memoria, com capacidade protetora mesmo na auséncia
dos parasitos (Colpitts et al., 2009). O papel dos linfocitos T CD8+ na resposta imune
secundaria permanece discutivel, com evidéncias que apontam sua importancia no controle de
uma possivel reinfeccao por Leishmania, enquanto outros estudos indicam um papel secundario
durante a reinfeccdo (Scott & Novais, 2016). Portanto, a imunidade na reinfeccdo ¢
predominantemente mediada por linfocitos T CD4+ na leishmaniose cutianea localizada

(Novais et al., 2014; Scott & Novais, 2016).

1.7 O perfil da resposta imune Th17

Os linfocitos Th17 constituem um subconjunto especifico de linfocitos T CD4+,
identificados inicialmente por Harrington et al. (2005). Segundo estes autores, os linfocitos
Th17 sdo gerados em resposta a estimulacdo por IL-23, em conjunto com outras citocinas, em
linfécitos CD4+ virgens, apresentando um programa de desenvolvimento distinto daquele
observado nos linfocitos Thl e Th2 (Harrington et al., 2005). As células dendriticas (DC)
participam da diferenciacdo dos linfocitos virgens em Th17 via IL-23. Quando as DCs sao
estimuladas por células apoptoticas infectadas por Leishmania, liberam TGF-f, IL-6 e 1L-23
(Morales-Primo et al., 2024; Torchinsky et al., 2009). Essa liberacdo combinada dessas
citocinas induz a secregao de IL-17, promovendo a diferenciagdo das células Th17 e a resposta
imune inflamatdria associada (Morales-Primo et al., 2024). A diferenciacdo da linhagem Th17
¢ inibida quando as células CD4+ virgens sdo expostas a [IFN-y e IL-4, citocinas produzidas nas

respostas Th1l e Th2, respectivamente, durante a leishmaniose cutanea (Morales-Primo et al.,
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2024). Tal inibicdo sugere mecanismos de regulacdo cruzada entre esses subconjuntos de
linfocitos T e suas respectivas citocinas.

Os linfocitos Th17 também sdo responsaveis pela producao de IL-21 e IL-22
(Guglani & Khader, 2010). A IL-21 atua na diferenciagdo, na funcao e na regulagdo tanto das
células do sistema imune inato quanto do sistema adaptativo (Spolski & Leonard, 2014). A IL-
22 atua na regeneracdo tecidual ao inibir a apoptose das células epiteliais e promover sua
proliferagdao (Dudakov et al., 2015).

A IL-17, produzida principalmente por células Th17, promove a migragdo ¢ a
ativacdo de neutrdfilos e macrofagos para o sitio da infeccdo por Leishmania, facilitando a
eliminagdo dos parasitos nas fases iniciais da doenga (Volpedo et al., 2021). Além disso,
Gonzalez et al. (2020) sugerem que a atividade dos linfocitos Th17 contribui para o controle da
Leishmania através da ativagao do inflamasoma NLRP3.

Morales-Primo et al. (2024) sintetizam as principais fun¢des dos linfocitos Th17 na
leishmaniose em trés pontos: (1) participam da quimiotaxia de neutréfilos e macrofagos, através
das quimiocinas CXCLS8 e da IL-1; (2) ativam células citotoxicas (NK e CD8+) e a secre¢do de
citocinas pro-inflamatorias e (3) regulam por feedback negativo entre a ativagao de linfocitos
T reguladores (Tregs), por TNF-a, e a inibi¢do dos linfocitos Th17, por IL-10.

Os resultados de diversos estudos descrevem um cenario em que uma resposta
descompensada dos linfocitos Th17, durante as fases mais avangadas da leishmaniose, pode
provocar o recrutamento de macréfagos e a subsequente polarizagdo destes no fendtipo M2,
alinhados ao perfil imune Th2 (Bacellar et al., 2009; Shen et al., 2018). Estes macrofagos
recrutados, em conjunto com os neutréfilos, podem ser infectados, piorando a situacdo do

paciente ao prolongar a infeccao (Morales-Primo et al., 2024).

1.8 Linfocitos T reguladores na leishmaniose cutinea

Os linfocitos T reguladores (T regs) representam uma subpopulagdo especializada
caracterizada pela expressdo dos marcadores CD4+, CD25+ e Foxp3+, cuja principal funcdo ¢
modular negativamente a ativag@o e as funcdes efetoras de multiplos tipos celulares do sistema
imune, promovendo a manutencdo da homeostase imunologica e a tolerancia periférica aos
autoantigenos, prevenindo respostas autoimunes e danos teciduais (Zhu & Paul, 2008). Durante
a leishmaniose cutanea, os linfocitos T reguladores (Tregs) desempenham papel na modulacao
das respostas imunes, evitando reagdes prejudiciais, especialmente contra autoantigenos;

porém, seu efeito também pode resultar na supressdo de respostas imunes benéficas ao
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hospedeiro (Dubie & Mohammed, 2020). Essas células secretam citocinas regulatorias, dentre
as quais destacam-se o TGF-f e a IL-10, que atuam diretamente sobre macrofagos e células
dendriticas para atenuar a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios (Santos et al., 2013). A
existéncia de linfocitos T reguladores (Tregs) nos tecidos infectados pode ser uma resposta
imune do hospedeiro para manter o equilibrio no controle da infec¢do por Leishmania e reduzir
a inflamagdo excessiva, o que, paralelamente, favorece a sobrevivéncia do parasito (Saidi et al.,
2023). Tal mecanismo de feedback negativo contribui para o equilibrio entre sinais pro e anti-
inflamatoérios, sendo determinante para o controle da imunopatologia e para a preservagao
tecidual no sitio de infec¢do por Leishmania (Morales-Primo et al., 2024; Santos et al., 2013).
Os linfécitos T reguladores podem atuar em paralelo ao contexto Th2, inibindo os
linfocitos Th17 por meio da producao de IL-10 (Saidi et al., 2023). Em conjunto com o TGF-
B, a IL-10 controla expressoes elevadas de TNF-a e IL-17, permitindo a regeneragdo do tecido

danificado durante a inflamagao (Goncalves de Albuquerque et al., 2019).

1.9 O papel das citocinas e quimiocinas na leishmaniose cutinea

A patogénese da leishmaniose cutdnea decorre da interacdo complexa entre as
células do sistema imunologico do hospedeiro e suas respectivas citocinas, € o parasito,
determinando o curso clinico da infec¢do, seja em dire¢do a resolucdo ou a progressao da
doenca (Figura 3) (Maspi et al., 2016). Durante a infeccdo, as citocinas podem ser classificadas
como anti-leishmania ou pro-leishmania, dependendo de seus papéis na progressdo da

leishmaniose (Mirzaei et al., 2021).
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Figura 3 — Atuacdo das citocinas nos perfis imunes Thl e Th2 durante a leishmaniose
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Fonte: Adaptado de Maspi et al. (2016).

Legenda: a figura apresenta os caminhos imunoldgicos das citocinas envolvidas na patogénese da leishmaniose cutanea,
que participam da diferencia¢@o dos subconjuntos de linfocitos T CD4+ em fendtipos Thl, Th2, T reg e Th17. A entrada
do parasito na forma promastigota estimula as células apresentadoras de antigeno, como macrofagos e células dendriticas,
a produzirem citocinas pro-inflamatorias, entre as quais se destaca a IL-12, que direciona a diferenciacao dos linfocitos T
virgens (ThO) para o fendtipo Thl, que promove a produgio de interferon-y (IFN-y). As células Natural Killer (NK) também
sdo estimuladas a produzir IFN-y. Este ultimo ativa os macréfagos para a produg@o de dxido nitrico (NO), essencial para a
eliminagdo do parasita. Em contrapartida, citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-4, produzidas por linfécitos CD4 e outros
tipos celulares (eosinodfilos, mastocitos, basofilos), direcionam a diferenciagdo de ThO para Th2, suprimindo a atividade
microbicida dos macréfagos por meio de citocinas como TGF-fB, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-6, entre outras. A
desregulagdo, com superproducdo de citocinas inflamatorias, conduz ao agravamento do dano aos tecidos. Citocinas como
o TGF-B e o IL-27, secretadas por macrofagos e células dendriticas, promovem a ativagdo de linfocitos T reguladores
(Treg), que produzem IL-10 para suprimir a liberacdo de mediadores inflamatorios, estabelecendo, assim, a regulacdo da
inflamagdo e controlando a destrui¢@o dos tecidos infectados.

A resposta imune do tipo Th1 (mediada por linfocitos T helper do subtipo 1) cria o
cendario antileishmanial, caracterizado por uma resposta pré-inflamatoria intensa que inclui o
aumento da produ¢do de citocinas como TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-2, IL-8, IL-12,IL-15, IL-17,
IL-18 e IL-23a, juntamente com a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), granzima B
e a intensifica¢do da atividade fagocitaria; processos necessarios para o controle da infecgao
por Leishmania (de Araujo et al., 2021; Mirzaei et al., 2021; Saidi et al., 2023). Por outro lado,
a ativacgdo exacerbada do perfil Thl leva a uma inflamacao intensa, promovendo a ativacao € o
recrutamento continuos de células imunes no tecido afetado, liberando enzimas, espécies
reativas de oxigénio e outros mediadores toxicos que, além de combater o patogeno, agridem

as células e o tecido humano (Maspi et al., 2016). As lesdes na pele da leishmaniose cutanea
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sdo uma das consequéncias da ativagdo intensa do perfil Thl (Martinez-Valencia et al., 2017).
Assim, a resposta imune desregulada, embora destinada a eliminar o parasita, pode causar
destruicao e prejuizo funcional nos tecidos, agravando a forma clinica da leishmaniose cutanea.

O contexto pro-leishmania decorre da resposta imune predominantemente do tipo
Th2 (mediada por linfocitos T helper do tipo 2) com fungdo anti-inflamatéria (reguladora),
marcada pela expressdo aumentada das citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, IL-10 e do fator de
crescimento transformador B (TGF-B), que contribui para a proliferagdo intracelular da
Leishmania e, consequentemente, para a progressao patologica da leishmaniose (de Araujo et
al., 2021; Gonzalez et al., 2010). A polarizagdo da resposta imune mediada por linfocitos T,
direcionada para um perfil Thl pré-inflamatoério ou Th2 anti-inflamatorio, ¢ determinada
predominantemente pelas interacdes e comportamentos dos macrofagos e neutrofilos, bem
como pelos perfis especificos de citocinas e quimiocinas que produzem (Tomiotto-Pellissier et
al., 2018).

A recuperacao das lesdes cutineas na leishmaniose depende do equilibrio dinamico
entre as diferentes citocinas dos processos Thl e Th2. As lesdes observadas em individuos
infectados por Leishmania braziliensis correlacionam-se com uma inflamagao intensa na pele,
pois a infecgdo por esta espécie desencadeia uma resposta imune tipica Thl significativa (Saidi
etal., 2023). A geracao de mediadores pro-inflamatérios em resposta a infeccao por Leishmania
braziliensis constitui o principal fator responsavel pelo dano tecidual clinicamente identificado
(Saidi et al., 2023).

A preponderancia do perfil de resposta Thl ou do Th2 direciona o desfecho
esperado na leishmaniose. Caso o perfil Thl seja dominante, ocorrem a eliminagdo do parasito
e a cicatrizagdo das lesdes (Stafford et al., 2002). Caso o perfil de resposta imune Th2 seja o
mais atuante, o parasito continuara no organismo, que terd melhores condig¢des para evadir as
tentativas de controle por parte dos macrofagos, mantendo as lesoes (Stafford et al., 2002).

Investigagdes prévias (de Araujo et al., 2021) evidenciaram que as quimiocinas €
seus respectivos receptores desempenham um papel fundamental na regulagao da migragao e
da interag@o dos linfocitos T com suas células parceiras, processos indispensaveis para o inicio
eficiente das respostas imunes Thl ou do tipo Th2 na leishmaniose cutdnea. O processo de
migracao de linfocitos T, tanto virgens quanto de memoria, para tecidos periféricos € regulado
por um complexo sistema de moléculas de adesao e receptores de quimiocinas, que coordenam
o posicionamento celular e facilitam a resposta imune adaptativa no local da infec¢do por

Leishmania (Diaz et al., 2013).
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1.9.1 Citocinas que favorecem a resisténcia e controle na leishmaniose Cutinea

1.9.1.1 Fator de necrose tumoral o. (TNF-o)

O TNF-a ¢ expresso por macréfagos, linfocitos T e outros tipos celulares presentes
no infiltrado inflamatoério das lesdes na leishmaniose cutanea. Sua produgdo ¢ estimulada por
citocinas pré-inflamatérias, como o interferon-y (IFN-y), secretado por linfocitos T ativados
(Melby et al., 1994), incluindo os linfocitos T CD8+ (Dubie & Mohammed, 2020). Essa
citocina pro-inflamatdria desempenha um papel central na defesa do hospedeiro, ajudando a
ativar macrofagos para eliminar parasitos e a estimula-los a produzir ROS (Melby et al., 1994;
Volpedo et al., 2021). No entanto, niveis excessivos e desregulados de TNF-a podem contribuir
para a inflamag¢do exacerbada e para a lesdo tecidual associada a patogénese da doenga (Saidi
et al., 2023). Estudos comparativos indicam que a produg¢do de TNF-a ¢ mais elevada em
sobrenadantes de biopsias de lesdes do que em PBMCs estimulados, sugerindo que a regido da

lesdo apresenta um perfil inflamatério mais intenso do que o do sistema (Bonyek-Silva et al.,

2020).

1.9.1.2 Interferon-y (IFN-y)

O IFN-y ¢ uma das principais citocinas associadas a elimina¢ao da Leishmania e na
infeccdo por L. braziliensis, ela ¢ significativamente produzida (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998).
O IFN-y ¢ secretado principalmente pelos linfocitos T CD4+, no contexto do perfil imune Thl,
e ¢ responsavel pela ativagdo dos macrdéfagos, que, por sua vez, controlardo a infecgcdo por
Leishmania (Scott & Novais, 2016). A produgdo de IFN-y também ocorre em células natural
killer (NK) e linfocitos T CD8+ (Carvalho, Viana, et al., 2022). Em especial, o IFN-y também
participa da ativagdo dos macrofagos M1, que sdo pro-inflamatorios e possuem capacidade
microbicida para eliminar a Leishmania por meio de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Lima
et al., 2023; Scott & Novais, 2016).

Apesar da importancia do IFN-y no controle da multiplicacdo parasitaria, este
também pode contribuir para a patogénese da doenca, possivelmente por induzir a citocina pro-
inflamatéria TNF-a (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998). Ribeiro-de-Jesus et al. (1998) reportaram
que, em pacientes com leishmaniose cutanea no estdgio inicial da infeccdo (menos de 60 dias),
houve reducdo na produ¢do de IFN-y e aumento na produ¢do de interleucina-10 (IL-10) em

comparag¢ao com aqueles com duragao da doenga superior a dois meses. A ativacao exacerbada
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do TNF-a tem sido associada ao dano tecidual caracteristico da leishmaniose tegumentar, sendo
particularmente elevada nas formas cutdneas e mucosas graves da doenca (Scott & Novais,
2016).

Segundo Costa et al. (2015), a resposta citolitica (a¢des de células do sistema imune
destruindo células-alvo) mediada pelos linfocitos T CD8+ desempenha papel determinante nas
lesdes observadas em pacientes infectados por Leishmania braziliensis. A secre¢do de
interferon-y (IFN-y) por essas células ativa os macrofagos, promovendo a eliminagdao do
parasita (Costa et al., 2015). Entretanto, quando predominam caracteristicas citoliticas, observa-
se a persisténcia de lesdes cutaneas agressivas, o que indica uma associagdo entre o perfil
funcional dos linfocitos T CD8+ e a severidade da patologia (Costa et al., 2015). A presenga do
IFN-y pode ir além da area da lesdo; Amorim et al. (2021) relataram que a inflamagao cutanea
localizada induz uma assinatura sistémica de genes estimulados por interferon (ISGs) detectavel
no sangue periférico de pacientes, sugerindo que a ativa¢ao por IFN-y também ocorre fora da

lesao.

1.9.1.3 Interleucina-1p (IL-1p)

A interleucina-1f € uma citocina pro-inflamatoria produzida principalmente por
macrofagos ativados, mas também por mondcitos, células dendriticas e fibroblastos (Costa &
Carvalho, 2017). Elevados niveis de IL-1P estdo associados a lesdes graves na leishmaniose
cutinea (Saidi et al., 2023). A IL-1p intermedia processos como a vasodilatagdo, a ativacao do
endotélio vascular e o aumento da expressao de moléculas de adesao (Lima et al., 2023; Saidi
et al., 2023). Esses eventos potencializam a capacidade dos neutrofilos de promover uma

inflamacdo exacerbada, resultando em dano tecidual significativo (Lima et al., 2023).

1.9.1.4 Interleucina-12 (IL-12)

A célula dendritica derivada de mondcitos constitui uma importante fonte de IL-12
(Scott & Novais, 2016). A IL-12 participa da indugdo da resposta imunolédgica do tipos Thl e
Th17 contra espécies do género Leishmania (Scott & Novais, 2016; Souza et al., 2012). Ela ¢
a principal responséavel por estimular a produ¢do de IFN-y pelas células NK e pelos linfocitos
T CD4+ e CD8+ (Volpedo et al., 2021).

Na infec¢do por L. major, a IL-12 atua na diferenciacdo de células Thl na

leishmaniose cutanea, promovendo a producao de IFN-y (Dhari et al., 2024). Sua auséncia leva
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a respostas Th2, aumentando a suscetibilidade e resultando em lesdes cutineas progressivas e
invasdo visceral (Maspi et al., 2016). Nesta condi¢do, Dhari et al. (2024) observaram aumento

da IL-12 (198,0 + 35,2 pg/mL) entre os pacientes em comparagao com os controles.

1.9.1.5 Interleucina-17 (IL-17)

A IL-17 é produzida por linfécitos Th17 (Morales-Primo et al., 2024). Esta citocina
tem capacidade de recrutamento de neutrofilos e macréfagos, participando tanto do controle de
parasitos intracelulares quanto da promocgao do dano tecidual (Lima et al., 2023; Volpedo et al.,
2021). Pacientes com leishmaniose cutanea demonstram aumento na producgdo de IL-17 por
c¢lulas mononucleares periféricas, em comparacdo a individuos saudadveis (Oliveira et al.,
2014). Em infecgdes por Leishmania braziliensis, a produgdo de IL-17 e do TNF-a ¢ regulada
negativamente pela IL-10 e pelo TGF-B, que, quando ocorre de forma parcimoniosa, contribui
para a regulagdo da inflamacao e para a prevengao da destrui¢do tecidual (Oliveira et al., 2014).

A IL-17 interfere em varios processos envolvidos nos macréfagos durante uma
infeccdo. Ela induz a ativacdo alternativa de macrofagos M2, cuja atuagdo tem sido associada
a forma difusa da leishmaniose cutanea (Shen et al., 2018). Bacellar et al. (2009) identificaram
que pacientes infectados por L. braziliensis apresentam producao elevada de IL-17, cuja
intensidade est4 positivamente correlacionada com a magnitude do infiltrado celular nas lesdes
cutaneas, indicando um papel significativo dessa citocina na resposta imune local. Souza et al.
(2012), de forma semelhante, reportaram que a produgdo aumentada de IL-17 em pacientes
infectados por L. braziliensis apresentava associagdo significativa entre a magnitude do

infiltrado celular e os niveis elevados de 1L-17.

1.9.1.6 Interleucina-23 (IL-23)

Em conjunto com outras citocinas, participa da ativacao de linfocitos T CD4 virgens
para que se tornem linfocitos Th17, capazes de produzir IL-17 (Harrington et al., 2005). Estudo
com pacientes com leishmaniose cutdnea por L. major encontrou niveis mais elevados de IL-
23 nos sujeitos saudaveis do que nos pacientes (Ghazanfari et al., 2022). Por outro lado,
Rodrigues et al. (2023) encontraram niveis elevados em pacientes com leishmaniose difusa e
mucocutanea causada por L. braziliensis. Os autores de ambos os estudos afirmam que sdo

necessarias mais pesquisas para compreender a participacdo da IL-23 na leishmaniose.
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1.9.1.7 Interleucina-32 (IL-32)

A IL-32 ¢ uma citocina produzida por células do sistema imune, mas também pode
ser expressa por células ndo imunes, como as epiteliais e endoteliais (Bai et al., 2015). Ela
desempenha duas func¢des na infec¢do por Leishmania, atuando tanto na prote¢do contra o
parasito quanto na regulacdo da resposta inflamatoria (Mirzaei et al., 2021; Ribeiro-Dias &
Oliveira, 2022).

As lesdes da leishmaniose cutanea apresentam elevada expressao de IL-32 (Galdino
et al., 2014). Essa presenca foi relatada como associada a expressao de TNF-a, o que sugere
uma funcao reguladora da IL-32 sobre o TNF-a durante a infec¢do por L. braziliensis (Mirzaei
et al., 2021). No entanto, o seu papel como indutor de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-8) e
a sua correlacdo com perfis Thl e Th17 nas lesdes sugerem que, a0 promover uma agao
inflamatoria intensa, ela também contribui indiretamente para a exacerbagdo da resposta
inflamatoria e, potencialmente, para a patologia tecidual, que ¢ uma marca da LC por L.
braziliensis

A introdug¢do de L. braziliensis, na forma amastigota, induziu a expressdao de mRNA
de IL-32y nos PBMCs de sujeitos saudaveis apos 24 h de incubagdo (Dos Santos et al., 2020;
Galdino et al., 2014). Indicando que a IL-32g ¢ produzida nos primeiros momentos da interagao
entre as células imunes e o parasito (Ribeiro-Dias & Oliveira, 2022). Na auséncia de IL-32y, o
indice de infeccdo aumenta, o que se deveu a niveis reduzidos de iNOS/NO (6xido nitrico) e de
peptideos antimicrobianos (B-defensina-2 e catelicidina) (Ribeiro-Dias & Oliveira, 2022). Estas
espécies reativas de oxigénio (ROS) e os peptideos antimicrobianos sao relatados como capazes

de neutralizar a Leishmania (Ribeiro-Dias & Oliveira, 2022).

1.9.1.8 Interleucina-22 (IL-22)

Na leishmaniose cutdnea, a interleucina-22 (IL-22) est4 associada ao perfil imune
do tipo Th17; por isso, a incluimos neste topico sobre as citocinas que controlam a infecgao.
Mas essa localizagdo ndo € inteiramente precisa, pois a IL-22 participa, sim, da resposta imune
inflamatéria, mas € mais conhecida por seu papel modulador na lesdo tecidual. Embora a IL-22
possa atuar, em certos contextos, como uma citocina inflamatoria, na literatura sobre
leishmaniose cutanea, ela ¢ especialmente importante para a protecao contra danos teciduais e
para a promogao da cicatrizagdo, regulando a expressao de queratinas envolvidas na migragao

e na diferenciagdo de queratinocitos (Gimblet et al., 2015). A auséncia de IL-22 est4 relacionada
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ao agravamento dos sintomas, ndo por piorar a infeccdo por meio de um aumento da carga

parasitaria, mas sim por prejudicar a reparacao tecidual (Gimblet et al., 2015; Pitta et al., 2009).

1.9.2  Citocinas que favorecem a progressao da leishmaniose cutinea

1.9.2.1 Interleucina-4 (IL-4)

A IL-4 ¢ a principal citocina expressa pelos linfocitos T CD4+ Th2 (Carvalho,
Bacellar, et al., 2022). Segundo Manamperi et al. (2017), a maioria das lesdes sem recuperagao
na leishmaniose cutinea apresenta altos niveis de IL-4; o contrdrio ocorre nas lesdes
cicatrizadas, que apresentam marcadores do perfil Thl. Na leishmaniose cutanea causada por
L. major, Dhari et al. (2024) encontraram uma redu¢do no nivel de IL-4 dos pacientes (15,5
pg/mL + 1,5) em comparacao com o nivel do grupo controle (46,3 pg/mL £ 5,7). A IL-4 exerce
um papel regulador negativo na resposta imune, ao suprimir a produ¢do de IFN-y ¢ inibir a
diferenciagdo dos linfécitos Th1, modulando, assim, o perfil imunoldgico durante a resposta a
Leishmania (Castellano et al., 2009).

A formacao de macrofagos M2 ¢ estimulada pela IL-4 (Silva, 2024). Os macrofagos
do tipo M2, associados ao perfil Th2, apresentam um fendtipo permissivo que favorece a

sobrevivéncia e a multiplicacdo de L. braziliensis (Mosser & Edwards, 2008).

1.9.2.2 Interleucina-10 (IL-10)

A interleucina-10 pode ser produzida por macréfagos M2, linfocitos Treg,
linfocitos B, células dendriticas e outras células do sistema imune (Nylen & Sacks, 2007; Silva,
2024). Ela exerce efeito imunossupressor ao inibir a ativagcao de macréfagos induzida pelo IFN-
v (Castellano et al., 2009). Minimizando as consequéncias negativas do processo inflamatério
ou comprometendo a atividade leishmanicida dessas células, podendo influenciar
negativamente o controle da infec¢do (Volpedo et al., 2021). J. M. D. Silva et al. (2024)
relataram que lesdes com recuperacdo lenta apresentaram niveis elevados de IL-10, associados
a maior frequéncia de macrofagos M2. Nascimento et al. (2021) interviram em células de
pacientes com LC aumentando a producao de IL-10. Isso implicou na redugdo de citocinas
inflamatorias (TNF-a, IL-1B) e na diminuicdo do dano tecidual, sem comprometimento da
capacidade de controle parasitario. Na leishmaniose cutanea causada por L. major, Dhari et al.

(2024) relataram uma redu¢do ndo significativa da IL-10 entre os pacientes. Estes achados
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sugerem que a producdo de IL-10 pode favorecer a persisténcia parasitiria e retardar a
cicatriza¢do, ou beneficiar o paciente ao reduzir os danos causados por uma inflamagao

exacerbada.

1.9.2.3 Fator de Crescimento Transformador f (TGF-f5)

O TGF-B ¢ uma citocina pleiotropica, com multiplas fun¢des biologicas, atuando
no remodelamento tecidual, na deposicdo da matriz extracelular, na regulagdo do processo
inflamatorio e na modulagdo da proliferagdo celular durante a cicatrizagdo de feridas (Barik et
al., 2025). Ao longo da doenca, o TGF-f atua na recuperacao das lesoes, suprime as agdes das
células Thl e desativa os macréfagos que controlam a Leishmania. O TGF-3 pode ser produzido
principalmente por macréfagos M2 (Silva, 2024) e por linfocitos Treg (Maspi et al., 2016).
Macroéfagos hospedeiros de Leishmania na forma amastigota, por manipulagdo, também podem
produzir TGF-f, gerando um microambiente imunossupressor (Barik et al., 2025).

O TGF-B, em conjunto com a IL-10, desativa os macrofagos, tornando-os
resistentes a ativacdo mediada pelo IFN-y (Komai et al., 2018). Tal evento regula negativamente
a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias (por exemplo, TNF-a, IL-12) e reduz a geragdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio com atividade leishmanicida. Além disso, promove
a polarizacdo dos macrofagos do fenotipo pro-inflamatério M1 para o fendtipo anti-
inflamatorio M2, o que, embora auxilie na reparagdo tecidual, diminui a capacidade do
hospedeiro de eliminar o parasita (Barik et al., 2025). Na leishmaniose cutanea, o TGF-3
participa ainda da diferenciagdo de linfécitos CD4+ virgens em Th17 (Bettelli et al., 2007;
Kleinewietfeld & Hafler, 2013). Segundo Novais et al. (2017), espera-se que, nos locais de

infecgdo por Leishmania, haja uma produgdo aumentada de TGF-p.

1.9.3  Quimiocinas em cendrios pro e anti-leishmaniose

As citocinas atuam simultaneamente nos sistemas Th1l e Th2 (Figura 4), podendo
auxiliar ou dificultar a remissdo da infeccdo (Quadro 1). A quimiocina CCL2 recruta
macrofagos dérmicos durante a infec¢ao por Leishmania, facilitando a eliminagao dos parasitos
por meio da ativacdo e da estimulagdo funcional dessas células (Ritter et al., 1996).
Paralelamente, a producdo aumentada de quimiocinas, como CXCL9, em conjunto com CCL2,

CXCLS8 e o fator de necrose tumoral o (TNF-a), promove a migracdo de mondcitos e de
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linfocitos Th1, contribuindo significativamente para a resposta inflamatoria e para a patologia

associada a infec¢do por Leishmania braziliensis (de Araujo et al., 2021).

Figura 4 — Dinamica da atuagdo das quimiocinas e seus receptores durante a leishmaniose

tegumentar.
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Fonte: Adaptado de de Araujo et al. (2021, p. 2). Legenda: A figura sintetiza a atuagdo das principais quimiocinas na interagdo
das células do sistema imune com o parasito da leishmania, durante a patogénese da leishmaniose tegumentar. A chegada do
parasito através da pele induz a produg@o localizada de quimiocinas, incluindo CCL2, CXCL8 e CXCL10, por macréfagos
residentes e queratindcitos, promovendo o recrutamento inicial de neutroéfilos e células dendriticas (DC). A quimiocina CCL2
atua na eliminagdo do parasito ao atrair linfocitos T e células natural killer (NK), estimulando a atividade antileishmania
mediada por macrofagos. Linfocitos Thl expressando CXCR3 e produzindo Interferon-y (IFN-y) migram ao sitio da infeccéo
em resposta as quimiocinas CXCL9 e CXCL10, atuando na reducao do parasito. A regulagio positiva do receptor CCR7 conduz
a migracao das células dendriticas para os linfonodos, enquanto a produgio das quimiocinas CCL19 e CCL21 por fibroblastos
reticulares favorece o recrutamento adicional de células dendriticas e células de Langerhans. O receptor CCRS ¢ crucial para o
direcionamento dos linfocitos T reguladores CD4+CD25+ para o local infectado, contribuindo para a manutengao da infecgao
e para a sobrevivéncia prolongada do parasito.
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Quadro 1 - Atuagdo bioldgica das quimiocinas durante a infec¢do por L. braziliensis em

hospedeiros humanos.

Quimiocinas Acdo imune durante a infec¢do por Leishmania braziliensis

CCL2 Contribui para a exacerbagdo da leishmaniose mucocutinea ao promover o recrutamento direto
de monocitos ao sitio da infeccdo, intensificando a resposta inflamatoria local e a progressao da
doenga (Christensen et al., 2019). Mais especificamente, a CCL2 media a ativacdo dos
macrofagos para a liberagdo de NO, e consequente eliminag@o da leishmania (Brandonisio et al.,

2002).

CCL4, CXCL10 Diretamente associado a intensificacdo da gravidade clinica da doenga ¢ ao dano tecidual
observado em pacientes, a0 promover o aumento no recrutamento de células imunes envolvidas

nas respostas inflamatorias ¢ na patogénese da leishmaniose (Vargas-Inchaustegui et al., 2010).

CCL2, CCL5, CXCL10 O recrutamento e ativagdo de subpopulagdes especificas de leucdcitos no sitio da infec¢ao para

conter ¢ combater a progressao da leishmaniose (Costa-Silva et al., 2014).

CCL3 Produzida por neutro6filos logo apds o inicio da infecgdo pela Leishmania. Atua no recrutamento

de macrofagos e células dendriticas para o local da infeccdo (Dubie & Mohammed, 2020).

CCL7, CCL17, CCR4 Recrutamento preferencial de linfocitos T reguladores durante a fase tardia da leishmaniose
cutanea localizada (LCL), contribuindo para o equilibrio entre controle da infec¢@o e limitagdo

da inflamag@o tecidual (Campanelli et al., 2010).

CXCL8 Recrutamento de mondcitos e linfocitos T (Giudice et al., 2012).
CXCL9 Observada principalmente no perfil Thl (Oghumu et al., 2010). Produzida em alta quantidade
durante a infeccdo pela L. braziliensis (Giudice et al., 2012; Muniz et al., 2016).

Fonte: Baseado em de Araujo et al. (2021, p. 4).

Taslimi et al. (2020) encontraram expressdes significativas de CCL2, CXCL9 e
CXCL10 nas lesdes de pacientes cronicos. Costa-Silva et al. (2014), ao avaliar a expressao
génica de citocinas e quimiocinas em pessoas com lesdes da leishmaniose cutanea, também
observaram elevada expressao de 1L-10, TGF-B1, IL-4, TNF, IFN-y, IL-12b, CCL2, CCL3,
CCLS e CXCLI10. Estes autores apontam a existéncia de um perfil misto entre Thl e Th2
ocorrendo simultaneamente para as quimiocinas (de Araujo et al., 2021).

Vargas-Inchaustegui et al. (2010) relataram que amostras séricas de pacientes
acometidos por leishmaniose tegumentar apresentaram niveis elevados das quimiocinas
CXCL10 e CCL4 (Diaz et al., 2013). Diaz et al. (2013) relataram que a resposta imune nas
lesdes de pacientes com leishmaniose cutinea apresenta significativa presenga de CXCL10, que
possibilita a atracdao de linfécitos T (perfil Thl) e a migragdo de células dendriticas para os

linfonodos.
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Em pacientes com LC, a CXCL10 geralmente ¢ elevada no local da lesdo cutanea
e no plasma, associada a resposta inflamatoria do tipo 1 (Thl) (de Araujo et al., 2021). Essa
quimiocina ¢ produzida por macréfagos, células dendriticas e queratindcitos na pele infectada
e contribui para a redugdo da carga parasitaria ao ativar a resposta imune (Vargas-Inchaustegui
et al., 2010). Valores elevados de CXCL10 também tém sido associados a intensa inflamagao
e dano tecidual, especialmente em formas mais severas da LC (Volpedo et al., 2021). Por outro
lado, individuos saudaveis podem apresentar niveis basais de CXCL10 no sangue acima de
zero, que, em alguns casos, podem ultrapassar temporariamente os niveis observados em
pacientes, especialmente se houver estimulos imunoldgicos transitdrios, como infecgdes virais
ou inflamagdes ndo relacionadas, que induzam fortemente a produgdo dessa quimiocina (de
Araujo et al., 2021).

A literatura aponta que as quimiocinas atuam no recrutamento de diferentes tipos
celulares para o local da infec¢do por Leishmania. Influenciando diretamente a polariza¢ao do
perfil imune, o resultado da infeccdo e a variabilidade do quadro clinico observado entre os

individuos acometidos.
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2 SINTESE E CONSISTENCIA DOS EXPERIMENTOS SOBRE AS
CITOCINAS NA LC-Lb

Segundo Thomas Kuhn, um campo cientifico pode ser considerado estabilizado
quando esta inserido no que denomina “ciéncia normal” (Mendonca & Videira, 2007). Esse
periodo ¢ caracterizado pela existéncia de um paradigma (principios centrais de um campo
cientifico) compartilhado e reconhecido por uma comunidade cientifica, o que gera estabilidade
e consenso quanto aos fundamentos, métodos, perguntas relevantes e formas legitimas de
solugdo de problemas. Nessa fase da “ciéncia normal”, os cientistas dirigem seus esforgos a
aprofundar e refinar o conhecimento ja estabelecido, sem questionar os principios basilares do
campo (Kuhn, 1975). Assim, a estabilizacdo ocorre quando hd homogeneidade metodologica e
regularidade nos achados, permitindo a pesquisa especializada e cumulativa até que anomalias
ndo solucionaveis conduzam a crises e, potencialmente, a uma revolugdo cientifica e a uma
mudanga de paradigma.

Esta tese apresenta a investigac¢do da existéncia de homogeneidade metodolodgica e
regularidade nos achados da literatura, a0 mesmo tempo em que realiza a sintese estatistica
desses achados por meio da técnica de meta-analise. Realizou-se ainda a avaliagdo da presenca
de viés nos métodos e resultados experimentais referentes ao conhecimento atual sobre a
regulagdo, por citocinas e quimiocinas, das células imunes em pacientes acometidos por
leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis. Apesar dos avangos significativos na
compreensdo da imunopatologia da LC causada por L. braziliensis, a literatura atual,
apresentada no capitulo 1, evidencia indicios de heterogeneidade metodoldgica substancial que
dificultam a interpretacdo integrada dos achados e a identificagdo de padrdes consistentes.

Sem a integracdo dos achados experimentais em um modelo explicativo coeso,
ficamos sem uma teoria valida para toda a comunidade cientifica. Os estudos sobre a regulagao
das células imunes em pacientes com LC, utilizam diferentes tipos de concentragdes para
amostras biologicas do PBMC e do extrato de lesdes, protocolos de estimulagdo antigénica
(antigeno soluvel de Leishmania braziliensis em diferentes quantidades, parasitos inteiros ou
lisados em diferentes quantidades, grupos controle com e sem auséncia de estimulagdo),
métodos de quantificacdo de citocinas com protocolos diferentes e definigdes de grupos
comparativos que divergem significativamente quanto a sus constituicdo a cada estudo
experimental. Por exemplo, ha estudos que estimulam a cultura do PBMC de pessoas saudaveis
com antigeno da L. braziliensis, enquanto outros ndo o fazem; mas ambos tém seus resultados

apresentados em artigos de revisao e capitulos de discussao, como se pudessem ser comparados.
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Acrescentemos a este cendrio diferentes protocolos de selecdo e randomizagdo de amostras, em
que, ou as amostras foram selecionadas por conveniéncia, ou ndo sabemos quase nada sobre
quem sao os participantes dos estudos ou como foram recrutados. Na revisao prévia da literatura
apresentada no capitulo anterior, identificamos varios artigos que ndo fornecem informagdes
sobre a amostra além do tamanho (n). Como se, por exemplo, a faixa etdria dos participantes
ndo fosse um fator importante a ser considerado nas analises imunoldgicas em seres humanos.

As diferengas entre protocolos experimentais podem dificultar a formacao de
consenso cientifico sobre a regulagao das células imunes. Por exemplo, Carvalho et al. (2021)
mediram IFN-y em pacientes com LST positivo para o antigeno da Leishmania. Neste estudo,
eles utilizaram o método ELISA para quantificar as citocinas, utilizaram uma concentragdo do
PBMC de 3 x 10° células/mL em placa de 24 pogos e estimularam com o Antigeno Soltivel da
Leishmania (SLA) (5 pg/mL) por 72 horas. Reis et al. (2009) também mediram IFN-y em
pacientes com LC por L. braziliensis, mas utilizando no protocolo uma concentragdo do PBMC
de 2 x 10° células/mL em placa de 96 e estimularam com 1,25 pg/mL de SLA por 120 horas.
Podemos comparar estes resultados com protocolos diferentes? E valido dizer que chegaram ao
mesmo resultado e, assim, temos consenso na literatura sobre o IFN-y? Nos capitulos de
discussdo de varios artigos sobre LC, encontramos comparagdes de resultados com outros
trabalhos que ndo comentam as diferencas entre os protocolos. Focando apenas nas conclusoes
dos estudos ao caracterizar a literatura sobre as citocinas na imunopatogénese da LC-Lb. Para
saber se os resultados entre estes e outros estudos sdo comparaveis, € preciso realizar uma
avaliacdo estatistica do impacto diferencial de cada protocolo sobre os resultados
experimentais. Isso € possivel por meio da andlise de heterogeneidade, de subgrupos e de
metarregressao. Estas sdo técnicas estatisticas utilizadas em uma meta-analise.

A validade cientifica dos estudos estd diretamente relacionada a adequagdo do
método empregado e a qualidade da andlise estatistica. Para determinar se a meta-analise aqui
realizada permite a obtencdo de uma sintese, investigamos se os estudos selecionados
apresentam baixo risco de vieses e de uso adequado da analise estatistica. Os vieses, como a
selecdo inadequada de participantes e a falta de padronizag@o nos critérios de inclusdo, podem
comprometer a validade dos resultados para a interpretagdo das intervengdes terapéuticas na
leishmaniose cutanea (Lopez-Carvajal et al., 2018). Vieses podem comprometer
significativamente a confiabilidade de estudos experimentais no campo da leishmaniose
cutinea, pois introduzem distor¢des sistematicas nos resultados e afetam tanto a validade
interna quanto a reprodutibilidade dos dados (Lopez-Carvajal et al., 2018). Em pesquisa

laboratorial, as principais fontes de viés abrangem trés dominios criticos: coleta e manuseio de
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amostras (incluindo selecdo adequada dos participantes, contemporaneidade das amostras e
controle de pareamento), métodos experimentais (abrangendo a correta validac¢ao das técnicas,
planejamento estatistico apropriado, uso de controles internos/externos e cegamento dos
avaliadores), e relato de resultados (claridade na quantificacdo dos dados, uso de testes
estatisticos adequados e transparéncia no compartilhamento dos dados brutos) (Fox et al., 2024;
Lopez-Carvajal et al., 2018).

Finalmente, embora evidéncias crescentes indiquem que o balango entre citocinas
pré e anti-inflamatodrias, mais do que os niveis absolutos de mediadores individuais, determina
o desfecho clinico, ndo ha, até o0 momento, uma sintese quantitativa sistematica que integre os
dados disponiveis para estimar a magnitude e a dire¢ao das associagdes entre perfis de citocinas.
Sendo este mais um argumento que reforga a relevancia deste estudo. A sintese quantitativa de
estudos existentes permitird alcangar o seguinte objetivo geral:

e [Estimar estatisticamente a magnitude das diferencas nos niveis de citocinas e
quimiocinas entre pacientes com leishmaniose cutidnea causada por L. braziliensis e
individuos saudaveis, utilizando dados experimentais obtidos in vitro a partir de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), apds reestimulagdo com o referido
parasito ou com o antigeno, conforme reportado na literatura indexada e revisada por

pares.

Em concomitancia, buscamos atingir os seguintes objetivos especificos:

e Identificar fontes de heterogeneidade entre estudos (protocolo de estimulagdo, método
de quantificacdo, caracteristicas da populagdo estudada etc.) que possam explicar
resultados dispares na literatura.

e Avaliar a qualidade metodoldgica e o risco de viés dos estudos disponiveis,
identificando limitacdes que devem ser consideradas na interpretacao dos achados e que
podem orientar o desenho de estudos futuros;

e Identificar os parametros dos protocolos experimentais que podem servir de referéncia
nas discussoes sobre padronizacao.

e Indicar medidas de tendéncia central (sintese estatistica) e de dispersdo (t) das
concentragdes de citocinas e quimiocinas relatadas na literatura, a fim de calcular o
tamanho amostral e garantir um poder estatistico adequado em futuros estudos

experimentais ou epidemioldgicos.
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e Identificar estudos com um perfil “outlier”, capazes de dificultar a compreensdo da

imunopatogénese da LC-Lb por apresentarem resultados estatisticamente exacerbados.

A presente tese foi desenvolvida com o objetivo de preencher essas lacunas, por
meio de uma revisao sistematica abrangente e de uma meta-analise rigorosa da literatura sobre
a regulacdo de citocinas na leishmaniose cutdnea localizada causada por Leishmania
braziliensis, contribuindo para o avangco do conhecimento sobre a imunopatologia dessa

importante doenga negligenciada e para a producao de novas pesquisas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo

Esta pesquisa ¢ uma revisdo sistematica com meta-analise, conduzida conforme as
diretrizes do protocolo PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses) na sua tultima edicao de 2020 (Page et al., 2021). O protocolo PRISMA ¢ um conjunto
de diretrizes que orienta a elaboracdo e o relato de revisdes sistematicas, incluindo aspectos
como critérios de elegibilidade, estratégias de busca, métodos de sele¢do e extracdo de dados,
avaliacdo do risco de viés, métodos de sintese dos dados, entre outros (Page et al., 2021). Seguir
as orientagdes do protocolo PRISMA ¢ o que diferencia a revisdo sistematica de outros tipos de
revisdo. O checklist com as exigéncias do PRISMA foi atendido e descrito no Anexo A. Este
método traz transparéncia e replicabilidade a proposta de levantar a literatura disponivel no
recorte definido.

O protocolo deste estudo foi publicado na PROSPERO (International Prospective
Register of Systematic Reviews), um banco de dados online de acesso aberto destinado ao
registro de protocolos de revisdes sistematicas. O PROSPERO tem como objetivo principal
aumentar a transparéncia, a qualidade e a reprodutibilidade das revisdes sistematicas, evitando
a duplicidade de estudos e minimizando o risco de viés na publicacdo dos resultados (Sideri et
al., 2018). O protocolo deste estudo esta disponivel em:

https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/view/CRD420251077414. Ocorreram modificagoes

na selecdo de variaveis secundarias do protocolo desde sua publicacdo, devido a auséncia de
relatos adequados nos estudos incluidos. Estas modificacdes estdo dentro das regras do
PROSPERO e a lista atual de variaveis esta disponivel no Apéndice A.

3.2 Critérios de inclusao e exclusao

Para ser selecionado, o estudo foi aprovado em todos os critérios de inclusdo a

seguir:

. Foi publicado em uma base indexada de periddicos com publicagdes revisadas
por pares; ou o estudo foi avaliado por uma banca julgadora e esta depositado
em uma plataforma de teses ou dissertagoes.

. Avalia a concentragdo de citocinas ou quimiocinas no sobrenadante de PBMC

provenientes de individuos com leishmaniose cutdnea causada por Leishmania


https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/view/CRD420251077414

46

braziliensis ou de pacientes residentes em regides onde a L. braziliensis ¢ a inica
espécie de leishmania causadora de leishmaniose cutanea.

O PBMC do grupo de pacientes foi reestimulado in vitro exclusivamente com
L. braziliensis ou com seus antigenos. Isso ¢ necessario porque outros estudos
apontaram que antigenos de espécies distintas podem resultar em concentragdes
significativamente diferentes (Telino et al., 2006).

Adotou o método experimental, utilizando sujeitos saudaveis (sem
reestimulagdo) como grupo controle ou meio ndo estimulado como controle
negativo.

As concentragdes de citocinas e quimiocinas foram padronizadas no
experimento, seguindo as especificagdes dos fabricantes dos kits, para serem

apresentadas em unidades de medida de massa/volume (ex.: pg/mL).

Os artigos que nao foram selecionados para este estudo tiveram pelo menos um dos

critérios de exclusdo a seguir:

Estudo in vivo ou ex vivo.

O estudo ndo reportou o tipo de Leishmania utilizada nesse processo.
Estudo nao publicado em inglés, espanhol ou portugués.

Estudo duplicado.

Tese ou dissertagdo cujo artigo foi incluido na selegdo final de estudos.

33 Estratégia de busca e screening

A elaboragdo da estratégia de busca nas bases de dados de artigos e trabalhos

académicos (dissertagdes e teses) seguiu a aplicacdo da estratégia PICOS (Population,

Intervention, Comparison, Outcome e Study) de sistematizacao (Higgins et al., 2024).

Populacao/amostra: pacientes com diagnostico de leishmaniose cutdnea causada
por L. braziliensis.

Intervencao: reestimulagdo in vitro do PBMC com Leishmania braziliensis ou
seus antigenos especificos.

Comparadores: sujeitos saudaveis ou meio nao estimulado.

Desfechos: concentragdo de citocinas e quimiocinas.

Estudo: pesquisas experimentais in vitro
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Durante a busca nas plataformas de publica¢cdes académicas, ndo foram adotadas
restrigdes quanto ao local, ao periodo e a lingua de publicacdo. A estratégia de busca
desenvolvida para a plataforma PUBMED, com base no modelo PICOS, foi adaptada as demais
bases de dados. A seguir, apresentamos o modelo de referéncia da estratégia de busca nas

plataformas:

("leishmaniasis, cutaneous"[MeSH Terms] OR "Cutaneous Leishmaniases"[All
Fields] OR "Cutaneous Leishmaniasis"[All Fields] OR ("leishmaniasis,
cutaneous"[MeSH Terms] OR ("leishmaniasis"[All Fields] AND "cutaneous"[All
Fields]) OR "Cutaneous Leishmaniasis"[All Fields] OR ("leishmaniases"[All Fields]
AND "cutaneous"[All Fields])) OR ("leishmaniasis, cutaneous"[MeSH Terms] OR
("leishmaniasis"[All Fields] AND "cutaneous"[All Fields]) OR "Cutaneous
Leishmaniasis"[All Fields] OR ("leishmaniasis"[All Fields] AND "new"[All Fields]
AND "world"[All Fields])) OR "New World Leishmaniasis"[All Fields] OR
"leishmaniasis american"[All Fields] OR "American Leishmaniasis"[All Fields] OR
"Oriental Sore"[All Fields] OR ("leishmaniasis, cutaneous"[MeSH Terms] OR
("leishmaniasis"[All Fields] AND "cutaneous"[All Fields]) OR "Cutaneous
Leishmaniasis"[All Fields] OR ("sore"[All Fields] AND "oriental"[All Fields])) OR
"leishmaniasis old world"[All Fields] OR "OIld World Leishmaniasis"[All Fields])
AND

("Cytokines"[MeSH Terms] OR ("cytokin"[All Fields] OR "cytokine s"[All Fields]
OR "Cytokines"[MeSH Terms] OR "Cytokines"[All Fields] OR "cytokine"[All
Fields] OR "cytokinic"[ All Fields] OR "cytokins"[All Fields]))

O resultado completo da busca em cada base de dados esta disponivel publicamente
no endereco web

https://www.crd.york.ac.uk/PROSPEROFILES/c3¢cc106d417f1¢c6505dabe5406b6b5b9.pdf

Na Tabela 1, apresentamos a sintese das consultas com resultados positivos nas plataformas.

Foi identificado um total de 12845 referéncias.


https://www.crd.york.ac.uk/PROSPEROFILES/c3cc106d417f1c6505dabe5406b6b5b9.pdf
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Tabela 1 — Plataformas académicas e referéncias obtidas com a estratégia de busca.

Plataforma Data Referéncias
Academic Search Premier - ASP (EBSCO) 0372025 542
American Association for The Advancement of Science (AAAS) 0372025 24
Biblioteca Virtual em Saude: BVS (BIREME) - Portal Regional 0372025 2094
CAPES — Thesis databank 04/2025 14
Cochrane Central Register of Controlled Trials (CENTRAL) 04/2025 39
EMBASE (Elsevier) 04/2025 2297
Google Scholar 04/2025 60
Medline (Pubmed) 0372025 2006
Ovid 04/2025 126
ScienceDirect (Elsevier) 04/2025 2620
SpringerLink 04/2025 691
Web of Science 04/2025 2304
World Scientific 04/2025 28

Fonte: elaborado pelo autor.

Estas referéncias foram reunidas em um gerenciador de referéncias para
classificagdo, atualizagdo e processamento. Todo o processo de selegdo foi descrito no
Fluxograma 1, conhecido como “PRISMA Flowchart”. Inicialmente, elas passaram por revisao
do software e do autor da tese para remover registros duplicados e aqueles que ndo eram
publicagdes originais de pesquisas académicas com dados primarios (cartas ao editor, capitulos
de livros, revisdes etc.). ApoOs esta preparagdo do banco, os estudos foram triados em duas
etapas, denominadas “screening primario” e “screening secundario”, considerando os critérios
de inclusdo e exclusdo. Nelas, dois voluntarios, estudantes de pos-graduacdo ou doutores,
avaliaram, de forma independente e sem comunicag¢do, os registros localizados. Classificando-
os em “aceito”, “rejeitado” ou “talvez”. Este processo foi conduzido na plataforma web Rayyan
(Ouzzani et al., 2016). Em caso de dividas no julgamento, os avaliadores levaram o estudo a
professora orientadora desta tese para avaliacdo. Durante o screening primdrio, os dois
avaliadores julgaram o titulo e o resumo das obras. No screening secundario foi avaliado o
trabalho na integra. Os estudos que atenderam a todos os critérios de inclusdo e nio se
enquadraram em nenhum critério de exclusao foram selecionados para a etapa de analise dos
dados.

A etapa seguinte ¢ chamada de "forward snowball". Consiste na identificacdo dos
artigos que citaram a amostra de estudos selecionados apds a avaliagdo na integra, seguida de

uma nova rodada de primeiro e segundo screening desses documentos adicionais (Greenhalgh
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& Peacock, 2005). Essa técnica ¢ amplamente utilizada para atualizar buscas bibliograficas e
reduzir a probabilidade de exclusdo de artigos relevantes na pesquisa inicial. O intuito do
"forward snowball" ¢ garantir uma cobertura mais abrangente da literatura pertinente ao tema
de investigagdo, aprimorando a exaustividade da revisao (Wohlin, 2014). Entretanto, no
presente estudo, essa estratégia ndo resultou na inclusdo de artigos adicionais para analise. O
que pode indicar que a busca original foi bastante abrangente.

A restricdo a trés idiomas, bem como a exclusdo de estudos nao submetidos a
revisdo por pares, representam limitagdes pertinentes aos processos de busca e de screening
desta tese. A restri¢do por idioma considerou que a endemicidade da LC-Lb esté restrita aos
paises latino-americanos; por isso, incluiram-se os trabalhos em portugués e em espanhol. A
inclusdo de trabalhos publicados em lingua inglesa se deu por sua relevancia como lingua
predominante nas publicacdes cientificas. A exclusao de estudos nao submetidos a revisao por
pares ou revisdo por uma banca examinadora (pre-prints, resumos em eventos locais, capitulos
de livro, cartas ao editor etc.) foi uma decisdo metodologica deliberada, fundamentada em trés
categorias:

(1) Garantia de qualidade metodolédgica: O processo de revisao por pares identifica,
antes da publicagdo, vieses e falhas analiticas. Estudos laboratoriais in vitro sobre citocinas em
PBMC de pacientes com LC-Lb (Leishmania braziliensis) apresentam elevada complexidade
técnica (cultura celular, reestimulacao antigénica, quantificacdo por ELISA ou citometria), em
que erros ndo facilmente detectdveis comprometem os resultados.

(b) Reducao dos vieses de publicacdo e sele¢do: preprints tendem a relatar mais
frequentemente achados preliminares positivos € a ndo apresentar os resultados com o devido
detalhe.

(c) Valorizacdo da literatura reconhecida pela academia: estudos peer-reviewed
constituem o conhecimento consolidado, refletindo consenso metodoldgico apds escrutinio
coletivo. Preprints, embora valiosos para a ci€éncia emergente, ndo passaram por este crivo e

podem divergir de suas versoes finais publicadas.
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Fonte: adaptado de Page et al. (2021).

Razao 1 = Nao é uma pesquisa revisada por pares.

Razdo 2 = Nao utilizou L. braziliensis na reestimulaggo.

Razdo 3 = PBMC nao veio de paciente com LC-Lb.

Razdo 4 = Nio apresenta dados estatisticos (ex.: média, desvio padrdo, n) das citocinas.

Razdo 5 = Nao apresenta grupo controle sem reestimulagao.

Razdo 6 = Utiliza os mesmos dados de outro estudo.

Razao 7 = Duplicado

Razao 8 = Estudos sem pares no tipo de células utilizadas. Removidos na etapa de analise de dados.
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34 Desfecho analisado na meta-analise

O principal resultado desta revisdo sistematica e meta-analise € a sintese estatistica
da produgao de citocinas e quimiocinas. Isso incluiu a recuperagdo, dos estudos selecionados,
das concentragdes de citocinas e quimiocinas produzidas por células humanas no sobrenadante
do PBMC dos grupos experimentais (pacientes antes do tratamento) e dos grupos controle
(pessoas saudaveis e meio nao estimulado). A produgao de citocinas € quimiocinas foi definida
com base nos valores de concentracao reportados em pg/mL ou ng/mL. Estes valores foram
obtidos por meio de ensaios imunologicos, como ELISA e citometria de fluxo. As medigdes
foram realizadas apos a reestimulagdo/infec¢ao, conforme relatado nos estudos incluidos, com
tempos de cultura variando de algumas horas a varios dias ap6s a introducdo do
antigeno/parasito. Recuperamos os valores de concentracdo de todas as citocinas e quimiocinas
relatadas nos estudos, dentro dos critérios de inclusdo e selecao, para os grupos experimental e
controle. Encontramos valores nos estudos incluidos para as seguintes citocinas e quimiocinas:
1. Citocinas: IFN-y, TNF-o, IL-1p, IL-5, IL-6, IL-12, IL-2, IL-17, IL-22, IL-4, IL-10 ¢

TGF-p.
2. Quimiocinas: CCL2, CXCL10 e CXCL9

Durante a extracdo de dados dos artigos, nenhuma citocina ou quimiocina que
apresentasse dados comparativos entre o grupo estimulado e o grupo nao estimulado (pessoas
sauddveis e meio ndo estimulado) foi excluida. Ou seja, todas as citocinas e quimiocinas que
tinham dados em pelo menos dois estudos, dentro dos critérios, foram selecionadas para meta-
analise. Para [L-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-2, TGF-p e CCL2, ndo foi possivel realizar uma meta-

analise, pois apenas um estudo selecionado disponibilizava os dados necessarios.

3.5 Variaveis independentes

As variaveis independentes foram os parametros experimentais utilizados nos
protocolos e as caracteristicas dos participantes dos estudos. Esses dados foram utilizados para
avaliar a possibilidade de comparar estatisticamente os resultados entre os diferentes estudos,
por meio das técnicas de andlise de subgrupos e de metarregressao.

Foram extraidas dos estudos informacdes sobre variaveis independentes que
caracterizavam os participantes das amostras, como idade e género. Na etapa de analise de

dados, observou-se que a maioria dos estudos nao utilizou amostras compostas por todos os
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participantes em seus experimentos, o que resultou em descri¢gdes sociodemograficas que nao
correspondiam aos participantes avaliados experimentalmente. Dessa forma, ndo foi possivel
investigar estatisticamente a influéncia de varidveis como faixa etdria e gé€nero nas meta-

analises das concentragdes de citocinas e quimiocinas.

3.6 Exclusao de estudos e variaveis na etapa de analise dos dados

Apesar de atenderem aos critérios de inclusdo, os artigos “Giudice, 2012,

2

Macrophages ...” e “Lopes, 2018, Susceptibility ...” utilizaram macrofagos e cocultura de
macrofagos com linfocitos, respectivamente, diferenciando-se de todos os demais 28 artigos
que utilizaram os sobrenadantes do PBMC. Estes dois artigos ndo tiveram pares, de modo que
ndo € possivel realizar a sintese estatistica da meta-analise com base neles (Giudice et al., 2012;

Lopes et al., 2018).

3.7 Analise do risco de viés

As pesquisas selecionadas para a extragdo de dados foram avaliadas quanto ao risco
de viés. O instrumento utilizado para realizar esta avaliacdo foi o “Pilot risk of bias tool to
appraise clinical laboratory studies” (Fox et al., 2024), desenvolvido por meio de uma
abordagem baseada em consenso envolvendo um painel consultivo de especialistas organizado
pelo Cochrane Infectious Diseases Group (Cochrane, 2025), mantido pela Cochrane e pela
Liverpool School of Tropical Medicine. O instrumento apresenta uma lista de questionamentos,
organizada em trés dominios, que identificam os principais elementos que podem constituir
fontes de viés em estudos experimentais. Suas questdes estdo disponiveis no Anexo B (Quadro
4). Os dominios sdo:

e Dominio 1 (D1): Coleta e manuseio de amostras - aborda questdes sobre como as
amostras foram obtidas e gerenciadas. Avalia potenciais problemas quanto a
identificacdo dos participantes, a aquisicdo da amostra e a minimiza¢do do viés entre
caracteristicas dos grupos de estudo.

e Dominio 2 (D2): Métodos experimentais - avalia as técnicas experimentais empregadas
nos estudos. Busca avaliar a adequacdo das técnicas empregadas para mensurar os
desfechos e verificar se o viés foi minimizado ao longo dos experimentos.

e Dominio 3 (D3): Relato de resultados - investiga a forma como os resultados do estudo

sdo apresentados e analisados. Avalia se os resultados sdo adequadamente
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quantificados, analisados e reportados, e se foram influenciados por perdas de dados e

omissoes.

Segundo os desenvolvedores (Fox et al., 2024), o avaliador deve indicar em cada
pergunta do instrumento se a pesquisa apresentou adequadamente o que foi perguntado (com a
resposta “sim”), se a pesquisa indicou que nao fez o que foi perguntado (com a resposta “ndo”
ou se a pesquisa nao informou nada que pudesse responder a questdo (com a resposta “nao
informou”). Respostas “sim” indicam menor risco de viés, enquanto as respostas “nao” ou “ndo
informou” indicam o contrario. As respostas as perguntas de cada dominio sdo contadas,
gerando uma avaliagdo do risco de viés para o dominio, que pode, assim, ser classificado como
“baixo risco de viés” (nenhum “ndo”), “algumas preocupacdes com vieses” (apenas um “nao”’)
ou “alto risco de viés” (dois ou mais “ndo”) (obs.: “ndo informou” conta como “nao”). O risco
geral de viés do componente experimental de um estudo ¢ classificado com base no resultado
do dominio de maior risco. Por exemplo, caso o resultado de maior risco em um dos trés
dominios seja “algumas preocupacdes com vieses”, o estudo ¢ considerado apresentar “algumas
preocupacdes com vieses” (Anexo B). A ferramenta foi aplicada aos resultados e aos

procedimentos experimentais de todos os 28 estudos selecionados.

3.8 Extracao e tratamento dos dados

Assim como o processo de selecdo dos artigos, a extragdo de dados dos trabalhos
académicos foi realizada por avaliadores independentes. Sendo seguida da avaliagdo de
eventuais divergéncias. Quase todos os artigos selecionados ndo reportaram textualmente os
valores das medidas de tendéncia central (média, mediana etc.) e das medidas de desvio (desvio
padrdo, intervalo interquartilico etc.) da concentragdo de citocinas e quimiocinas, nem o
tamanho das amostras utilizadas nos experimentos. A maioria nao indicou, em seus graficos, a
medida de tendéncia central em conjunto com a medida de desvio. Quando ocorreram essas
auséncias de reporte (missing results), os dados foram computados a partir dos graficos em
formato de imagem. Utilizamos a ferramenta online WebPlotDigitizer (Rohatgi, 2011). Esta
ferramenta converte cada ponto marcado na imagem do grafico pelo usuario em um valor
correspondente a escala do grafico. Quando os graficos eram de distribuicao de pontos (scatter
plot), foi preciso extrair da imagem os resultados de cada individuo para, em seguida, calcular

a média e do desvio padrao, ndo apresentados pelos artigos.
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Durante as etapas de screening secundario e extragcdo de dados, tentamos contato
com os autores correspondentes por e-mail quando algum dos dados buscados nos artigos
selecionados nao foi reportado (missing data/reports). Nao obtivemos retorno das solicitagdes
enviadas.

Os dados sobre a concentracdo das culturas do PBMC foram convertidos para a
unidade de medida “células/mL” quando apropriado. Para tanto, consideramos que o volume
padrao de cada poco nas placas de 96 pogos foi 0,2 mL por pogo, e nas placas de 24 pocos foi
1 mL por pogo. Em seguida utilizamos a formula abaixo para converter:

células por pogo

Elulas/mL =
celtiasim volume do pogo (mL)

Exemplo: 2 x 10° células por poco (placa 96, 200 pL = 0,2 mL/poco)

2 % 10°
0,2

=1 X 10° células/mL

Os dados reportados em ng/mL foram convertidos para pg/mL. Valores como
mediana, intervalo interquartilico e erro padrao foram convertidos para média e desvio padrao.
A mediana foi adotada como média, os intervalos interquartilicos de 25% (Q1) e 75% (Q3)
foram convertidos utilizando a formula no Excel “=IMABS(Q3-Q1)/1,35” e o erro padrao (EP)
foi transformado em desvio padrdo com a féormula no Excel “=EP*(n"0,5)”(Higgins et al.,
2024). A estatistica da meta-andlise para variaveis continuas adota féormulas que requerem a
média, o desvio padrdo e o tamanho de cada grupo (n). Por isso foi preciso converter. Este

procedimento € padrdo em estudos de meta-analise.

3.9 Softwares utilizados

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel 365 (Microsoft, 2025). A analise
estatistica foi realizada no software livre JASP 0.95.4 (Team, 2025), que utiliza a linguagem de
programacao R para os céalculos. As referéncias das obras durante o processo de screening

foram gerenciadas no software Endnote 2025 (Clarivate, 2025).

3.10 Analise estatistica e meta-analise
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A principal meta da andlise estatistica foi gerar uma sintese dos valores das
concentragdes de citocinas no sobrenadante de culturas do PBMC infectadas com o antigeno
da L. braziliensis. Em seguida, foram realizados os procedimentos de andlise de subgrupos,
metarregressao, analise do viés de publicacao e andlise de risco de vieses. Inicialmente, foram
aplicados procedimentos estatisticos descritivos para caracterizar os artigos selecionados. O
nivel de significancia foi de 95%, com exce¢do do célculo de existéncia de heterogeneidade
entre os estudos (serd descrito mais a frente).

O célculo do tamanho de efeito e de seu erro padrao, medidas necessarias para
realizar meta-analises no JASP, para grupos com participantes distintos (ex.: sujeitos saudaveis
X pacientes com leishmaniose cutanea antes do tratamento), utilizou a configurago para grupos
independentes, com medidas quantitativas e diferenga entre médias como desfecho. Para grupos
compostos pelos mesmos participantes (ex.: amostras de pacientes com LC-Lb antes do
tratamento com estimulagdo X amostras sem estimulagdo) utilizou-se a configura¢do para
medidas repetidas, quantitativas ¢ mudanga entre médias (“MC: Mean Change”) como
desfecho.

O modelo estatistico utilizado nas meta-analises foi o “modelo de efeitos
aleatorios”. Este modelo parte do pressuposto de que os desfechos a serem encontrados nos
estudos naturalmente ndo sdo os mesmos entre si (Santos & Cunha, 2013), admitindo que a
variacao entre os resultados ¢ esperada. Este modelo atribui pesos distintos a cada estudo na
sintese final, de acordo com as variancias intra- e interestudos. De forma simplificada, quanto
menor a variancia, maior sera a participacao do estudo na sintese estatistica.

A sintese estatistica das concentragdes de citocinas entre os estudos foi reportada
em “pg/mL”, incluindo o intervalo de confianga para indicar a precisdo da estimativa da sintese
estatistica (medida de tendéncia central) na amostra e o intervalo de predicdo para indicar as
amplitudes esperadas da dispersdo da estimativa da sintese estatistica na populagao (medida de
dispersdo). Em uma meta-analise, o intervalo de predigdo ¢ a estimativa do modo como o
tamanho do efeito varia na populacdo de que as amostras foram extraidas (Borenstein et al.,
2021). O intervalo de predi¢do s6 tem precisdo confidvel em meta-analises com 10 ou mais
estudos. Nas situagdes com menos de 10 estudos, deixamos de apresentar o intervalo de
predicao.

Inevitavelmente, os diferentes estudos apresentam variagdes entre si. Estas
variagoes sdo chamadas de heterogeneidade (Higgins et al., 2024). Caso os estudos sejam muito
heterogéneos, pode ndo ser possivel considerar valida a sintese estatistica obtida na meta-

analise (Pereira & Galvao, 2014). Toda meta-analise precisa calcular, apresentar e discutir a
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heterogeneidade dos resultados. Existem estratégias para lidar com heterogeneidades elevadas,
ndo no sentido de ignora-las, mas sim de compreendé-las. A heterogeneidade elevada em uma
meta-analise nao indica falha do estudo ou resultado negativo da pesquisa (Santos et al., 2022).
Ao contrario, pode ser uma fonte importante de informagdes. A presenca de alta
heterogeneidade revela variacdo significativa nos efeitos estimados entre os estudos incluidos,
sugerindo que fatores clinicos, metodoldgicos ou contextuais influenciam os resultados
agregados, assim como ¢ possivel que o fenomeno estudado naturalmente se apresente de
maneiras discrepantes para os pesquisadores (Pereira & Galvao, 2014; Santos et al., 2022). O
método para estimar a heterogeneidade entre os estudos na meta-analise foca na avaliacdo da
variancia (1 — “tau-squared”) e da medida de dispersdo (t — “tau”), que sdo estimativas da
dispersao da populagao real. A medida t equivale ao desvio padrao na estatistica descritiva em
estudos individuais. Para encontrar 1, utilizou-se uma combinag¢do do método de Sidik-Jonkman
(método menos sensivel a presenga de estudos com valores extremos) e do teste de efeito fixo
de Hartung-Knapp (op¢do “knha” no JASP). A combinagdo entre os dois ¢ chamada de
abordagem Hartung-Knapp-Sidik-Jonkman (HKSJ) (Rover et al., 2015). Essa abordagem ¢
recomendada para meta-analises com populagdes pequenas ou com alta variabilidade entre
estudos (Rover et al., 2015), situagdo observada nos estudos selecionados para esta pesquisa.
A existéncia de heterogeneidade foi testada com o qui-quadrado de Cochran (Santos
et al.,, 2018), adotando-se, entre os estudos de meta-analise, a convencdo de nivel de
significancia de p <0,10. A hipotese nula (HO) deste teste de significancia afirma a auséncia de
heterogeneidade entre os estudos. A observagdo visual da sobreposi¢cdo entre os intervalos de
confianca dos resultados de cada estudo também foi realizada para avaliar a presenca de
heterogeneidade (Higgins et al., 2024). Esta visualizagdo € realizada observando as retas de
intervalo de confianga dos estudos nos graficos de floresta (forest plot) de cada meta-anélise
(ex.: Grafico 1). A heterogeneidade ¢ comum, pois os estudos sdo dificilmente muito
semelhantes em uma meta-analise, de modo que o proximo passo foi avaliar o quanto sdo
heterogéneos e até que ponto se aceitam as diferencas. A quantificagcdo da inconsisténcia
(propor¢do da variancia nos desfechos observados atribuida & variancia nos desfechos
verdadeiros, em vez do erro amostral) é dada pelo teste estatistico I (Higgins et al., 2024). Essa
medida indica quanto da diferenca entre os estudos ¢ causada por fatores reais que variaram
entre eles, e ndo pelos tamanhos diferentes das amostras. Para facilitar a interpretacao da
inconsisténcia, adotaremos a classificagdo proposta por Higgins et al. (2003): 12 de até 25%
indica um valor “baixo”, de 25% a 50% indica um valor “moderado” ¢ acima de 75% indica

um valor “alto”. Estas faixas ndo determinam uma conclusao sobre a inconsisténcia (Borenstein



57

etal., 2021), que deve sempre ser feita considerando as caracteristicas dos estudos e dos eventos

investigados. Encontrando uma I? acima de 75%, considerou-se que a sintese estatistica dos

resultados talvez ndo seja valida. Nos casos em que isso aconteceu, escolhemos uma dentre as

seguintes opgoes baseadas em Higgins et al. (2024) e Santos and Cunha (2013):

Verificar novamente se héa algum erro nos dados e na planilha.

Nao aceitar a sintese estatistica da meta-analise.

Explorar fatores potenciais que explicam a heterogeneidade. Por meio de uma analise
de subgrupos (separando os estudos por variaveis qualitativas) ou de metarregressao
(que se assemelha as técnicas de regressao comumente utilizadas na estatistica). Serdo
detalhados em seguida.

Considerar a heterogeneidade alta como resultado adequado e esperado. Caso a
divergéncia nos dados de concentragdo de citocinas entre os grupos seja extremamente
diversa, consideramos apropriada a sintese estatistica mesmo quando a heterogeneidade
na meta-andlise for >75%. Nesse caso, faremos os devidos alertas sobre a questao.
Realizar uma analise de sensibilidade, testando o que ocorre com a retirada de estudos
com base em caracteristicas que possam explicar a heterogeneidade. Tais como: tempo
de cultura do PBMC muito curto ou muito longo, tamanho da amostra, vieses
especificos, falta de reporte adequado da reestimulagdo, uso de um kit pouco utilizado
em outras pesquisas etc. Esta analise de sensibilidade ¢ importante porque ¢ um dos
principais indicadores de que o resultado € seguro (Santos et al., 2022), ou seja, que o
resultado realmente se apresenta de maneiras muito distintas entre as pessoas. Neste
caso, considerando as outras estratégias para tratar as discrepancias, a heterogeneidade
nao seria um problema, e sim algo esperado.

Excluir estudos da analise. Excluir um estudo de uma meta-analise por ser muito
diferente nao ¢ recomendavel, pois isso aumenta o risco de viés de selecdo. Mas, se
houver razdes de exclusdo, como o artigo ter sido removido da revista, o estudo
apresentar falhas 6bvias na metodologia, ser duplicado de outro, etc., o estudo podera

ser removido desta pesquisa, mesmo tendo chegado a etapa de analise dos dados.

A meta-analise tem a capacidade de detectar estudos experimentais 'outliers', ou

seja, aqueles cujo efeito difere significativamente dos demais. Trazendo distorgdes a area de

estudo, com resultados exacerbados. Essa identificagdo ocorre por meio da andlise da

sensibilidade, com métricas dos residuos padronizados e das influéncias (ex.: DFFITS, Cook's
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distance), que identificam estudos que contribuem desproporcionalmente para a variabilidade
global. Uma vez identificado o estudo potencial outlier, realizamos a simulagdo de sua exclusao
para avaliar o impacto na significancia da sintese estatistica e na heterogeneidade. Reconhecer
esses estudos ¢ crucial, pois podem sinalizar peculiaridades metodoldgicas, populacdes
singulares ou mesmo erros potenciais, orientando decisdes sobre a inclusdo ou a exclusdo nos
calculos finais e influenciando a interpretacdo e a validade das conclusdes meta-analiticas
(Borenstein et al., 2021; Higgins et al., 2024).

A analise de subgrupos em meta-analise foi utilizada para avaliar os resultados dos
estudos agrupados por caracteristicas comuns. Consiste em dividir os estudos incluidos em
grupos menores com base em caracteristicas qualitativas especificas (Santos et al., 2022). Tais
como: tipo de técnica utilizada para medir a concentragdo da citocina, pais em que 0s
participantes foram infectados, graus de viés etc. Apds a separagcdo em subgrupos, realizamos
a analise com um teste de heterogeneidade dos resultados entre os subgrupos (Higgins et al.,
2024). Também calculamos o I? para avaliar as inconsisténcias entre os subgrupos e a sintese
estatistica (Higgins et al., 2024). Quando ndo houve heterogeneidade consideravel nos
resultados no subgrupo, pudemos considerar o reagrupamento relevante. O objetivo da anélise
de subgrupo nesta pesquisa foi identificar se certas caracteristicas dos protocolos e o risco de
viés sdo responsaveis por diferencas nas concentragdes de citocinas entre os estudos.

A meta-regressao testou a associacao entre variaveis e a concentracao de citocinas. Este
procedimento gera o coeficiente de regressdo, que descreve como a variavel de desfecho (ex.:
diferenca entre as médias das concentragdes de citocinas de cada grupo) muda com um aumento
unitario na variavel explicativa (ex.: tempo de cultura com o antigeno) (Higgins et al., 2024).
A significancia estatistica do coeficiente de regressao foi testada, resultando em um valor de p.
A meta-regressdo nao ¢ recomendada quando ha menos de 10 estudos em uma meta-analise
(Higgins et al., 2024).

O viés de publicacdo ¢ um fator externo ao estudo que pode estar interferindo na
heterogeneidade e na estimativa do intervalo de predi¢ao da distribui¢do real da concentragao
de citocinas em pessoas com leishmaniose cutdnea. Para Pereira e Galvao (2014), este viés
ocorre quando os periddicos publicam mais estudos com certas caracteristicas em detrimento
de outras, o que distorce a compreensao do que ocorre na populacao. Por exemplo, seria quando
uma area de pesquisa apresentasse a tendéncia de publicar com maior frequéncia estudos com
resultados positivos (Borenstein et al., 2021). Assim, introduzindo um viés na revisao
sistemadtica, devido a falta de publicagdo de estudos com resultados inconclusivos ou negativos.

A ocorréncia deste viés foi avaliada por meio do teste de Egger e da avaliagao visual do grafico
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de funil (funnel plot) (Borenstein et al., 2021; Santos & Cunha, 2013). A hipdtese nula do teste
de Egger ¢ a de que ndo hé viés de publicacdo. Manter esta hipotese nula significa que os
resultados dos estudos sdo distribuidos simetricamente, sem favorecimentos nas publicagdes
por conta dos resultados. Ressaltamos que o teste de Egger e outros testes semelhantes perdem
poder estatistico quando o nimero de estudos ¢ inferior a 10. Em caso de ocorréncia do viés de
selecdo, utilizou-se a andlise estatistica “trim and fill”, que indica quantos estudos, com seus

efeitos, s3o necessarios para estabelecer simetria no grafico de funil (Borenstein et al., 2021).

3.11  Aspectos éticos

Mesmo nao trabalhando com dados primarios obtidos de seres vivos, 0s aspectos
éticos sao fundamentais para o desenvolvimento e condugdo de uma revisao sistematica com
meta-analise. Neste contexto, alguns tdpicos éticos merecem destaque:

Nesta tese a Inteligéncia Artificial (IA) em plataformas digitais foi utilizada para:

e Corrigir erros gramaticais de escrita.

e Localizar artigos académicos por relevancia, fator de impacto e tema.
e Gerar alertas sobre novas publicagdes na literatura sobre o tema.

e Traducdo de textos (com revisao humana).

e Traducdo de textos em imagens (com revisdo humana).

e Localizar informagdes nos artigos.

Todos os softwares utilizados para a elaboragao da tese e o tratamento dos dados
sdo livres (gratuitos), adquiridos com recursos proprios ou com verbas de projeto de pesquisa
desenvolvidos pelo Laboratério de Imunologia Celular (Instituto de Biologia/Universidade de
Brasilia) via Fundacao de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAPDF).

Com a finalidade de dar transparéncia aos resultados, disponibilizamos a planilha

de dados no link: Planilha de extracdo de dados - Vale 2026.xIsx . Informagoes descritivas sobre

as variaveis estao disponiveis nos apéndices.

Este trabalho ndo recebeu financiamento por meio de bolsas. O autor ¢ docente da
Universidade Federal do Ceard e estd afastado integralmente para participar do curso de
doutorado do PPG em Biologia Microbiana da UnB. O autor declara ndo ter conflitos de

interesse.
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4 RESULTADOS

Os vinte e oito artigos selecionados para a extracao de dados foram publicados entre
2001 e 2023, sendo a maioria deles produzidos no Brasil (92,86%), seguido da Venezuela
(3,57%) e do Peru (3,57%) (Quadro 2). Faz sentido que a maioria dos estudos tenha sido
conduzida por grupos de pesquisa brasileiros, uma vez que a L. braziliensis tem o Brasil como
pais de maior endemicidade (Almeida et al., 2021). Essa distribuicdo geografica alinha-se a
revisoes epidemiologicas que identificam o Brasil como epicentro da LC-Lb, em contraste com
as prevaléncias observadas em outros paises (Silva et al., 2024).

Considerando os desenhos metodologicos, os estudos podem ser divididos em dois
grupos: um adotou apenas o método experimental (78,57%) e o outro utilizou procedimentos
experimentais em estudos epidemioldgicos (21,43%). Nenhum dos estudos reportou a forma
como a amostra foi selecionada; por isso, ndo sabemos se as amostras foram randomizadas ou
ndo. A falta de distingdo entre amostras aleatorias ¢ nao aleatorias impediu a andlise de

subgrupos para esta variavel, além de aumentar o risco de viés de sele¢do nos resultados.

Quadro 2 - Estudos selecionados para extragdao de dados e meta-analise (n = 28).

Titulo
A influéncia do sistema de sinaliza¢do Notch e das citocinas
inflamatorias IL-17 e IL-18 na resposta ao tratamento da
leishmaniose tegumentar americana

Estudo
(Rodrigues, 2011)

Publicacio Pais
Fundacgéo Brasil
Oswaldo Cruz

(Nascimento et al., Pioglitazone, a Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y Front Cell Brasil
2022) Agonist, Downregulates the Inflammatory Response in Infect
Cutaneous Leishmaniasis Patients Without Interfering in Microbiol
Leishmania braziliensis Killing by Monocytes
(Bacellar et al., 2009)  Interleukin 17 production among patients with American J Infect Dis Brasil
cutaneous leishmaniasis
(Best et al., 2018) IFN-y Response Is Associated to Time Exposure Among Front Cell Peru
Asymptomatic Immune Responders That Visited American Infect
Tegumentary Leishmaniasis Endemic Areas in Peru Microbiol
(Campos et al., 2014)  Matrix metalloproteinase 9 production by monocytes is enhanced ~ PLoS Negl Brasil
by TNF and participates in the pathology of human cutaneous Trop Dis
Leishmaniasis.
(Carneiro et al., 2021)  Blockade of TLR2 and TLR4 Attenuates Inflammatory Response  Front Brasil
and Parasite Load in Cutaneous Leishmaniasis Immunol
(Carvalho et al., Immunologic response and memory T cells in subjects cured of BMC Infect Brasil
2013) tegumentary leishmaniasis Dis
(Carvalho et al., Glyburide, a NLRP3 Inhibitor, Decreases Inflammatory J Invest Brasil
2020) Response and Is a Candidate to Reduce Pathology in Leishmania ~ Dermatol
braziliensis Infection
(Carvalho, Viana, et Immune Response to LinB13, a Lutzomyia Intermedia Salivary Clin Infect Dis  Brasil
al., 2022) Protein Correlates With Disease Severity in Tegumentary
Leishmaniasis
(Castellano et al., Th1/Th2 immune responses are associated with active cutaneous ~ Hum Immunol  Brasil
2009) leishmaniasis and clinical cure is associated with strong
interferon-gamma production
(Costa et al., 2018) Early Cutaneous Leishmaniasis Patients Infected With J Infect Dis Brasil

Leishmania braziliensis Express Increased Inflammatory
Responses After Antimony Therapy
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Estudo Titulo Publicacio Pais

(Covre et al., 2018) Circulating Senescent T Cells Are Linked to Systemic Front Brasil
Inflammation and Lesion Size During Human Cutaneous Immunol
Leishmaniasis

(Da-Cruz et al., 2010) T cells specific to leishmania and other nonrelated microbial J Invest Brasil
antigens can migrate to human leishmaniasis skin lesions Dermatol

(de Oliveira et al., Central and Effector Memory Human CD4+ and CD8+ T Cells Vaccines Brasil

2023) during Cutaneous Leishmaniasis and after In Vitro Stimulation (Basel)
with Leishmania (Viannia) braziliensis Epitopes

(Garcia de Moura et PD-1 Blockade Modulates Functional Activities of Exhausted- Front Brasil

al., 2021) Like T Cell in Patients With Cutaneous Leishmaniasis Immunol

(Goncalves de Study of association of the rs2275913 IL-17A single nucleotide Cytokine Brasil

Albuquerque et al., polymorphism and susceptibility to cutaneous leishmaniasis

2019) caused by Leishmania braziliensis

(Guimaraes et al., A Potential Role for Mononuclear Phagocytes in Cutaneous Am ] Trop Brasil

2015) Ulcer Development in Human Immunodeficiency Virus- Med Hyg
Leishmania braziliensis Coinfection

(Muniz et al., 2016) Immunologic Markers of Protection in Leishmania (Viannia) J Infect Dis Brasil
braziliensis Infection: A 5-Year Cohort Study

(Passos et al., 2015) Intermediate monocytes contribute to pathologic immune J Infect Dis Brasil
response in Leishmania braziliensis infections

(Quixabeira et al., Alterations in monocyte subsets and cytokine production after Parasite Brasil

2019) TLR activation in American Cutaneous Leishmaniasis Immunol

(Reis et al., 2009) Cellular immune response profile in patients with American J Clin Lab Brasil
tegumentary leishmaniasis prior and post chemotherapy treatment  Anal

(Santos et al., 2018) IL-1pB Production by Intermediate Monocytes Is Associated with J Invest Brasil
Immunopathology in Cutaneous Leishmaniasis Dermatol

(Gonzalez et al., Regulatory cytokines (IL-10 and TGF-f) in American cutaneous  Boletin De Venezuela

2010) leishmaniasis patients Malariologia

Y Salud
Ambiental

(Souza et al., 2012) American Tegumentary Leishmaniasis: Cytokines and Nitric Scand J Brasil
Oxide in Active Disease and After Clinical Cure, With or Immunol
Without Chemotherapy

(Souza et al., 2013) Cytokines and NO in American tegumentary leishmaniasis Microb Brasil
patients: Profiles in active disease, after therapy and in self- Pathog
healed individuals

(Matta et al., 2009) Leishmania (Viannia) guyanensis induces low immunologic Am J Trop Brasil
responsiveness in leishmaniasis patients from an endemic area of  Med Hyg
the Brazilian Amazon Highland

(Novoa et al., 2011) IL-17 and Regulatory Cytokines (IL-10 and IL-27) in L. Parasite Brasil
braziliensis Infection Immunol

(Toledo et al., 2001) Immunochemotherapy in American cutaneous leishmaniasis: Mem Inst Brasil

Immunological aspects before and after treatment

Oswaldo Cruz

Fonte: elaborado pelo autor.

A contagem do numero de participantes entre os grupos dos estudos ocasionalmente
apresenta sobreposi¢des (Tabela 2). Nos estudos de coorte, por exemplo, sujeitos saudaveis
podem ter se tornado pacientes. Poucos estudos efetivamente relataram a concentracao de
citocinas de todos os participantes mencionados nos capitulos de metodologia. Quando isso
ocorreu, nenhuma das pesquisas apresentou explicacdes. A média do tempo de evolucdo da
doenca até a pessoa chegar ao tratamento foi de 9,11 semanas (desvio padrao =2,04; n=4). A

idade e o género dos participantes foram relatados em menos da metade dos estudos.
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Tabela 2 - Grupos de Participantes dos estudos selecionados e dados sociodemograficos.

Numero de participantes Idade
Grupo reportados nas (média das médias Sexo
p metodologias dos estudos e desvio padrio)

. X =23,39

Pacientes com LC- Total = 655 32,68 9,08 Mas. 214 [13]

Lb antes do [28] [13] Fem. 159 [13]

tratamento ’

X =20,04

L Total = 481 Mas. 134 [8]

Pessoas saudaveis [24] 31,54 +£5,81 [9] Fem. 142 [8]

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: [] = nimero de estudos que relataram a informagdo, X = média, LC-Lb = pacientes
com leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis.

A concentracgdo de células ajustadas do PBMC utilizada nas culturas dos estudos
varioude 1 x 10%a 5 x 10% células/mL (X = 2,06 x 10° células/mL; dp==1,12 x 106 células/mL;
n = 25). A primeira concentracdo foi a mais usada (11/25), seguida logo pela concentragdo “3
x 106 células/mL” (10/25). O antigeno da Leishmania braziliensis foi geralmente utilizado na
forma soluvel em 26 estudos (92,86%). A estimulagcdo com o parasito inteiro foi realizada em
dois estudos (7,14%). O tempo de cultura com o parasito/antigeno para estimulagcdo mais usado
foi de 72 horas (x = 80,57 horas; dp ==+ 32,14 horas), variando de 24 a 144 horas, dependendo
da citocina medida. A concentragdo do antigeno da L. braziliensis utilizada na cultura variou
de 1,25 pg/mL a 50 pg/mL, sendo 5 pg/mL o valor mais utilizado (X = 11,3 pg/mL / dp =+
15,51 pg/mL / n = 23). Entre os estudos que reportaram os antigenos em parasitos/mL, o valor
mais usado foi 1 x 107 parasitos/mL (X = 3,4 x 107 parasitos/mL / dp ==+ 5,7 x 107 parasitos/mL
/n=3). Os estudos que usaram o parasito inteiro reportaram em parasitos/mL; estes utilizaram
uma quantidade de 5 x 10 ou 1 x 10° (n = 2).

A técnica mais utilizada para medir a concentracao de citocinas foi o método ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Vinte e trés estudos (82,14%, n = 28) utilizaram
apenas esta técnica. O ELISA sanduiche foi a versdo mais reportada. Nele, um anticorpo
imobilizado na base de um pogo garante a captura do antigeno, confirmando a identidade
imunologica da substancia investigada, seguido de um anticorpo secundario conjugado a uma
enzima, que facilita a deteccao e a amplificacdo do sinal para reconhecimento (Leng et al.,
2008). Para a detec¢do de citocinas, os kits da R&D Systems (marca da Bio-techne) foram os
mais utilizados. Outros fabricantes de kits para ELISA utilizados foram: eBioscience,
Pharmigen, Mabtech e BD Bioscience. O sistema Cytometric Bead Array (CBA), fabricado
pela BD Biosciences, foi utilizado em 5 estudos que empregaram citometria de fluxo. Esta

técnica utiliza microesferas (beads) com diferentes intensidades de fluorescéncia, revestidas



63

com anticorpos especificos para cada citocina-alvo. Apds a mistura das microesferas com a
amostra bioldgica, as citocinas presentes ligam-se aos anticorpos das microesferas; em seguida,
adiciona-se um anticorpo de detec¢ao, formando o “sanduiche” de detec¢ao (Leng et al., 2008).
Este “sanduiche” passa pelo citometro de fluxo, que discrimina cada populagdo de esferas e
quantifica simultaneamente o sinal fluorescente de cada citocina (Wronska et al., 2022). Para
calcular a concentracdo em pg/ml a partir da fluorescéncia, um padrao de citocina conhecido ¢
comparado a uma amostra de concentracao conhecida, o que permite a constru¢do de uma curva
padrao de fluorescéncia X concentracao (Richens et al., 2010). O resultado obtido em
fluorescéncia (Mediana da Intensidade de Fluorescéncia, MFI) ¢ comparado a curva padrio
elaborada pelos pesquisadores, utilizando um software que converte os valores de fluorescéncia
em valores exatos de concentragdo de cada citocina no volume testado (Richens et al., 2010;

Wronska et al., 2022).

4.1 Avaliacao do risco de viés

Vieses sdo processos ou erros sistematicos que introduzem distor¢des nos
resultados de uma pesquisa (Galdas, 2017). Estes podem se originar em todas as etapas de
desenvolvimento da pesquisa (Gerhard, 2008). A existéncia desse tipo de erro pode
comprometer a confiabilidade e a consisténcia dos achados entre estudos distintos. De forma a
ser mais um fator que pode explicar a alta heterogeneidade nos resultados das pesquisas. O
cuidado para evitar o viés ndo foi explicitamente relatado nas pesquisas, nem nos capitulos de
metodologia. Quando estes surgiram, foram descritos como parte inerente do processo de coleta
e analise das amostras. Segundo os critérios do “Pilot risk of bias tool to appraise clinical
laboratory studies” (Fox et al., 2024), todos os estudos aprovados para a extracdo de dados
apresentaram “alto risco de viés” como resultado geral (Quadro 4). Isso impossibilitou a anélise
por subgrupos desta variavel nas meta-analises, pois ndo era possivel separar os estudos em

subgrupos.

4.1.1 Dominio 1: coleta e manuseio de amostras

Foi avaliado se as pesquisas (n = 28) relataram a avaliacao clinica e laboratorial
necessaria para o diagnostico da leishmaniose cutdnea nos pacientes. Também era preciso que
os participantes saudaveis fossem avaliados como tais, de modo a poderem efetivamente

ingressar no grupo controle de pessoas saudaveis (healthy subjects — HS). 96,43% dos estudos
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relataram o uso de estratégias diagndsticas adequadas para um diagndstico confiavel, enquanto
apenas 1 estudo (3,57%) omitiu essa informagdo. Entre os métodos para chegar ao diagndstico
foram principalmente reportados:

e Avaliacao do estado clinico: entrevista sobre sintomas e observagao da pele do paciente.
Para a leishmaniose cutanea precoce (ECL), geralmente foi definido como critério
diagnostico a presenca de lesdo papular ndo ulcerada, com aumento regional dos
linfonodos e menos de 30 dias (Costa et al., 2018). Para a leishmaniose cutanea cléssica,
frequentemente foi definida como uma tlcera bem limitada por 30 a 75 dias (Costa et
al., 2018).

e Teste de PCR: o uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para detectar DNA de
Leishmania braziliensis (Garcia de Moura et al., 2021). Principalmente em amostras de
lesdes biopsiadas (Carvalho, Viana, et al., 2022).

e Teste cutineo de Montenegro: verifica a resposta de hipersensibilidade do tipo tardio.
Utiliza a inoculagdo subcutanea de uma pequena dose do antigeno da leishmaniose

cutanea para observar a resposta ap6s alguns dias (Castellano et al., 2009).

Apenas 3 estudos de 28 relataram o calculo estatistico para identificar o tamanho
adequado da amostra, capaz de sustentar o poder estatistico das andlises. 89,3% nao
apresentaram essa informagao.

Quanto a contemporaneidade das amostras coletadas, 82,14% ndo informaram se
usaram amostras coletadas em um intervalo de tempo delimitado e proximo entre si. Estes
estudos ndo informaram o periodo nem a data da coleta. 14,29% indicaram quando ocorreu a
coleta, mas o periodo ndo foi contemporaneo, com uma dispersdo temporal significativa de pelo
menos 6 meses entre as coletas. Alguns estudos tinham amostras congeladas com intervalos de
anos entre as coletas. Apenas um estudo relatou que a coleta foi realizada temporalmente
proxima, indicando datas em um periodo inferior a 6 meses.

O pareamento entre o grupo experimental e o grupo controle ¢ fundamental para
reduzir interferéncias nos resultados decorrentes de varidveis como género, faixa etaria etc. A
principal estratégia utilizada para lidar com este risco foi a comparagdo das amostras
estimuladas com Leishmania braziliensis com as amostras ndo estimuladas dos mesmos
pacientes (amostras pareadas). Outra estratégia, menos utilizada, foi parear, por género ou faixa
etaria, com o grupo de sujeitos saudaveis. 85,71% relataram o uso de pareamento; 14,29% nao

informaram o uso de nenhuma estratégia de pareamento.
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Seguir o mesmo protocolo na coleta e preparagdo das amostras até o ponto em que
sdo introduzidas as variaveis experimentais reduz o risco de que um tratamento diferente
comprometa a confiabilidade dos achados. Todos os estudos (100%) garantiram a preparacao e
a coleta iguais entre os grupos comparados.

A categoria de coleta e manuseio de amostras apresentou o seguinte risco de viés
geral do dominio: 89,29% dos 28 estudos foram classificados como “alto risco de viés” e apenas
10,71% como “algum risco”. Nenhum estudo se mostrou com baixo risco de viés neste dominio.

A Tabela 3 apresenta os resultados de cada estudo neste dominio.

Tabela 3 — Avaliacao do risco de viés por estudo no Dominio 1: coleta e manuseio das amostras.

Os pacientes Foram Os pacientes
p realizados foram pareados
foram . As amostras de
R calculos com base em .
avaliados N = o ambos os Risco de
. estatisticos As amostras siao caracteristicas .z
clinicamente A ~ grupos foram viés geral
Estudo . para contemporaneas niao
para garantir . . I coletadas e do
determinar um ? investigacionais P
que cumprem preparadas da Dominio 1
P tamanho de que podem
os critérios de h . mesma forma?
inclusio? amostra introduzir
i adequado? confundidores?
Rodrigues, 2011 sim ndo informou ndo informou sim sim alto
g
(Nascimento et al., sim ndo informou ndo informou sim sim alto
2022)
(Bacellar et al., sim ndo informou ndo informou sim sim alto
2009)
(Best et al., 2018) sim ndo informou sim ndo informou sim alto
(Campos et al., sim ndo informou ndo informou sim sim alto
2014)
(Carneiro et al., sim ndo informou ndo informou sim sim alto
2021)
(Carvalho et al., sim ndo informou no sim sim alto
2013)
(Carvalho et al., sim nao informou nao informou sim sim alto
2020)
(Carvalho, Viana, sim nao informou no sim sim alto
et al., 2022)
(Castellano et al., sim nao informou nao informou sim sim alto
2009)
(Costa et al., 2018) sim sim no sim sim algum
(Covre et al., sim ndo informou ndo informou sim sim alto
2018)
(Da-Cruz et al., sim ndo informou ndo informou sim sim alto
2010)
(de Oliveira et al., sim ndo informou ndo informou sim sim alto
2023)
(Garcia de Moura sim nao informou nao informou sim sim alto
etal., 2021)
(Goncalves de sim sim ndo informou sim sim algum
Albuquerque et al.,
2019)
(Guimaraes et al., sim ndo informou ndo informou sim sim alto
2015)
(Muniz et al., sim ndo informou no sim sim alto
2016)
(Passos et al., sim ndo informou ndo informou sim sim alto
2015)
(Quixabeira et al., ndo informou ndo informou ndo informou sim sim alto
2019)
(Reis et al., 2009) sim ndo informou ndo informou ndo informou sim alto
(Santos et al., sim ndo informou ndo informou sim sim alto
2018)
(Gonzalez et al., sim ndo informou ndo informou ndo informou sim alto

2010)
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. Foram Os pacientes
Os pacientes .
realizados foram pareados
foram . As amostras de
. calculos com base em .
avaliados o = ‘o ambos os Risco de
- estatisticos As amostras siao caracteristicas .z
clinicamente ~ ~ grupos foram viés geral
Estudo . para contemporaneas nao
para garantir . > . I coletadas e do
determinar um ? investigacionais P
que cumprem preparadas da Dominio 1
P tamanho de que podem 0
os critérios de . . mesma forma?
. = amostra introduzir
inclusdo? 0 . 5
adequado? confundidores?
(Souza et al., sim ndo informou ndo informou sim sim alto
2012)
(Souza et al., sim ndo informou ndo informou sim sim alto
2013)
(Matta et al., 2009) sim ndo informou ndo informou ndo informou sim alto
(Novoa et al., sim ndo informou ndo informou sim sim alto
2011)
(Toledo et al., sim sim ndo informou sim sim algum
2001)

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: “sim” = reportou afirmativamente; “ndo” = reporte de que ndo foi realizado; “ndo informou” = a pesquisa
ndo reportou; “baixo” = baixo risco de viés; “algum” = algum risco de viés; “alto” = alto risco de viés.

4.1.2 Dominio 2: métodos experimentais

Nesta categoria avaliaram-se os métodos empregados para mensurar as
concentragdes de citocinas e quimiocinas nos experimentos. Considerando se sdo adequados e
se houve controle eficaz para reduzir possiveis vieses. Os 28 estudos foram avaliados, ¢ a
Tabela 4, ao final deste topico, apresenta os resultados de cada um. Todos utilizaram uma
metodologia para realizar os experimentos que era validada por outras pesquisas ou era
consistente com os resultados dos seus problemas de pesquisa.

67,86% dos estudos calcularam o intervalo da faixa considerada normal de
concentracdo de citocinas para amostras ndo infectadas de sujeitos saudaveis. Esta “faixa
normal” abrange os valores esperados para 95% dos resultados de concentragao de citocinas no
grupo de sujeitos saudaveis (Fox et al, 2024). 32,14% dos estudos ndo relataram,
conjuntamente, os valores de tendéncia central e de desvio da concentragdo das citocinas em
sujeitos saudaveis. Com base nos valores da faixa normal, € possivel que o estudo identifique
até que ponto a infecg¢do por L. braziliensis distingue as amostras experimentais das amostras
de controle do ponto de vista clinico. Nos estudos que utilizaram apenas meio ndo estimulado,
consideramos positivo, para menor risco de viés (“sim”), o calculo dos valores de tendéncia
central e desvio para o meio nao estimulado.

Quase todos os estudos (92,86%) planejaram métodos estatisticos adequados para
comparagdo entre grupos; 7,14% nao relataram esse planejamento. Nenhum estudo informou
se os avaliadores estavam cegos quanto a origem das amostras durante as andlises. O uso de
controles internos e externos, com amostras nao estimuladas e controles negativos/positivos,

foi realizado por 39,29% dos estudos.
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Considerando estes resultados, o risco geral do “Dominio 2: métodos

experimentais” foi de 75% com “alto” risco de viés e 25% com “algum” risco. Nenhum estudo

apresentou “baixo” risco de viés neste dominio.

Tabela 4 — Avaliagdo do risco de viés por estudo no Dominio 2: métodos experimentais.

E usada uma

Métodos estatisticos

metodologia foram planejados para As pessoas que E usado
validada? Se Um intervalo avaliam os dados um .
= . comparar os valores ~ Risco de
Estudo nao, a normal foi estdo cegas para controle e
. dos grupos . . viés
metodologia calculado? . k a origem das interno e
esta bem experimentais com os amostras? externo?
. controles?
descrita?
(Rodrigues, 2011) sim Sim sim ndo informou nao alto
informou
(Nascimento et al., sim Sim sim nao informou nao alto
2022) informou
(Bacellar et al., sim Sim sim ndo informou nao alto
2009) informou
(Best et al., 2018) sim Sim sim ndo informou nao alto
informou
(Campos et al., sim Nao sim ndo informou nao alto
2014) informou
(Carneiro et al., sim Sim sim ndo informou nao alto
2021) informou
(Carvalho et al., sim Sim sim ndo informou ndo alto
2013) informou
(Carvalho et al., sim Sim sim ndo informou nao alto
2020) informou
(Carvalho, Viana, et sim Nao sim ndo informou nao alto
al., 2022) informou
(Castellano et al., sim Sim sim ndo informou sim algum
2009)
(Costa et al., 2018) sim Nao sim ndo informou nao alto
informou
(Covre et al., 2018) sim Sim sim ndo informou sim algum
(Da-Cruz et al., sim Sim sim nao informou sim algum
2010)
(de Oliveira et al., sim Nao sim ndo informou nao alto
2023) informou
(Garcia de Moura et sim Sim sim ndo informou nao alto
al., 2021) informou
(Goncalves de sim Nao sim ndo informou sim alto
Albuquerque et al.,
2019)
(Guimaraes et al., sim Sim nao ndo informou nao alto
2015) informou
(Muniz et al., 2016) sim Sim sim nao informou nao alto
informou
(Passos et al., 2015) sim Sim sim ndo informou sim alto
(Quixabeira et al., sim Nao sim ndo informou sim alto
2019)
(Reis et al., 2009) sim Sim sim ndo informou sim algum
(Santos et al., 2018) sim Nao nao ndo informou nao alto
informou
(Gonzalez et al., sim Sim sim ndo informou nao alto
2010) informou
(Souza et al., 2012) sim Sim sim ndo informou sim algum
(Souza et al., 2013) sim Sim sim ndo informou sim algum
(Matta et al., 2009) sim Sim sim ndo informou sim algum
(Novoa et al., 2011) sim Nao sim ndo informou nao alto
informou
(Toledo et al., 2001) sim Nao sim ndo informou sim alto

Fonte: elaborado pelo autor.
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Legenda: “sim” = reportou afirmativamente; “ndo” = reportou que nao foi realizado; “ndo informou” = a pesquisa
ndo reportou; “baixo” = baixo risco de viés; “algum” = algum risco de viés; “alto” = alto risco de viés.

4.1.3 Dominio 3: relato de resultados

O Dominio 3 da ferramenta proposta por Fox et al. (2024) refere-se a avaliagao da
analise e apresentacdo dos resultados laboratoriais. Considerando a qualidade da estatistica
apresentada, o acesso transparente aos dados e a forma de quantificagdo dos resultados. A
maioria dos vinte e oito estudos (71,43%) apresenta resultados quantificados adequadamente,
com pelo menos uma medida de tendéncia central (média, mediana etc.) e de desvio (desvio
padrdo, intervalo interquartilico etc.), indicando boas praticas de apresentacao estatistica dos
dados laboratoriais. Contudo, aproximadamente 28,57% ainda falham nesse requisito, o que
pode refletir limitagdes metodoldgicas, como amostras pequenas ou auséncia de validagao
estatistica dos resultados.

Todos os dados, ou quase todos, indicados como variaveis do estudo na
metodologia, foram apresentados nos textos. Com 85,71% dos estudos que cumpriram este
critério. Mas esse cuidado nao foi observado no reporte do tamanho das amostras, descrito nas
metodologias, nem no tamanho das amostras utilizadas nos experimentos. A maioria dos
estudos utilizou, nos experimentos, uma quantidade menor de amostras de participantes do que
a reportada na metodologia, sem justificar tal reducao.

Em todos os estudos, foram utilizados testes estatisticos adequados para as
comparagoes entre grupos, sugerindo dominio dos pesquisadores do campo no uso de testes
estatisticos para comparacao de resultados entre grupos. Os testes mais reportados para isso
foram os ndo paramétricos, seguidos pelos de correlagcdo, para avaliar a associagdo entre
variaveis. Poucos utilizaram testes de regressdo, o que mostra que este ¢ o ponto a ser
desenvolvido pelos pesquisadores. Devido a falta de testes de regressao, nao foi apontado como
as variaveis sociodemograficas dos participantes podem ter contribuido para os valores obtidos
da concentragdo das citocinas. Os estudos frequentemente reportavam dados como género,
idade, nimero e tamanho das lesdes; mas quase todos ndo realizaram testes estatisticos para
avaliar se estas variaveis independentes participam da constitui¢do dos desfechos. Os estudos
que fizerem isso de forma clara se diferenciardo positivamente em termos de qualidade analitica
e de poder explicativo do fenomeno.

A transparéncia dos dados ainda nao ¢ rotina nas pesquisas na area: apenas 7,14%
dos trabalhos disponibilizaram seus dados em repositorios publicos acessiveis. Tais como o

ImmPort ou o FlowRepository, que aceitam dados de citometria e de outras técnicas. A maioria
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(92,86%) nao oferece informagdes sobre isso ou declara ndo disponibilizar os dados em
repositorios, o que impossibilita qualquer reavaliacdo externa destes resultados. Uma pratica
comum foi indicar o autor como responsavel por fornecer informacgdes sobre o artigo. Quando
contactamos estes autores para solicitar informacdes e dados complementares, o e-mail
informado estava desativado ou ndo obtivemos resposta. O contato com o autor do artigo por
e-mail ndo constitui uma forma publica de transparéncia e de acesso aos dados.

A classificacdo final do “Dominio 3: relato de resultados™ indica que 53,57% dos
estudos apresentam “algum” risco de viés, geralmente devido a auséncia de dados publicos ou
a falta de clareza metodolédgica. 39,29% dos estudos apresentam “alto” risco de viés, o que
indica problemas estruturais relevantes na analise e na documentagdo. Apenas 7,14% sdo
considerados de “baixo” risco de viés, formando um grupo de maior rigor metodoldgico e

transparéncia (Tabela 5).

Tabela 5 — Resultados do risco de viés por estudo do Dominio 3: relato de resultados.

~ Testes estatisticos Os dados estiao
Os resultados sdo Todos os dados . = . Lo .
. A . apropriados sio usados disponiveis em um Risco de
Estudo quantificados e com  estfio disponiveis, X s . i
1 . para testar diferencas repositorio e acessiveis viés
analise apropriada?  ou quase todos?
entre os grupos? para outras pessoas?

(Rodrigues, 2011) sim sim sim ndo informou algum
(Nascimento et al., sim sim sim nao informou algum
2022)
(Bacellar et al., sim nao sim ndo informou alto
2009)
(Best et al., 2018) sim sim sim ndo informou algum
(Campos et al., nao sim sim ndo informou alto
2014)
(Carneiro et al., sim sim sim sim baixo
2021)
(Carvalho et al, sim sim sim nao informou algum
2013)
(Carvalho et al., sim sim sim ndo informou algum
2020)
(Carvalho, Viana, et nao sim sim ndo informou alto
al., 2022)
(Castellano et al., sim sim sim nao informou algum
2009)
(Costa et al., 2018) nao sim sim ndo informou alto
(Covre et al., 2018) sim sim sim ndo informou algum
(Da-Cruz et al, sim sim sim nao informou algum
2010)
(de Oliveira et al., nao sim sim nao alto
2023)
(Garcia de Moura et sim sim sim sim baixo
al,, 2021)
(Goncalves de nao sim sim ndo informou alto
Albuquerque et al.,
2019)
(Guimaraes et al., sim sim sim nao informou algum
2015)
(Muniz et al., 2016) sim nao sim nao informou alto
(Passos et al., 2015) sim sim sim ndo informou algum
(Quixabeira et al., nao sim sim ndo informou alto
2019)
(Reis et al., 2009) sim sim sim ndo informou algum
(Santos et al., 2018) nao sim sim ndo informou alto
(Gonzalez et al, sim sim sim nao informou algum
2010)

(Souza et al., 2012) sim sim sim ndo informou algum
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= Testes estatisticos Os dados estio
Os resultados sao Todos os dados . = . P .
. s 1 A apropriados sdo usados disponiveis em um Risco de
Estudo quantificados e com  estiio disponiveis, . P P L
- <o 0 para testar diferencas repositorio e acessiveis viés
analise apropriada? ou quase todos? > >
entre os grupos? para outras pessoas?
(Souza et al., 2013) sim sim sim ndo informou algum
(Matta et al., 2009) sim nao sim ndo informou alto
(Novoa et al., 2011) nao nao sim ndo informou alto
(Toledo et al., 2001) sim ndo sim ndo informou alto

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: “sim” = reportou que realizou, “ndo” = reporte de que ndo foi realizado, “ndo informou” = a pesquisa
ndo reportou, “baixo” = baixo risco de viés, “algum” = algum risco de viés, “alto” = alto risco de viés.

As proximas sec¢oes apresentam os resultados das meta-analises das citocinas e
quimiocinas, por pares de grupos (experimental x controle), com pelo menos dois estudos
relatando os experimentos. Uma tabela com os resultados qualitativos das meta-analises esta
disponivel na se¢do 5.3 (Quadro 3) do quinto capitulo. Estes resultados foram discutidos no
proprio topico, quando surgiram questoes especificas relacionadas a meta-analise. Ao final de
cada topico das meta-andalises, apresentamos uma avaliacdo dos resultados. O capitulo 5

discutira questdes decorrentes da revisao sistematica e de todas as meta-analises.

4.2 TNF-a

4.2.1 TNF-a entre pacientes antes do tratamento e pessoas sauddveis
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Grafico 1 - Meta-analise da diferenga na concentragcdo de TNF-a no sobrenadante do PBMC de
amostras obtidas entre os grupos de pessoas com LC-Lb, antes do tratamento, apds

reestimulagdo, e os grupos de pessoas saudaveis.

1
Study Lc HS ! * # @
Castellano, 2008 0 40 [ | 1.3 g
Best, 2018 12 10 ] 101.30 [ 17.02, 185.58) 11.09
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Campos, 2014 18 12 E 3
Costa, 2018 9 10 i
Quixabeira, 2019 2 17 : —B—
Passos, 2015 15 15 ; - 1
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I
Model Information ,
Heterageneity: {9) = 192.17, p < 0.001 :
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Pooled Effect | —— £01.79
H9)=2.92, p=0.017 | PI (-
-1000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Means difference in TNF-a concentrations (pg/mL)

Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: PI = intervalo de predi¢do, Study = referéncia do estudo, LC = nimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, HS = numero de participantes saudaveis, * = diferenca da média entre os grupos, # = intervalo de
confianga, @ = peso do estudo na sintese estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran
(teste de heterogeneidade), T = variabilidade entre os estudos, I? = inconsisténcia.

Notas: as células das amostras do grupo de pessoas saudaveis ndo foram estimuladas pelo antigeno/parasito da L.
braziliensis.

Dez estudos incluidos na meta-analise forneceram dados sobre a concentragao de
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no sobrenadante de culturas de células mononucleares
do sangue periférico (PBMC) obtidas de pacientes com leishmaniose cutinea por Leishmania
braziliensis (LC-Lb) antes do tratamento (n = 155) e de individuos saudéveis (n = 145) (Grafico
1). A sintese estatistica, utilizando o modelo de efeitos aleatérios com a abordagem Hartung-
Knapp-Sidik-Jonkman, revelou aumento significativo na concentracdo de TNF-a nos pacientes
em comparagdo aos controles (sintese estatistica da diferenca de médias = 601,79 pg/mL; t =
676,47, p = 0,017; IC 95% [136,01; 1067,58]), confirmando a ativacdo de vias pro-
inflamatorias Thl especificas a infeccdo. A elevacdo consistente e unidirecional nos niveis de
TNF-a observada nos estudos individuais, corroborada pela sintese estatistica da meta-analise,
refor¢a o papel central dessa citocina na imunopatogénese da leishmaniose cutanea causada por
Leishmania braziliensis.

Este achado ¢ congruente com o quadro imunoldgico relatado em infec¢des por
outras espécies de Leishmania, nas quais o TNF-a contribui para o recrutamento de mondcitos
e para a ativagdo de macréfagos, promovendo a produgdo de espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio essenciais para a eliminacdo do parasita (Carvalho, Bacellar, et al., 2022; de Araujo



72

et al., 2021; Hussein & Ali, 2022). Amostras de soro de pacientes com leishmaniose cutanea,
causada por Leishmania guyanensis, no estado do Amazonas (Brasil) apresentaram
concentracdes de TNF-a significativamente maiores do que as amostras de pessoas saudaveis
(de Mesquita et al., 2022). No Iraque, em um estudo de caso-controle, o nivel médio de TNF-a
no soro nao estimulado de pacientes com LC causada por espécies locais (o estudo nao
especifica quais) foi de 55,81 + 39,64 pg/ml, em comparacdo com 7,51 + 3,61 pg/ml nos
controles saudaveis (Eman Salman et al., 2023). Em conjunto com o resultado significativo
desta meta-analise, os estudos de Eman Salman et al. (2023) e de outros (Hussein & Ali, 2022)
indicam que, com ou sem reestimulacdo, se espera uma concentragdio de TNF-a
significativamente superior nos pacientes com LC do que em pessoas ndo infectadas. Assim, o
TNF-a configura-se como biomarcador relevante para a identificagdo e o acompanhamento da
resposta inflamatéria associada a LC causada por L. braziliensis, de forma semelhante ao que
ocorre na LC causada por L. major e L. guyanensis (de Mesquita et al., 2022; Nateghi Rostami
et al., 2016).

Apesar da unanimidade dos achados e da diferenca significativa entre pessoas
sauddveis e pacientes, a magnitude da producao do TNF-a variou significativamente. Indicando
que outros fatores podem estar interferindo na produgao e regulacao do TNF-o, seja para regular
negativamente, aproximando a concentracdo nos pacientes da encontrada nos sujeitos
saudaveis; ou seja, para facilitar uma expressiva resposta inflamatoria com potencial de
aumentar a lesdo nos tecidos (Scott & Novais, 2016). A magnitude variavel do TNF-a nos
estudos confirma que ele pode assumir papéis distintos na LC-Lb, com niveis moderados (ex.:
“Castellano, 2009 e “Best, 2018”") favorecendo o controle parasitario por meio da ativagao dos
macrofagos, enquanto concentracdes elevadas (ex.: “Novoa, 20117 e “Covre, 2018”)
promovem dano tecidual e progressao para formas agravadas (Carvalho, Bacellar, et al., 2022).

O intervalo de predi¢ao foi de -997,8 pg/mL a 2201,39 pg/mL. Este valor indica a
dispersdo esperada da diferenca do TNF-a entre pacientes e pessoas saudaveis. Os valores
negativos indicam que a concentragdo de TNF-a entre pessoas saudaveis pode ser maior do que
entre pacientes. Isso € biologicamente possivel em certas condigdes. Por exemplo, caso existam
pessoas consideradas saudaveis que estejam lidando com uma infec¢do ndo identificada,
enquanto os pacientes apresentam polariza¢do no perfil Th2. O perfil imune predominante dos
pacientes nao foi classificado nos estudos, de modo que nao pudemos realizar uma analise de

subgrupos entre os perfis Thl e Th2, o que constitui uma limitacdo para esta afirmagao.
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Nao foi encontrada assimetria nas diferengas de média; o valor da assimetria
(skewness) foi de 1,90 (< 1,96). Ou seja, ndo ¢ preciso transformar os dados para aproxima-los
de uma distribui¢ao normal para realizar os calculos da meta-analise.

A heterogeneidade foi alta e significativa (Q de Cochran p < 0,001; I> = 99,18%).
Este valor, em porcentagem, ¢ o quanto da diferenca entre os estudos ndo pode ser atribuido as
diferengas nos tamanhos das amostras. A avaliagdo visual no Grafico 1 indica que os intervalos
de confianca nao se sobrepdem com regularidade, o que reforga a afirmacao de heterogeneidade
entre os estudos. As diferencgas na concentracao de TNF-a entre os estudos variaram de 59,59
pg/mL a 3074,44 pg/mL, o que evidencia uma dispersdo relevante dos resultados. Tal
variabilidade fortalece a possibilidade de diferentes fatores regularem os resultados da producao
de TNF-a nos experimentos. Estes fatores podem vir dos protocolos de pesquisa (técnica de
amostragem, concentragdo celular, tempo de cultura, dose antigénica etc.) e dos participantes
(infec¢des nao identificadas, carga parasitaria, polarizacdo Th1/Th2, comorbidades subclinicas
etc.), conforme relatado em revisdes sobre perfis imunes mistos na leishmaniose (Saidi et al.,
2023; Volpedo et al., 2021).

O estudo de “Covre, 2018 foi o0 mais discrepante, devido as concentra¢des do TNF-
a ¢ a variedade interna acima das observadas nos demais estudos, mesmo entre pessoas
saudaveis. Ele ¢ um estudo outlier. A comparacao visual no Grafico 1 do seu intervalo de
confianga com os dos demais estudos confirma isso. Retirar este estudo introduziria um viés de
selecdio e ndo reduziria de forma relevante a inconsisténcia (I?); testamos isso e confirmamos a
ineficécia.

A andlise de subgrupos mostrou que separar os estudos por graus de vieses nao
afetou significativamente a heterogeneidade. Outras varidveis qualitativas ndo puderam ser
avaliadas devido ao tamanho insuficiente dos estudos nos subgrupos. Utilizamos a meta-
regressao univariada, com um preditor quantitativo continuo analisado por vez, como forma de
lidar com a limitacao do nimero de estudos. A regressdao multivariada seria a ideal, mas exigiria
pelo menos 10 estudos para cada moderador. Ressaltamos que a regressdo univariada nao
considera a associacao entre os moderadores na determinacao do desfecho. A concentragao de
células na cultura do PBMC, o tempo de cultura e a concentragdo do antigeno de L. braziliensis
utilizada ndo apresentaram associacao com as diferencas na concentracao de TNF-a (Tabela 6).
Apesar da auséncia de significancia estatistica, a avaliacao visual da eleva¢do da curva da
relacdo entre a concentracao do antigeno e o aumento da diferenca do TNF-a sugere que a

realizacdo de mais estudos individuais sobre esta relacdo pode ser relevante (Figura 5C);
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inclusive, com valores de concentracdo do antigeno acima do usual (5 pg/mL). A distribuigdo

dos estudos ao longo das retas na Figura 5 reforca a hipdtese de heterogeneidade significativa.

Tabela 6 - Resultados da metarregressao univariada entre a diferenca das médias de TNF-a
entre pacientes (LC-Lb) e pessoas saudaveis e a concentracao celular do PBMC, o

tempo de cultura e a concentracdo do antigeno da L. braziliensis utilizado.

Moderador Pardmetro  Estimativa _ Erro Padrio IC 95% t gl p
Concentragdo de Intercepto * 381,23 365,34 —482,67; 1245,13 1,04 7 0,33
células no PBMC Coeficiente 7,51x10°° 1,82x10* —3,56x107%; 5,06x10 0,41 7 0,69
Tempo de culturado Intercepto * 597,49 544,56 —658,28; 1853,26 1,1 8 0,30
PBMC ~ com o Coeficiente
antigeno/parasito 0,19 8,03 —18,34; 18,72 0,02 8 0,98
Concentracao do Intercepto * 473,83 255,04 —114,29; 1061,96 1,86 8 0,10
antigeno  utilizado Coeficient
na cultura ochiciente 43 57 15,17 ~21,40; 48,55 090 8 0,40

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: * apresentado em pg/mL. IC = intervalo de confianga. t = valor do teste t. gl = graus de liberdade.
Notas: Utilizou-se o ajuste de Knapp-Hartung. Intercepto indica o valor do TNF-a caso o moderador fosse nulo.
O coeficiente indica se a associagdo € positiva ou negativa, e, a cada aumento de uma unidade de TNF-a, teriamos
uma mudanga no moderador, de acordo com o seu valor. A meta-regressdo para a concentracdo do PBMC teve
menos de 10 estudos (n = 8), portanto, seu resultado carece de precisdo estatistica e deve ser visto apenas como
um indicio a ser revisado por futuros estudos.

Figura 5 - Meta-regressdo univariada entre a diferenca entre as médias de TNF-o de
pacientes (LC-Lb) e de pessoas saudaveis e a concentracao celular do PBMC
(A) (n=28), o tempo de cultura (B) (n = 10) e a concentracdo do antigeno da L.
braziliensis (C) (n = 10).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Notas: Cada circulo representa um estudo. O tamanho do circulo indica o peso do estudo na sintese
estatistica da meta-analise. A area cinza ¢ o intervalo de confianga da reta da metarregressdo. Concentragéo
celular do PBMC reportada em células/mL, tempo de cultura para mensuragao do TNF-a reportado em
horas e concentragdo do antigeno da Lb reportada em pg/mL. As trés metarregressdes ndo foram
estatisticamente significativas para os coeficientes (p > 0,05). A meta-regressdo para a concentragdo do
PBMC teve menos de 10 estudos (n = 8), portanto, seu resultado carece de precisdo estatistica e deve ser
visto apenas como um indicio a ser revisado por futuros estudos.

A metarregressdo para avaliar o impacto destas caracteristicas do protocolo

experimental nas variagdes entre estudos (heterogeneidade) indicou que as diferencas nas
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concentragdes de células utilizadas nos experimentos (intercepto 12,48; p < 0,01 / coeficiente
—-1,67x1077; p = 0,8), nos tempos de cultura (intercepto 12,29; p < 0,01 / coeficiente 3,29x1073;
p = 0,89) e nas diferentes concentragdes do antigenos (intercepto 11,97; p < 0,01 / coeficiente
0,05; p = 0,67) ndo explicam a heterogeneidade observada. Em resumo, os interceptos
significativos indicam a presenca de heterogeneidade geral, enquanto os coeficientes nao
significativos indicam que esses moderadores ndo sdo responsaveis por essa heterogeneidade.
Ela decorre de outros fatores ndo modelados nesta regressao.

A metarregressao univariada, realizada para investigar a regulagao da produgao de
TNF-o pela IL-10, ndo demonstrou associacdo estatisticamente significativa entre essas
citocinas (coeficiente = -2,05; n=7; p =0,15), embora o intercepto confirme a presenca de um
processo inflamatorio basal elevado nos pacientes com LC-Lb (intercepto = 1074,44 pg/mL; p
=0,04). A avaliagao visual da reta de regressao (Grafico 2) sugere uma tendéncia negativa, com
declinio na concentracdo de TNF-a nos estudos que registraram os maiores niveis de 1L-10,
compativel com o papel imunorregulador da IL-10 na supressao de respostas pro-inflamatorias
Thl durante a infeccdo por L. braziliensis (Gonzélez et al., 2010; Novoa et al., 2011). Tais
achados, no entanto, carecem de poder estatistico adequado devido ao numero limitado de
estudos, o que recomenda a realizacdo de pelo menos trés investigacdes adicionais, com
protocolos padronizados, para validar essa interagao regulatoria entre a IL-10 e o TNF-a em

pacientes e pessoas saudaveis.



Grafico 2 - Metarregressao univariada entre a diferenca
das médias de TNF-a de pacientes (LC-Lb)
e pessoas saudaveis (HS) e a concentracao
média de IL-10 entre os pacientes por

estudo (p =0,15) (n=7).

IL-10 nos pacientes (pg/mL)

| \ \ | \ | |
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Fonte: elaborado pelo autor. Cada circulo representa um estudo. O
tamanho do circulo indica o peso do estudo na sintese estatistica
da meta-analise. A area cinza ¢ o intervalo de confianga da reta da
metarregressao.

Legenda: HS = pessoas saudaveis.

Nota: Esta meta-regressdo tem menos de 10 estudos (n = 7),
portanto, seu resultado carece de precisdo estatistica e deve ser
visto apenas como um indicio a ser revisado por futuros estudos.
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O viés de publicacdo ndo foi confirmado pelo teste de Egger (p = 0,05). A avalia¢ao

visual do “funnel plot” indica que, em sua maioria, os estudos estdo fora da area de H1 (hipotese

de viés de publicacdo) (Grafico 3). Com isso, ndo podemos afirmar que haja viés de publicagcdo

entre os estudos.
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Grafico 3 - Viés de publicagdo nos estudos sobre a
concentragdo de TNF-a no sobrenadante

do PBMC de pessoas com LC-Lb.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Os circulos preenchidos representam os estudos (n =
10).

Notas: A area dentro do funil delimita os estudos que se
enquadram na hipotese alternativa (H1) de que ha viés de
publicag@o. As amostras dos pacientes foram reestimuladas com
o0 antigeno/parasito da L. braziliensis.

A faixa do intervalo de predi¢do pode ser considerada representativa das possiveis
diferencas na concentracao de TNF-a entre pacientes e individuos saudaveis na populagao. A
sintese estatistica dos estudos foi significativa, mas pressupde homogeneidade entre eles. Como
isso ndo ocorreu, recomenda-se que a sintese estatistica seja interpretada como um indicativo
preliminar, devendo ser complementada por estudos que adotem protocolos semelhantes,

reduzindo a heterogeneidade.

4.2.2 TNF-a em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimula¢do com L. braziliensis
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Grafico 4 - Meta-analise da diferenga na concentragcdo de TNF-a no sobrenadante do PBMC de

pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulagdo com L. braziliensis.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: PI = intervalo de predigdo, Study = referéncia do estudo, LC = nimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, * = diferenga da média entre os grupos, # = intervalo de confian¢a, @ = peso do estudo na sintese
estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran (teste de heterogeneidade), T = variabilidade
entre os estudos, I? = inconsisténcia.

Notas: Os pacientes ndo estavam em tratamento.

Dez estudos foram incluidos nesta meta-andlise. Eles forneceram dados sobre a
concentracdo do TNF-a no sobrenadante de culturas do PBMC de pacientes com LC-Lb antes
do tratamento (n = 147), em comparagdo com meios nao estimulados (n = 147) (Grafico 4).
Todos os estudos individuais demonstraram aumento unidirecional da concentragao de TNF-a
apds reestimulacdo com o antigeno/parasito, com sintese estatisticamente significativa
utilizando o modelo de efeitos aleatorios (diferenga média = 645,74 pg/mL; p = 0,005; IC 95%
[270,78, 1144,83]), confirmando a ativacdo pro-inflamatdria caracteristica da infecgdo
(Carvalho, Bacellar, et al., 2022; de Araujo et al., 2021). O intervalo de predi¢dao amplo (-737,17
a 2152,78 pg/mL) apresenta o célculo estatistico da variabilidade populacional esperada desta
resposta imunologica, permitindo estimativas mais confidveis do que as fundamentadas em
estudos individuais isolados (Borenstein et al., 2021). Nao foi encontrada assimetria relevante
entre as diferengas de médias, de forma que ndo ¢ preciso transformar a distribui¢@o para torna-
la normal; o valor da assimetria (skewness) foi de 1,64 (< 1,96).

A heterogeneidade entre os estudos foi confirmada pelo teste Q de Cochran (p <
0,001), com inconsisténcia elevada (I*> = 96,86%), indicando que a variabilidade observada
transcende o esperado pelo erro amostral e pode ser consequéncia de diferengas metodoldgicas
ou bioldgicas substanciais entre os estudos (Higgins et al., 2003). A avaliacao visual do Grafico

4 revela sobreposi¢do irregular dos intervalos de confianga, com dois estudos apresentando
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faixas que admitem concentragdes menores de TNF-a nos meios estimulados, em comparagao
aos ndo estimulados, refor¢ando a presenca de heterogeneidade na resposta imunologica a L.
braziliensis. O que confirma o descrito na literatura para o TNF-a (Castellano et al., 2009). A
analise de sensibilidade, testando a remocao de estudos discrepantes, nao identificou alteracdes
significativas na heterogeneidade residual, sugerindo que a variabilidade ¢ intrinseca ao
fendomeno estudado e ndo depende de outliers isolados, o que justifica manter todos os estudos
na sintese estatistica. Nao foram identificados outliers.

Foram conduzidas analises de subgrupos de carater exploratorio para investigar
potenciais fontes de heterogeneidade na producdo de TNF-a. Contudo, estas analises
apresentam poder estatistico limitado devido ao ntimero reduzido de estudos por subgrupo (n <
10), conforme recomendado pela literatura metodologica (Higgins et al., 2024). Nao foram
observadas diferengas significativas entre os subgrupos categorizados por risco de viés no
Dominio 2 ("Métodos Experimentais": alto vs. algum risco; p = 0,68) nem no Dominio 3
("Relato de Resultados"; p = 0,83), indicando que variagdes na qualidade metodolégica ndo
explicam de forma substancial a heterogeneidade observada. Outras variaveis qualitativas nao
puderam ser avaliadas devido a insuficiéncia numérica de estudos nos subgrupos ou resultaram
em achados ndo significativos, reforcando a necessidade de investigagdes futuras com maior
numero de estudos padronizados para elucidar moderadores clinicos e dos protocolos
experimentais.

Em virtude da quantidade restrita de estudos incluidos (n = 10), a realizagdo de
metarregressao multivariada ndo foi viavel, sendo realizadas apenas analises univariadas. As
variaveis dos protocolos experimentais testadas foram a concentragdo celular do PBMC
(intercepto = 689,8 pg/mL, p = 0,12; coeficiente = -5,33 x 107, p = 0,77; n = 7), o tempo de
cultura (intercepto = 77,2 pg/mL, p = 0,88; coeficiente = 11,9 pg/mL/dia, p=0,17;n=9) e a
concentragdo do antigeno/parasito de L. braziliensis (intercepto = 697,26 pg/mL, p = 0,02;
coeficiente = -2,58 pg/mL/ug, p = 0,86; n = 9). Todas ndo apresentaram associagdes
estatisticamente significativas com as diferencas de TNF-a entre os meios estimulados e nao
estimulados (Figura 6). A avaliacdo visual das retas de regressdo indica auséncia de tendéncias
significativas. Com inclina¢do positiva sugestiva para o tempo de cultura (Figura 6B),
indicando a possibilidade de obter diferencas maximas nas concentragdes do TNF-a entre os
grupos estimulados e ndo estimulados na LC-Lb, apds 72 h de tempo de cultura. Os interceptos
positivos e significativos confirmam a resposta inflamatéria, independentemente das diferencas

entre os protocolos adotados nos estudos.
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Figura 6 - Meta-regressao univariada entre a diferenca nas médias de TNF-a de pacientes (LC-
Lb) depois e antes da estimulagdo com L. braziliensis e a concentracao celular do

PBMC (A), o tempo de cultura (B) e a concentracao do antigeno da L. braziliensis

(C).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Cada circulo representa um estudo. O tamanho do circulo indica o peso do estudo na sintese estatistica
da meta-analise. A area cinza corresponde ao intervalo de confianga da reta da metarregressao.

Notas: Concentrag@o do antigeno da Lb em pg/mL. Concentracdo do TNF-a em pg/mL. Os coeficientes das retas
de regressdo ndo foram estatisticamente significativos (p > 0,05). Estas meta-regressdes tém menos de 10 estudos
em cada uma, portanto, seu resultado carece de precisdo estatistica e deve ser visto apenas como um indicio a ser
revisado por futuros estudos.

A metarregressao univariada, para avaliar a associacdo entre as caracteristicas dos
protocolos experimentais e a heterogeneidade, concluiu que ha heterogeneidade geral, mas sem
a participacdo dessas variaveis. A concentracdo de células na cultura do PBMC (intercepto
11,24;n="7; p < 0,01 / coeficiente 4,66 x 107; n=7; p = 0,59), o tempo de cultura (intercepto
10,25; n=9; p = 0,01 / coeficiente 0,03; n =9; p = 0,35) e a concentragdo do antigeno de L.
braziliensis utilizado na cultura (p = 0,9) ndo apresentaram associacdo com as diferencas na
concentracdo de TNF-a entre os meios.

A metarregressao univariada avaliando a influéncia da concentracdo média de IL-
10 sobre as diferengas de TNF-a ndo alcangou significancia estatistica (intercepto = 940,28
pg/mL; n = §; p = 0,10; coeficiente = -1,69 pg/mL por unidade de IL-10; p = 0,20), indicando
que, na auséncia de IL-10, a sintese estatistica da resposta pro-inflamatoria de TNF-a seria
aproximadamente 940 pg/mL superior nos pacientes com LC-Lb (Gréfico 5 - Metarregressao
univariada entre a diferenca das médias de TNF-a entre meios estimulados e ndo estimulados
de pacientes (LC-Lb) e a concentragdo média de IL-10 dos pacientes por estudo (p =
0,2).Grafico 5). O coeficiente negativo sugere que a fun¢ao regulatoria da IL-10 sobre o TNF-
a ndo ¢ significativa, com cada unidade de aumento na IL-10 associada a uma reducao de 1,69

pg/mL na diferenga TNF-a estimulada versus basal. Mesmo nao sendo significativo, este
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resultado € compativel com o papel anti-inflamatério da IL-10 no controle do perfil Th1 durante
a infeccdo por L. braziliensis (Nascimento et al., 2022). Contudo, a analise com apenas oito
estudos limita a possibilidade de conclusdes seguras, posicionando estes achados como

indicativos exploratdrios.

Grafico 5 - Metarregressao univariada entre a diferenca
das médias de TNF-a entre meios
estimulados e ndo estimulados de pacientes
(LC-Lb) e a concentracdo média de IL-10
dos pacientes por estudo (p = 0,2).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: cada circulo representa um estudo (n = 8). O tamanho do
circulo indica o peso do estudo na estimativa. A area cinza ¢é o
intervalo de confianca da reta da metarregresséo.

Notas: As concentragdes estdo em pg/mL. Esta meta-regressdo tem
menos de 10 estudos em cada uma; portanto, seu resultado carece
de precisdo estatistica e deve ser visto apenas como um indicio a ser
revisado por futuros estudos.

O viés de publicacdo foi confirmado pelo teste de Egger (p <0,01). Ou seja, ha uma
possibilidade considerdvel de que estudos com concentragdes mais altas nas amostras nao
estimuladas nao estejam sendo publicados. A técnica de Trim and Fill (parametro LO) indica
que a inclusdo de seis estudos, com resultados em que a concentracdo de TNF-a seria menor no
meio estimulado, removeria o viés de publica¢do (Grafico 6). Caso estes estudos existissem
exatamente como indicado pelo “trim and fill”, a sintese estatistica seria de 51,1 pg/mL, e ndo

de 645,74 pg/mL.



apenas como indicios da diferen¢a da concentracdo de TNF-a entre os meios estimulados e ndo
estimulados de pacientes com LC-Lb. Apesar de sua significancia estatistica, os estudos em que
se baseiam mostraram-se muito diferentes entre si, de modo que talvez nao seja possivel obter

uma sintese que represente estes trabalhos. Além disso, o viés de publicagdo identificado reduz

Grafico 6 — Grafico de funil (Funnel plot) com “trim
and fill” para o viés de publicacdo nos
estudos sobre a concentracdo de TNF-a

no sobrenadante do PBMC de pessoas

com LC-Lb.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Os circulos preenchidos correspondem aos estudos
publicados (n = 10). A area dentro do funil delimita quais
estudos se enquadram na hipdtese alternativa (H1) de que ha viés
de publicagdo. Os circulos vazados sdo as sugestoes indicadas
na técnica “trim and fill” para remover o viés de publicacao.
Notas: As amostras dos pacientes nos estudos foram
reestimuladas com L. braziliensis.

Recomendamos que a sintese estatistica e o intervalo de predi¢do sejam aceitos

a confianca na literatura em revelar o que ocorre na populagao.

4.3

4.3.1 IFN-y entre pacientes antes do tratamento e pessoas saudaveis

IFN-y

82



&3

Grafico 7 - Meta-analise da diferenga na concentra¢ao de IFN-y no sobrenadante do PBMC de
amostras obtidas de pessoas com leishmaniose cutinea, causada por L. braziliensis,

antes do tratamento e ap6s reestimulagdo, em comparagdo com grupos de pessoas

saudaveis.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: PI = intervalo de predicdo, Study = referéncia do estudo, LC = nimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, HS = numero de participantes saudaveis, * = diferenca da média entre os grupos, # = intervalo de
confianga, @ = peso do estudo na sintese estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran
(teste de heterogeneidade), T = variabilidade entre os estudos, I? = inconsisténcia.

Notas: as células das amostras do grupo de pessoas saudaveis ndo foram estimuladas pelo antigeno/parasito da L.
braziliensis.

Dez estudos incluidos na meta-analise forneceram dados sobre a concentragao de
IFN-y no sobrenadante de culturas de PBMC de pacientes com LB-Lb antes do tratamento, apos
estimulacdo com antigeno/parasito (n = 150), em compara¢do com individuos saudaveis sem
estimulagdo (n = 134) (Grafico 7). Todos os efeitos individuais demonstraram elevacao
unidirecional do IFN-y, com diferengas nas médias variando substancialmente (acima de 70
vezes, de 116,27 a 8177,37 pg/mL). A sintese estatistica foi significativa pelo modelo de efeitos
aleatorios (diferenca média = 2.615,14 pg/mL; p = 0,006; IC 95% [945,33, 4284,96]). A
diferenca significativa entre pacientes e pessoas saudaveis confirma o IFN-y como um marcador
inflamatoério relevante para identificar a infecgdo na LC-Lb (D'Oliveira et al., 2002).

O intervalo de predi¢do amplo (-2712,71 a 7943 pg/mL) reflete a variabilidade
populacional nas concentra¢des do IFN-y, admitindo cenérios clinicamente plausiveis em que
concentragdes superiores ocorrem em individuos "saudaveis" expostos assintomaticamente
(ex.: infecgdes subclinicas) ou em pacientes com polarizacdo Th2/Th17 dominante, em vez de
Thl (Reis et al., 2009). Tal amplitude ¢ congruente com estudos epidemioldgicos em areas

endémicas que identificaram individuos saudaveis com IFN-y detectavel devido a exposi¢ao
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prévia assintomatica e pacientes com LC-Lb com perfis imunes mistos associados a progressao
cronica (Cabrera Gonzalez et al., 2010; Souza et al., 2013). Também inclui as concentra¢des
esperadas para casos de autocura, em que a produgdo de IFN-y varia de 500 a 2900 pg/mL
(Carvalho et al., 1995).

O aumento significativo de IFN-y entre os pacientes com LC também foi observado
em estudos de outros paises, nos quais a L. braziliensis ndo € o agente infeccioso (Farooq Ramzi
et al., 2024). O que fortalece a elevada presenca do IFN-y como marcador inflamatoério da LC
causada por diferentes tipos de Leishmania.

A ampla dispersao das diferencas individuais (>70 vezes) indica heterogeneidade
clinica substancial, congruente com perfis Thl em gradacgdes diversas na LC-Lb, confirmando
que o perfil Thl ¢ um espectro e ndo um diagnostico binario. Estas diferencas na concentragao
do IFN-y podem estar correlacionadas a diferentes estidgios e progressoes da leishmaniose
cutanea, como relatado por D'Oliveira et al. (2002).

Nao foi encontrada assimetria entre as diferengas de médias; o valor da assimetria
foi 0,85 (< 1,96). Assim, nao foi preciso transformar os achados dos estudos em uma
distribuicao simétrica.

A heterogeneidade entre os estudos foi confirmada pelo teste Q de Cochran (p <
0,001), com inconsisténcia elevada (I*> = 99,41%), indicando que praticamente toda a
variabilidade observada nao se deve a diferenca do tamanho das amostras, sendo maior a chance
de refletir diferengas clinicas, metodoldgicas e biologicas que intervém na resposta de IFN-y a
L. braziliensis. A avaliagdo visual do Grafico 7 evidencia sobreposicao irregular dos intervalos
de confianca, reforgando a presenca de heterogeneidade estatistica e clinica. Tal magnitude de
inconsisténcia justifica o modelo de efeitos aleatorios adotado e interpretagdes cautelosas da
sintese, priorizando o intervalo de predigdo como estimativa populacional mais realista
(Borenstein et al., 2021).

A analise de subgrupos para “D2: métodos experimentais” ndo foi estatisticamente
significativa para a diferenga entre subgrupos (p = 0,47), ndo reduziu a inconsisténcia e
apresentou sinteses estatisticas nao significativas. “D1: coleta e manuseio de amostras” (p =
0,41) e “D3: relato de resultados” (p = 0,3) também nao mostraram diferengas entre os grupos.
Outras variaveis qualitativas, como pais, tipo de estimulacdo, técnica utilizada e kit de
citometria/ELISA, ndo puderam ser avaliadas devido ao tamanho insuficiente dos estudos entre
os subgrupos ou ndo apresentaram alteracOes estatisticamente significativas na

heterogeneidade. A andlise de sensibilidade indicou que a remocdo de qualquer dos estudos
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com maior dispersdo ndo levaria a uma redugdo significativa da heterogeneidade. Portanto,
nenhum destes estudos se configura como um outlier.

A analise de meta-regressao multivariada também nao pode ser realizada por conta
do numero de estudos ser de apenas 10. Apesar de ndo ter poder estatistico razoavel e de ser
suscetivel a variaveis confundidoras, realizamos a analise univariada com a finalidade de obter
indicios. A concentragdo do PBMC em células/mL (p = 0,54), o tempo de cultura para mensurar
o IFN-y (p = 0,29) e a concentragdo do antigeno utilizado (p = 0,91) ndo se mostraram
significativos na determinagdo da sintese e do intervalo de predi¢ao (Figura 7). A avaliacao
visual das retas de regressdo sugere a necessidade de estudos sobre a participagao do tempo de
cultura do PBMC com o antigeno na determinagdo da concentracdo do IFN-y (Figura 7B). A
metarregressdo unilinear também ndo indicou que estas varidveis contribuiram de forma

significativa para a heterogeneidade (p =0,42; p=0,3 e p=0,53).

Figura 7 - Meta-regressao univariada entre a diferenca das médias de IFN-y de pacientes (LC-
Lb) e pessoas saudaveis e a concentracdo celular do PBMC (A) (n = 8), o tempo de

cultura (B) (n =9) e a concentracdo do antigeno da L. braziliensis (C) (n =9).
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Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: Cada circulo representa um estudo. O tamanho do circulo indica o peso do estudo na sintese estatistica

da meta-analise. A area cinza corresponde ao intervalo de confianga da reta da metarregressdo. “celml” =

concentragdo de células/mL do PBMC, “tincifn” = tempo de cultura para a mensura¢ao do TNF-a, “antugml” =
concentragdo do antigeno da Lb em pg/mL.

Notas: Os coeficientes das retas de regressdo ndo foram estatisticamente significativos (p > 0,05). Estas meta-
regressoes tém menos de 10 estudos em cada uma; portanto, seu resultado carece de precisdo estatistica e deve ser
visto apenas como um indicio a ser revisado por futuros estudos.

Realizamos a metarregressao para avaliar a possivel associacao entre a IL-10 dos
pacientes e a modulacao da diferenga do IFN-y entre eles e pessoas saudaveis (Grafico §). O
modelo indicou um intercepto significativo (3521,61; n=9; p =0,03), o que significa que, caso
a concentracao de IL-10 fosse zero na reta de regressdo, a diferenca da concentragdo do IFN-y
entre pacientes e pessoas saudaveis seria, em média, 3521,61 pg/mL, valor maior do que o da

sintese meta-analitica (2615,14 pg/mL). Esta diferenc¢a reforca os achados da literatura sobre a
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funcdo reguladora negativa da IL-10 sobre o IFN-y (da Silva et al., 2022; Novoa et al., 2011).
Em resumo, o intercepto nesta metarregressao ¢ a concentracdo adicional de IFN-y dos
pacientes, ndo explicada pela concentragcdo de IL-10. O coeficiente de inclinagdo para a IL-10
foi negativo, mas nao foi significativo (—4,11; n=9; p=10,39). Esse coeficiente indica que, para
cada unidade de aumento na média de IL-10 nos estudos, a sintese da meta-analise reduziria
em 4,11 unidades, caso a associagdo fosse significativa. Esta metarregressao sugere apenas uma

tendéncia inversa fraca entre a IL-10 e a concentracao mais elevada de IFN-y entre os pacientes.

Porém, ha necessidade de mais estudos para obter um poder estatistico razoavel.

Grafico 8 - Metarregressao univariada entre a diferenga
das médias de IFN-y de pacientes (LC-Lb) e
pessoas saudaveis (HS) e a concentracdo
média de IL-10 entre os pacientes por estudo
(n=9).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Cada circulo representa um estudo. O tamanho do circulo
indica o peso do estudo na sintese estatistica da meta-analise. A area
cinza ¢ o intervalo de confianga da reta da metarregressao.

Nota: Esta meta-regressdo tem menos de 10 estudos; portanto, seu
resultado carece de precisdo estatistica e deve ser visto apenas como
um indicio a ser revisado por futuros estudos.

O teste de Egger ndo identificou viés de publicacdo (p =0,1). A avaliagdo visual do
funnel plot indicou uma tendéncia de assimetria, mas sem confirmacao definitiva (Grafico 9).

Consideramos nao ser necessario aplicar a técnica de “trim and fill”.
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Grafico 9 - Funnel plot para viés de publicagdo nos estudos
sobre a concentragdo de IFN-y no sobrenadante
do PBMC de pessoas com leishmaniose
cutanea, apoOs reestimulagdo com L.

braziliensis.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Os circulos preenchidos representam os estudos (n = 10).
Notas: a area dentro do funil delimita os estudos que se enquadram na
hipotese alternativa (H1) de que ha viés de publicag@o.

Como nao foi configurado viés de publicagdo e houve significancia estatistica nos
resultados das concentracdes, concluimos que o intervalo de predi¢do representa a faixa de
variacdo da diferenga de concentragdo de IFN-y entre pacientes com LC-Lb e individuos
saudaveis na populagdo. A sintese estatistica obtida pode ser aceita apenas como indicio dos

resultados dos estudos, devido a alta heterogeneidade.

4.3.2 IFN em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulacdo com L. braziliensis
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Grafico 10 — Meta-analise da diferencga na concentragdo de IFN-y no sobrenadante do PBMC

de pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulagdo com L. braziliensis.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: PI = intervalo de predi¢do, Study = referéncia do estudo, LC = nimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, * = diferenca da média entre os grupos, # = intervalo de confianca, @ = peso do estudo na sintese
estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran (teste de heterogeneidade), T = variabilidade
entre os estudos, I> = inconsisténcia.

Notas: Os pacientes ndo estavam em tratamento.

Seis estudos incluidos na meta-analise forneceram dados sobre a concentragao de
IFN-y no sobrenadante de culturas de PBMC de pacientes com LC-Lb antes do tratamento (n =
72) em comparag¢do com meios nao estimulados (n = 72) (Grafico 10). Todos demonstraram
elevacdo pos-estimulagdo com o antigeno/parasito, exceto Castellano et al. (2009), cujo
intervalo de confiang¢a permitiu um resultado inverso. A meta-analise resultou em uma sintese
estatisticamente significativa pelo modelo de efeitos aleatorios (diferenca média = 3038,08
pg/mL; p = 0,044; IC 95% [116,41, 5959,75]), confirmando a ativacdo Th1l robusta especifica
a infeccao (Grafico 10). O intervalo de predicao foi omitido devido a baixa precisao em meta-
analises com menos de 10 estudos, conforme as diretrizes metodologicas. Nao foi encontrada
assimetria nas diferencas de média; o valor da assimetria (skewness) foi 0,56 (< 1,96).

A heterogeneidade foi confirmada (Q de Cochran p < 0,001), com inconsisténcia
(I?) de 98,61%. A avaliagdo visual na figura XX indica que nem todos os intervalos de confianga
das diferengas de média entre os estudos se sobrepdem com regularidade. Assim, o teste Q de
Cochran, o valor de I? e a avaliagdo visual dos intervalos de confianca indicam alta
heterogeneidade. A andlise de sensibilidade apontou que todos os estudos contribuiram de
forma semelhante para a heterogeneidade, de modo que remover algum deles, com resultados
mais dispersos ou diferentes dos demais, ndo reduziria a heterogeneidade.

Os estudos apresentaram alto risco de viés no dominio “D1: coleta e manuseio de

amostras”, o que impediu classificd-los em subgrupos. A andlise de subgrupos para “D2:
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métodos experimentais” ndo foi estatisticamente significativa para a diferenca entre subgrupos
(p=0,51), ndo reduziu a inconsisténcia, de forma a alterar a classificacdo da meta-analise como
de alta heterogeneidade, e apresentou sinteses estatisticas ndo significativas (p > 0,05). Para o
“D3: relato de resultados”, ndo foi encontrada diferenga entre os grupos (p = 0,16). Outras
variaveis qualitativas, como pais, design do estudo, tipo de estimulacdo, técnica utilizada e kit
de citometria/ELISA, n3o puderam ser avaliadas devido a apresentarem as mesmas
classificagdes, ndo formando subgrupos, ou por ndo serem estatisticamente significativas. Estes
resultados devem ser considerados apenas indicios, pois a analise de subgrupos com menos de
10 estudos por grupo apresenta baixo poder estatistico.

A analise de meta-regressao e o teste de Egger também nao puderam ser realizados
por conta do numero de estudos ser inferior a 10. A observacao visual do funnel plot nao
identificou assimetrias significativas, indicando a auséncia de viés de publicagao.

Considerando que a sintese estatistica foi significativa, mas nao foi possivel lidar
com a heterogeneidade, recomendamos que esta sintese ndo seja utilizada. Pode ser utilizada
apenas como um valor a ser questionado em estudos futuros. Isso ocorreu principalmente
devido ao numero insuficiente de estudos disponiveis na literatura sobre o IFN-y em meios de

cultura estimulados e ndo estimulados de pacientes com LC-Lb.

4.4 IL-10

4.4.1 IL-10 entre pacientes antes do tratamento e pessoas saudaveis
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Grafico 11 - Meta-analise da diferenca na concentracao de IL-10 no sobrenadante de PBMC de

pessoas com LC-Lb, antes do tratamento e apds reestimulacdo, e de pessoas

saudaveis.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: PI = intervalo de predi¢do, Study = referéncia do estudo, LC = nimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, HS = numero de participantes saudaveis, * = diferenca da média entre os grupos, # = intervalo de
confianga, @ = peso do estudo na sintese estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran
(teste de heterogeneidade), T = variabilidade entre os estudos, I? = inconsisténcia.

Notas: as células das amostras do grupo de pessoas saudaveis ndo foram estimuladas pelo antigeno/parasito da L.
braziliensis.

Os onze estudos selecionados revelam diferencas na dire¢do do efeito da
concentracdo de IL-10 entre pacientes com LC-Lb antes do tratamento (n = 162) e sujeitos
saudaveis (n = 161), com variacdes na média da diferenca de -115 a 563,3 pg/mL. Trés estudos
indicam auséncia pratica de diferenca entre os grupos, enquanto sete apresentam intervalos de
confianca que admitem concentracdes mais elevadas de IL-10 em individuos saudaveis em
comparagdo aos pacientes com LC-Lb. Tal variabilidade reflete a existéncia de diferentes
polarizacdes imunes (Th1/Th2/Th17) observadas na LC-Lb, na qual a IL-10 atua como
regulador negativo, suprimindo respostas pro-inflamatérias (Maspi et al., 2016). Nao foi
encontrada significancia estatistica na sintese estatistica (110,3 pg/mL, p = 0,084; intervalo de
predi¢ao: -314,11 a 534,71 pg/mL) (Grafico 11), o que indica que os grupos de pacientes e de
pessoas saudaveis ndo diferem com frequéncia quanto a expressdo da IL-10. Estudos
confirmam IL-10 elevada em lesdes ativas, suprimindo respostas leishmanicidas, mas ausente
em infec¢des subclinicas ou resolvidas (da Silva et al., 2022; Gonzalez et al., 2010), o que se
alinha a auséncia de diferenga sistematica observada entre os estudos nesta meta-analise.

Com a LC causada por L. major e L. tropica, o resultado foi diferente. Alaa Hussein

(2020) obteve resultados de IL-10 com diferenca significativa (p < 0,05) de aumento nos niveis
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séricos dos pacientes quando comparados aos sujeitos saudaveis (226,90 pg/mL e 46,77 pg/mL,
respectivamente).

Foi identificada heterogeneidade (p < 0,001) no teste Q de Cochran, com 99,68%
de inconsisténcia. Este alto valor deve ter ocorrido por conta das diferencas entre os grupos nos
estudos variarem significativamente, inclusive na dire¢do do efeito. Isso pode ter ocorrido
devido do perfil imune dominante na amostra selecionada para o estudo. Enquanto o estudo de
(Matta et al., 2009) acabou utilizando pessoas saudaveis que apresentaram concentracoes de
IL-10 superiores aos pacientes, o estudo de (Castellano et al., 2009) fez o oposto. Estes e outros
estudos, caso sejam avaliados isoladamente, ndo capturam o espectro completo das gradagdes
clinicas da IL-10 na LC-Lb, o que cria o risco de interpretagdes limitadas a uma polaridade
imune e justifica a relevancia da andlise integrativa da meta-analise. O intervalo de predigao (-
314,11 a 534,71 pg/mL) para a IL-10 abrange todo o espectro de formas clinicas na LC-Lb,
superando as limitagcdes amostrais de estudos individuais ao incorporar a variabilidade entre e
dentro deles, permitindo previsdes com maior poder explicativo para novas coortes.

A distribuicdo das médias entre os grupos ndo apresenta assimetria (skewness =
1,27). Assim, a transformag¢do logaritmica para normalizar a distribuicdo ndo ¢ necessaria. A
analise diagnoéstica para avaliacdo do impacto individual dos estudos (utilizando as métricas:
residuo padronizado, DFFITS e Cock’s distance) no resultado da meta-analise indica que o
estudo “Castellano, 2009” foi relevante para a alta heterogeneidade. Caso este estudo fosse
removido, teriamos uma redu¢do da medida de dispersdo (1) de 181,58 pg/mL para 103,39
pg/mL e do teste Q de Cochran (para heterogeneidade) de 175,89 para 37,43. “Castellano,
2009” ¢ o estudo com a maior diferenca entre as médias (563,3 pg/mL). Por apresentar
resultados extremos e por ser o que mais impacta a heterogeneidade, consideramos este estudo
um outlier. Decidimos ndo o remover da anélise para evitar o viés de sele¢do.

As andlises de subgrupos para pais, design metodologico do estudo, dominio de
viés “D2: métodos experimentais”, tipo de estimulacdo (antigeno x parasito) e técnica utilizada
na medicao da concentragdao (ELISA x citometria), entre outros, nao se mostraram significativas
ou possiveis. Devido ao baixo numero de estudos ou a auséncia de subgrupos. Os subgrupos
criados com base nas entradas da varidvel de risco de viés “D3: relato de resultados” mostraram-
se estatisticamente diferentes (p = 0,02) (Grafico 12). O subgrupo com “algum” risco de viés
apresentou uma sintese estatisticamente significativa (p = 0,047), indicando diferenga
expressiva entre pacientes e sujeitos saudaveis quanto a IL-10. Os estudos que apresentaram
alto risco de viés no dominio “D3: relato de resultados” ndo mostraram diferengas significativas

(p = 0,649). Em ambos, a heterogeneidade continuou elevada. Como hd menos de 10 estudos
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por subgrupo, devemos ressaltar o baixo poder estatistico desses achados, que devem ser

entendidos apenas como indicios.

Grafico 12 - Analise de subgrupos, por risco de viés em “D3: relato de resultados”, da meta-
analise da diferenga na concentragdo de IL-10 entre os grupos de pessoas com LC-

Lb antes do tratamento e os grupos de pessoas saudaveis.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Notas: para cada estudo (Study) foram indicados o niimero de participantes com LC-Lb (LC) antes do tratamento,
o numero de participantes saudaveis (HS), a diferenga da média entre os grupos, o intervalo de confianga e o peso
do estudo na sintese estatistica. As células das amostras do grupo de pessoas saudaveis ndo foram estimuladas pelo
antigeno/parasito de L. braziliensis.

As metarregressdes univariadas para concentragdo celular do PBMC (coeficiente =
183,82; n = 10; p = 0,65), tempo de cultura do PBMC com o antigeno (coeficiente 1,37 ; n =
10; p=0,41) e concentragdao do antigeno utilizado (coeficiente -5,14; n = 10; p = 0,13) ndo se
mostraram significativas para uma associagdo com a diferenca de médias da concentragdo da
IL-10 entre pacientes e pessoas saudaveis (Grafico 13). Contudo, a avaliagdo visual das retas
de metarregressao sugere a necessidade de investigar a associagdo positiva entre o tempo de
cultura do PBMC e uma maior concentragao de IL-10 entre os pacientes (Grafico 13B), bem
como uma associa¢do negativa entre a concentracdo do antigeno utilizado e uma regulagao
negativa da IL-10 entre os pacientes (Grafico 13C). A metarregressdo univariada para avaliar a
associacao destas variaveis com a heterogeneidade nao foi estatisticamente significativa (p =

0,4,p=0,92 ¢ p = 0,96).
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Grafico 13 - Meta-regressao univariada entre a diferenca das médias de IL-10 de pacientes (LC-
Lb) e pessoas saudaveis e a concentragao celular do PBMC (A) (n = 10), o tempo

de cultura (B) (n = 10) e a concentragdao do antigeno da L. braziliensis (C) (n =
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Cada circulo representa um estudo. O tamanho do circulo indica o peso do estudo na sintese estatistica
da meta-andlise. A area cinza ¢ o intervalo de confianca da reta da metarregressao.

Notas: Antigeno da Lb em pg/mL. Os coeficientes das retas de metarregressao nao foram significativos (p > 0,05).

O teste de Egger nao indicou viés de publicacdo (p = 0,11). A avaliagdo visual do
funnel plot confirma esta afirmagao.

A heterogeneidade foi alta. Por isso, ndo recomendamos a aceitacdo da sintese
estatistica, uma vez que os estudos sdo diferentes demais entre si para que se possa considerar
uma sintese que os represente. Ela pode ser considerada apenas um indicio para futuras
investigacoes. Por outro lado, ndo foi identificado viés de publicacdo, o que indica uma boa
diversidade de estudos que representam a literatura. Recomendamos o intervalo de predi¢ao
desta meta-analise como uma boa representagdo do comportamento da IL-10 tanto na populagao
de pacientes com LC-Lb quanto em pessoas saudaveis. Este intervalo de predi¢cao, com valores
maiores € menores da IL-10 nos pacientes, ¢ biologicamente coerente, pois i1sso pode ocorrer

devido a diferenca na polarizag@o dos perfis Th1 e Th2.

4.4.2 IL-10 em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulagdo com L. braziliensis
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Grafico 14 - Meta-analise da diferenca na concentragao de IL-10 no sobrenadante do PBMC de
amostras estimuladas por L. braziliensis (n = 128) e ndo estimuladas (n = 128),

obtidas de pessoas com leishmaniose cutanea antes do tratamento.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: PI = intervalo de predi¢do, Study = referéncia do estudo, LC = nimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, * = diferenga da média entre os grupos, # = intervalo de confian¢a, @ = peso do estudo na sintese
estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran (teste de heterogeneidade), T = variabilidade
entre os estudos, I? = inconsisténcia.

Notas: Os pacientes ndo estavam em tratamento.

Seis dos dez estudos apresentaram intervalos de confianga compativeis com uma
possivel reducdo das concentragdes de IL-10 apos a reestimulacdo in vitro com antigenos da
Leishmania braziliensis, mas todos relataram aumento dessa citocina sob a mesma condicao
experimental. A sintese estatistica desses dez estudos resultou em uma diferenca média de 16,99
pg/mL, sem significancia estatistica (p = 0,336), indicando que a sintese estatistica ndo aponta
para uma dire¢do especifica de alteracdo de IL-10 (Grafico 14). A auséncia de significancia
estatistica nesta meta-analise nao pode ser interpretada como auséncia de resultado valido, pois
evidencia a compatibilidade dos dados com diferentes cenarios imunoldgicos da infeccao,
incluindo tanto aumento quanto redugdo de IL-10 em funcdo do perfil imune dominante. O
intervalo de predicdo da meta-andlise abrange uma faixa mais inclusiva e, assim, mais
representativa dos casos na populacdo, variando de -105,50 a 139,49 pg/mL. Este intervalo de
predi¢dao abrange diferentes concentragdes de IL-10, o que representa diferentes cenarios de
polarizacao imune. Nao foi encontrada assimetria na distribui¢do das diferencas entre os grupos
(skewness = 0,68).

A heterogeneidade significativa (Q de Cochran, p < 0,001; I> = 98,64%) no forest

plot (Grafico 14) revela polarizagdes imunologicas variadas em pacientes com leishmaniose
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cutinea causada por Leishmania braziliensis, incluindo perfis mistos Th1/Th2/Th17 que
refletem diferentes desfechos clinicos, cargas parasitarias e o recrutamento de Tregs. Essa
inconsisténcia nos achados dos estudos nao compromete a validade da meta-analise; pelo
contrario, ela quantifica a diversidade biologica da resposta imune, na qual a IL-10 pode ser
positivamente regulada ou ndo. A heterogeneidade alta (I> > 95%) nesta meta-analise indica
que a variabilidade biologica na expressao de IL-10 entre a populagdo acometida pela LC-Lb ¢
estatisticamente significativa. Este achado supera as limitagdes de estudos isolados com
amostras restritas a subgrupos (e.g., Th2 dominante em lesdes cronicas vs. Th1 em precoces).

A analise de sensibilidade para avaliar a heterogeneidade identificou que o estudo
de “Carvalho, 2013 foi significativamente responsavel por ela, diferenciando-se dos demais.
Sua remocao reduziria a medida de dispersdo (t) de 51,51 para 35,05 pg/mL. Isso ocorreu por
apresentar resultados de concentracdo de IL-10 acima de todos os demais, com apenas 10
pessoas. O estudo “Carvalho, 2013” ¢ um outlier. Assim como nas analises anteriores, nao
iremos remover este estudo da meta-analise.

O grupo de estudos que utilizou citometria, ¢ ndo ELISA, ndo apresentou
heterogeneidade (p = 0,172). Com uma aceitavel inconsisténcia moderada (47,41%). A sintese
estatistica dos estudos que utilizaram citometria (n = 2, p = 0,835) ndo foi significativa. Isso
indica que os grupos dos 2 estudos que utilizaram citometria apresentam resultados
semelhantes, o que ndo ocorreu nos estudos que utilizaram ELISA. Estes resultados ndo podem
ser generalizados, pois baseiam-se em apenas dois estudos nesse calculo. Servem apenas como
sugestdo para mais investigagoes.

Como temos 10 estudos disponiveis na literatura, foi possivel realizar a regressao
univariada. Para a anélise multivariada, seria recomendavel ter pelo menos 10 estudos para cada
moderador. A concentragio de células (células/mL) no PBMC (coeficiente 2,1 x 10°; n=8; p
=0,27), tempo (horas) de cultura do PBMC (coeficiente -0,15; n=9; p =0,85) e a concentracao
(ng/mL) do antigeno na cultura (coeficiente -0,93; n=9; p = 0,51) ndo se mostraram associados
a uma maior diferenca entre as médias das amostras estimuladas e ndo estimuladas (Figura 8).
Assim como ocorreu na meta-andlise da IL-10 entre pacientes e pessoas saudaveis, a avaliagdo
da reta de regressao para pacientes depois e antes da estimulag@o, sugere a necessidade de mais
estudos para avaliar uma possivel associacdo negativa entre a concentragdo do antigeno
utilizado e a concentracdo de IL-10 no meio estimulado (Figura 8C). A analise de
metarregressao univariada da heterogeneidade também mostrou que estes moderadores nao

estdo associados aela (p=0,1;p=0,36ep=0,1).
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Figura 8 - Meta-regressdo univariada entre a diferenga das médias de IL-10 de pacientes (LC-
Lb) depois e antes da estimulacdo com L. braziliensis, utilizando os moderadores:
concentragdo celular do PBMC (A) (n = 8), tempo de cultura (B) (n = 9) e
concentragao do antigeno (C) (n =9).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: cada circulo representa um estudo. O tamanho do circulo indica o peso do estudo na sintese estatistica
da meta-analise. A area cinza ¢ o intervalo de confianca da reta da metarregressao.

Notas: A concentracdo de IL-10 nos meios estimulados e ndo estimulados dos pacientes com LC-Lb esté reportada
em pg/mL. Os coeficientes das retas ndo foram significativos (p > 0,05). Estas meta-regressdes tém menos de 10
estudos em cada uma; portanto, seus resultados carecem de precisao estatistica e devem ser vistos apenas como
indicios a serem revisados por futuros estudos.

O teste de Egger indicou que nao ha viés de publicagdo entre os estudos (p = 0,32).
A avaliacao visual do funnel plot indica que ndo ha viés de publicagdo, com 0 mesmo nimero
de estudos dentro e fora do funil para a hipdtese alternativa (H1).

A heterogeneidade alta indica que ndo seria adequado sintetizar os achados dos
estudos em uma sintese; por isso, ndo recomendamos o uso da sintese estatistica. Servindo
apenas como indicio a ser investigado em estudos futuros. Recomendamos que o intervalo de
predi¢do seja adotado como indicativo da amplitude na expressdo dos niveis de IL-10,
admitindo valores tanto elevados quanto reduzidos em diferentes individuos infectados por L.
braziliensis. O intervalo de predi¢do ndo representa um valor Uinico, mas sim uma faixa que
contempla a variabilidade esperada dos niveis de IL-10 entre diferentes pacientes, permitindo

maior aplicabilidade clinica e bioldgica dos resultados.

4.5 IL-17

4.5.1 IL-17 entre pacientes antes do tratamento e pessoas sauddveis
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Grafico 15 - Meta-analise da diferenca na concentragao de IL-17 no sobrenadante do PBMC de
amostras obtidas de pessoas com LC-Lb antes do tratamento e ap0ds reestimulacao,

em comparacao com grupos de pessoas saudaveis.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: PI = intervalo de predi¢do, Study = referéncia do estudo, LC = nimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, HS = numero de participantes saudaveis, * = diferenca da média entre os grupos, # = intervalo de
confianga, @ = peso do estudo na sintese estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran
(teste de heterogeneidade), T = variabilidade entre os estudos, I? = inconsisténcia.

Notas: as células das amostras do grupo de pessoas saudaveis ndo foram estimuladas pelo antigeno/parasito da L.
braziliensis.

Seis estudos apresentaram dados sobre a concentragdao de IL-17 em pacientes (n =
96) antes do tratamento e em pessoas saudaveis (n = 68) (Grafico 15). Em trés deles, os
intervalos de confian¢a (IC) indicaram a possibilidade da concentragdo de IL-17 ser menor no
grupo de pacientes. Segundo Oliveira et al. (2014), o esperado seria um aumento de sua
concentragdo entre os pacientes apos a reestimulacao com o antigeno/parasito de L. braziliensis.
Mas a IL-10 e o TGF- podem regular negativamente a producao de IL-17, de modo que uma
ativagdo do perfil Th2 poderia explicar essa queda. Possivelmente, nos estudos com menor
concentracdo entre pacientes, varios deles estivessem com o perfil misto de resposta imune
Th1/Th2 ativo, promovendo a regulacao negativa da IL-17 (Oliveira et al., 2014). Nos outros
trés, os intervalos de confianca indicaram maior concentragao de IL-17 nos pacientes antes do
tratamento.

A sintese estatistica da diferenga de concentracdo de IL-17 entre os grupos foi
significativa, com valor de 27,89 pg/mL (t = 13,99 ug/mL, p = 0,012) (Gréfico 15). Ou seja,
rejeita-se a hipotese nula de que a diferenca entre as concentracdes seja zero. Este resultado ¢
semelhante ao encontrado por Katara et al. (2013), que investigaram a concentragdo de IL-17
na LC causada por L. tropica e identificaram que a concentragdo média no soro foi

significativamente superior nos controles (48,14+4,76 pg/mL) em comparagdo com a
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observada em sujeitos saudaveis (5,69 + 1,32 pg/mL). (de Mesquita et al., 2022) relataram que
a concentra¢do de IL-17 no soro de pacientes com leishmaniose cutanea por L. guyanensis ¢
significativamente maior do que a observada em controles. Assim, a concentracao elevada de
IL-17 ¢ um indicio de infec¢do por L. braziliensis, L. tropica e L. guyanensis.

Nao foi possivel considerar apropriado apresentar o intervalo de predi¢do nem
realizar a metarregressdo, pois o numero de estudos foi inferior a 10. Nao foi encontrada
assimetria nas diferencas de média; o valor da assimetria (skewness) foi de -0,06.

A heterogeneidade foi confirmada (p < 0,001), com inconsisténcia (I?) alta de
81,94%. A IL-17 ¢ produzida pelos linfocitos Th17 e atua para intensificar a inflamacao apds a
infec¢cdo. Dependendo do grau de polarizagdo da resposta imune entre os perfis Thl e Th2 em
cada grupo, ¢ naturalmente possivel obter resultados tdo dispares. A avaliacdo do impacto
individual dos estudos sobre o resultado da heterogeneidade da meta-analise indica que os
estudos “Best, 2018 ¢ “Souza, 2012” tiveram um alto impacto na heterogeneidade elevada.
Caso cada um destes estudos fosse removido, teriamos uma redu¢io da medida de dispersdo (1)
de 13,99 pg/mL para 13,13 pg/mL e 11,24 pg/mL, respectivamente. Observando o forest plot
(Gréafico 15) e os ICs, ndo ¢ possivel afirmar que estes dois estudos sejam outliers, pois ndo
apresentam resultados extremos em relagdo aos demais. O estudo “Best, 2018” foi o que mais
influenciou a heterogeneidade entre os dois. Sua remogdo reduziria a inconsisténcia de alta para
moderada (64,58%) e tornaria a sintese estatistica significativa, com valor de 36,49 pg/mL (IC
95% [18,75, 54,22]) (p = 0,005). Decidimos nao remover nenhum dos dois estudos para evitar

o viés de selecdo e preservar o poder estatistico da meta-andlise.
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Grafico 16 - Andlise de subgrupos para o risco de viés no “D2: métodos experimentais” da
meta-analise da diferenga na concentragao de IL-17 no sobrenadante do PBMC de
amostras obtidas de pessoas com LC-Lb e de amostras de pessoas saudaveis.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Notas: para cada estudo (Study) foram indicados o numero de participantes no grupo de pacientes antes do
tratamento (LC bf treat), o nlimero de participantes no grupo de sujeitos saudaveis (HS), a diferenca da média
entre os grupos (pg/mL), o intervalo de confianga e o peso do estudo no calculo da sintese estatistica. As células
das amostras de pessoas saudaveis ndao foram estimuladas com o antigeno/parasito da L. braziliensis, as dos
pacientes antes do tratamento foram.

A andlise de subgrupos do dominio “D2: métodos experimentais” mostrou que a
separacgdo por grau de risco (Grafico 16) resultou em menor heterogeneidade entre os estudos
de cada subgrupo. O mesmo ocorreu no dominio “D3: relato de resultados” do subgrupo com
“alto” risco de viés. O baixo poder estatistico, devido do nimero de estudos ser inferior a 10, €
uma limitagdo importante deste achado, especialmente por haver agrupamentos com apenas
dois estudos. De modo que estes resultados devem ser entendidos apenas como indicios de que
os estudos apresentam resultados semelhantes quando possuem viés semelhante. As outras
variaveis para a analise de subgrupos nao tiveram estudos suficientes em classificagdes distintas

para formar subgrupos, ou ndo deram resultados significativos.
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Grafico 17 - Analise de subgrupos por técnica utilizada para mensurar a concentragdo de
citocinas, na meta-analise da diferenca na concentracao de IL-17 entre amostras
do PBMC obtidas de pessoas com LC-Lb e de pessoas saudaveis.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Notas: Para cada estudo (Study) foram indicados o numero de participantes no grupo de pacientes antes do
tratamento (LC bf treat), o nimero de participantes no grupo de sujeitos saudaveis (HS), a diferenca da média
entre os grupos (pg/mL), o intervalo de confianga e o peso do estudo no calculo da sintese estatistica. As células
das amostras de pessoas saudaveis ndao foram estimuladas com o antigeno/parasito da L. braziliensis, as dos
pacientes antes do tratamento foram.

A andlise de subgrupos, diferenciando os estudos que usaram ELISA dos que
utilizaram citometria de fluxo, mostrou-se relevante (p <0,01). A separacao em dois subgrupos
tornou ambos menos heterogéneos e mais consistentes (Grafico 17). Com sinteses estatisticas
e intervalos de confianca distintos. Os estudos que usaram citometria apresentaram
inconsisténcia quase nula (0,26%) e os que usaram ELISA, inconsisténcia moderada (65,34%).
Este resultado ¢ um indicio, com baixo poder estatistico, de que a escolha da técnica de
mensura¢ao da IL-17 influencia o resultado de um estudo. A citometria de fluxo, neste achado,
mostrou-se uma técnica mais precisa e consistente para quantificar a IL-17. Este achado tem
limitagdes, pois os estudos sdo poucos e, por isso, nao foi possivel analisar mais subgrupos nem
realizar a metarregressao, permanecendo a possibilidade de que outras variaveis de risco ou dos
protocolos de pesquisa sejam significativas para determinar a dindmica da IL-17 na LC-Lb.

O teste de Egger ndo indicou viés de publicacdo (p = 0,71). O baixo niimero de
estudos torna este resultado pouco confidvel. A avaliagdo visual do funnel plot (Grafico 18)
indica que ndo ha assimetria, pois os estudos estao tanto no interior quanto no exterior do funnel

plot, ao longo da linha central do sintese estatistica.
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Grafico 18 - Grafico de funil para avaliar o viés de publicacao
entre estudos sobre IL-17 em casos de LC-Lb

entre pacientes e pessoas saudaveis.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Apesar da sintese estatistica ser significativa, observou-se alta heterogeneidade
entre os estudos incluidos, de modo que sdo tao diferentes entre si que ndo podemos representa-
los por uma sintese. A heterogeneidade foi explicada pelos vieses experimentais e pelo tipo de
técnica empregada para avaliar a concentragao de IL-17. Portanto, ndo recomendamos o uso da
sintese estatistica desta meta-andlise como representativa da IL-17 na resposta imunoldgica
associada a LC-Lb. Recomendamos o uso como indicio da sintese estatistica dos resultados
obtidos em estudos que utilizaram a citometria de fluxo. Mas destaca-se a necessidade de

estudos experimentais adicionais para alcangar um poder estatistico confiavel.

4.5.2 IL-17 em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulagdo com L. braziliensis
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Grafico 19 - Meta-analise da diferenca na concentragao de IL-17 no sobrenadante do PBMC de
amostras estimuladas por L. braziliensis (n = 51) e ndo estimuladas (n = 51),
obtidas de pessoas com leishmaniose cutanea antes do tratamento.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: PI = intervalo de predi¢do, Study = referéncia do estudo, LC = nimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, * = diferenga da média entre os grupos, # = intervalo de confian¢a, @ = peso do estudo na sintese
estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran (teste de heterogeneidade), T = variabilidade
entre os estudos, I? = inconsisténcia.

Notas: Os pacientes ndo estavam em tratamento.

Os intervalos de confianga dos trés estudos permitiram considerar tanto um
aumento quanto uma reducdo da IL-17 apos a estimulacdo com o antigeno da L. braziliensis
(Gréfico 19). Ou mesmo nao ocorrer qualquer alteragdo na concentracao desta citocina apds a
estimulagdo. A sintese estatistica de 24,26 pg/mL (IC 95%: [-5,65, 54,17]) ndo foi significativa
(p =0,073), indicando que ndo ha diferenca entre os meios estimulados e ndo estimulados com
a L. braziliensis. Nao apresentamos o intervalo de predi¢do, a metarregressdo, a analise de
subgrupos, a andlise de sensibilidade, a avaliagao visual do funnel plot e o teste de Egger para
viés de publicacdo, devido ao nimero de estudos ser de apenas trés. A distribuicao da diferenca
de médias ndo apresentou assimetria (skewness = -0,28). A heterogeneidade entre os estudos
foi descartada pelo teste Q de Cochran (p = 0,587). A inconsisténcia foi baixa (I = 15,53%). A
avaliacdo da sintese estatistica, em conjunto com a heterogeneidade, indica que ndo ha diferenca
detectavel entre os grupos estimulados e nao estimulados. Mas o baixo poder estatistico, com
apenas trés estudos, impede conclusdes definitivas quanto a auséncia de efeito apds a
estimulagao.

A baixa heterogeneidade permite que a sintese estatistica encontrada seja
considerada relevante para representar, com cautela, as formas pelas quais a IL-17 pode se
apresentar apds a estimulacdo com L. braziliensis. A falta de significancia estatistica ndo torna

este resultado invalido; um p-valor maior que 0,05 indica que ndo hé diferencas significativas
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entre os grupos apos a estimulacdo. A limitacdo deste achado é o baixo niimero de estudos

disponiveis.

4.6  IL-1p

4.6.1 IL-1p entre pacientes antes do tratamento e pessoas sauddveis

Grafico 20 - Meta-analise da diferenga na concentragao de IL-1f no sobrenadante do PBMC de

amostras obtidas de pessoas com LC-Lb antes do tratamento (n = 39) e de pessoas

saudaveis (n = 21).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: PI = intervalo de predigdo, Study = referéncia do estudo, LC = nimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, HS = nimero de participantes saudaveis, * = diferenca da média entre os grupos, # = intervalo de
confianga, @ = peso do estudo na sintese estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran
(teste de heterogeneidade), T = variabilidade entre os estudos, I? = inconsisténcia.

Notas: as células das amostras do grupo de pessoas saudaveis ndo foram estimuladas pelo antigeno/parasito da L.
braziliensis.

A direcdo do efeito, observada em ambos os estudos, indicou que a IL-13 ¢ maior
no grupo de pacientes com LC-Lb. Sugerindo que a concentracdo de IL-1p aumenta apos a
infeccdo. A sintese estatistica ndo foi significativa (p = 0,323), com uma diferen¢a maior (269,1
pg/mL) na concentragdo de IL-1f entre os pacientes (Grafico 20). O baixo nimero de estudos
indica que o p-valor tem baixo poder explicativo, de modo que ha apenas concordancia na
direcdo do efeito pro-inflamatdrio entre os estudos, o que deve ser considerado. Esta dire¢ao do
efeito em relagdo a IL-1P também foi observada no soro de pacientes com leishmaniose cutanea
causada por L. guyanensis (LC-Lg) (de Mesquita et al., 2022). Sugerindo que o aumento da
producdo de IL-1B ¢ uma consequéncia comum a ambos os tipos de Leishmania.

Por se tratar de apenas dois estudos, ndo apresentamos o intervalo de predi¢ao e ndo

foi possivel realizar a anélise de subgrupos, a metarregressao nem verificar a existéncia de
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assimetria nas diferencas de média. O teste de Q de Cochran confirma a heterogeneidade entre
os estudos (p < 0,001). A inconsisténcia entre eles foi de 92,27%. Indicando que ambos
apresentam resultados distintos. A avaliacao de viés de publicagdo também nao foi conclusiva.
Com apenas dois estudos, nao foi possivel aplicar o teste de Egger. A avaliagdo visual com o
funnel plot ndo é confiavel neste caso.

Concluimos que a sintese estatistica apresentada ndo ¢ confidvel e ndo deve ser
utilizada. Fica caracterizada a necessidade de mais estudos para que seja possivel avaliar, com
seguranca estatistica, a participagcao da IL-1P na imunopatogénese da LC-Lb. Podemos afirmar
que, até o momento, os dois estudos com estes grupos indicam que a concentragdo de IL-1p ¢

maior entre os pacientes, embora sem seguranga estatistica.

4.6.2 IL-1f em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulagcdo com L. braziliensis

Grafico 21 - Meta-andlise da diferenga na concentracao de IL-1f no sobrenadante do PBMC de
amostras estimuladas por L. braziliensis e ndo estimuladas, obtidas de pessoas

com leishmaniose cutinea antes do tratamento.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: PI = intervalo de predicéo, Study = referéncia do estudo, LC = niimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, * = diferenca da média entre os grupos, # = intervalo de confianga, @ = peso do estudo na sintese
estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran (teste de heterogeneidade), t = variabilidade
entre os estudos, I> = inconsisténcia.

Notas: Os pacientes ndo estavam em tratamento.

Os quatro estudos apontaram que, apds a estimulacdo com o antigeno/parasito de
L. braziliensis, observa-se aumento na concentragdo de IL-1B (Grafico 21). O aumento
reportado variou de 36,91 pg/mL a 419,01 pg/mL, o que indica uma discrepancia de mais de

10 vezes entre os estudos. A sintese estatistica da diferenga entre as concentragdes nao foi



105

significativa (162,84 pg/mL, p = 0,138). O intervalo de confianca incluiu a possibilidade de a
concentragdo de IL-1B diminuir apds a estimulagdo da amostra, o que poderia ocorrer caso
houvesse uma regulacdo negativa por outras citocinas. Mas nao acreditamos que seja o caso
aqui, pois, nos estudos individuais, observamos apenas aumentos. Portanto, este intervalo de
confianga com valores negativos provavelmente resulta do pequeno numero de estudos, das
amostras pequenas ¢ da alta heterogeneidade. O teste Q de Cochran (p < 0,001) e a
inconsisténcia de 97,81% indicam alta heterogeneidade. O que ndo pode ser visto como
necessariamente um problema, pois diferengas na concentragdo da IL-1B podem ocorrer
naturalmente, a depender do perfil da resposta imune dominante. Nao houve assimetria nas
diferengas de média (skewness = 1,62). Por serem menos de 10 estudos, ndo apresentamos o
intervalo de predi¢do nem a metarregressao.

A heterogeneidade observada foi significativa (p <0,001). A inconsisténcia foi alta
(97,81%). Nao foi possivel realizar a analise de subgrupos, pois varios dos subgrupos a serem
avaliados tinham apenas um estudo (o minimo ¢ de dois) ou a varidvel nido apresentou
subgrupos. O estudo que mais influenciou este resultado foi “Carvalho, 2013”. A avaliagdo
visual do forest plot (Gréfico 21) evidencia sua discrepancia em relagdo aos demais, com um
intervalo de confianga que inicia bem depois do ponto em que terminam os dos demais estudos.
Isso permite que o consideremos um estudo outlier. Caso fosse removido, o valor de t (medida
semelhante ao desvio padrdo) cairia de 154,77 pg/mL para 48,93 pg/mL. Contudo, a
heterogeneidade permaneceria elevada e a sintese estatistica ndo seria estatisticamente
significativa. Com isso, ndo traria beneficios ao remover o estudo “Carvalho, 2013” e
aumentaria o risco de viés de selecao.

Nao foi possivel realizar a analise de subgrupos; as varidveis nao tinham estudos
suficientes nas categorias para formar subgrupos. Por nao ser possivel aplicar alguma estratégia
para lidar com a heterogeneidade e as incertezas decorrentes do baixo numero de estudos,
avaliamos que a sintese estatistica obtida ndo deve ser considerada valida.

O teste de Egger indica que nao se pode afirmar a presenga de viés de publicacao
nos quatro estudos incluidos nesta meta-analise (p = 0,16). Mas ¢ importante ressaltar que, com
menos de 10 estudos, o teste de Egger ndo apresenta precisdo. Tanto que na avaliagdo visual do
funnel plot (Grafico 22), ¢ nitida a maior concentragdo de estudos a esquerda da sintese
estatistica. O que provavelmente ocorreu por conta do estudo “Carvalho, 2013”, representado

pelo circulo mais a direita.
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Grafico 22 - Grafico de funil para avaliar o viés de
publicagdo entre os estudos sobre IL-1 em
amostras estimuladas e ndo estimuladas de

pacientes com LC-Lb.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os intervalos de confianca dos quatro estudos identificados apontam aumento da
IL-1p ap6s estimulagdo com o antigeno/parasito da Lb, mas o baixo nimero de participantes e
de estudos levou a uma sintese estatistica de baixo poder estatistico e a intervalos de confianga
que admitem resultados muito diferentes dos estudos originais. Nao ocorreram condi¢des ou
resultados que pudessem apontar variaveis formadoras de subgrupos como responsaveis por
aumentar ou diminuir as discrepancias entre os estudos. Concluimos que apenas a dire¢do do
efeito apontada pelos quatro estudos pode ser utilizada como indicio da forma como a

concentracao de IL-1f se apresenta nas amostras de pacientes ao serem estimuladas.

4.7 1L-22

4.7.1 IL-22 entre pacientes antes do tratamento e pessoas sauddaveis
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Grafico 23 — Meta-analise da diferenca na concentragdo de IL-22 no sobrenadante do PBMC
de amostras obtidas de pessoas com leishmaniose cutdnea (causada por L.
braziliensis) antes do tratamento e apoOs reestimulagdo, em comparacao com

grupos de pessoas saudaveis.
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Legenda: PI = intervalo de predigdo, Study = referéncia do estudo, LC = nimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, HS = nimero de participantes saudaveis, * = diferenga da média entre os grupos, # = intervalo de
confianga, @ = peso do estudo na sintese estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran
(teste de heterogeneidade), T = variabilidade entre os estudos, I? = inconsisténcia.

Notas: as células das amostras do grupo de pessoas saudaveis ndo foram estimuladas pelo antigeno/parasito da L.
braziliensis.

Dois estudos foram identificados na literatura para avaliar a IL-22 em pacientes
com LC-Lb e em pessoas saudaveis. As médias das diferencas entre os dois estudos indicam
um aumento da concentracdo de IL-22 entre os pacientes, mas o intervalo de confianga do
estudo “Souza, 2012” admite valores mais elevados entre as pessoas saudaveis. A sintese
estatistica (355,03 pg/mL) revela um aumento nos niveis de IL-22 entre os pacientes, enquanto
o intervalo de confianga sugere que valores mais elevados também podem ser observados em
individuos saudaveis (Grafico 23). O p-valor da sintese estatistica (p = 0,267) indica que nao
ha diferenca significativa entre a IL-22 de pacientes e pessoas saudaveis. O teste Q de Cochran
indica heterogeneidade (p = 0,021) e uma inconsisténcia alta de 79,6%.

Nao apresentamos o intervalo de predi¢do, a metarregressdo, a andlise de
subgrupos, a analise de sensibilidade, a avaliagdo visual do funnel plot e o teste de Egger para
viés de publicagdo, devido ao numero de estudos ser de apenas dois.

Uma vez que a heterogeneidade alta dificulta a representatividade da sintese
estatistica, recomendamos que o resultado desta meta-andlise ndo seja utilizado. Reportamos,
ainda, que os estudos existentes apresentam achados distintos, de modo que nao ¢ possivel
estabelecer um modelo unificado para o que ocorre com a IL-22. Qualquer tentativa de

apresentar uma teoria geral sobre esta citocina na LC-Lb esta sendo precipitada.
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4.8 CXCL10

4.8.1 CXCLI10 entre pacientes antes do tratamento e pessoas sauddveis

Grafico 24 — Meta-analise da diferenca na concentragao de CXCL10 no sobrenadante de PBMC
de pessoas com leishmaniose cutdnea causada por L. braziliensis, antes do
tratamento e apds reestimulacdo, em comparagdo com grupos de pessoas

saudaveis.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: PI = intervalo de predigdo, Study = referéncia do estudo, LC = nimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, HS = numero de participantes saudaveis, * = diferenca da média entre os grupos, # = intervalo de
confianga, @ = peso do estudo na sintese estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran
(teste de heterogeneidade), T = variabilidade entre os estudos, I? = inconsisténcia.

Notas: as células das amostras do grupo de pessoas saudaveis ndao foram estimuladas pelo antigeno/parasito da L.
braziliensis.

Os dois estudos apontaram que os pacientes com LC, apos a estimulacdo com L.
braziliensis, apresentam concentracdo maior de CXCL10 do que os sujeitos saudaveis. “Muniz,
2016” apresentou um intervalo de confianca divergente, pois considerou possivel que o grupo
de sujeitos saudaveis (n = 172) apresentasse concentracdo de CXCL10 superior a observada em
pacientes com LC-Lb (n = 52) (Grafico 24). A literatura aponta que pessoas com infecgdes
assintomaticas podem apresentar niveis mais elevados de CXCL10 do que pessoas com LC-Lb,
mas isso depende de circunstincias especificas e evidencia uma falha na estratégia de selecao
dos participantes nas pesquisas.

A sintese estatistica (205,26 pg/mL) foi significativa (p = 0,014). Com isso,
podemos rejeitar a hipotese nula de que ndo ha diferenga na concentracdo de CXCL10 entre os
grupos. Mas este resultado tem baixo poder estatistico. O intervalo de confianca da sintese
estatistica ndo admitiu valores negativos, o que nos leva a considerar que este resultado pode

estar distorcido devido a forma como a meta-analise de efeitos aleatorios calcula a sintese.
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Observando o forest plot (Grafico 24), vemos que o estudo “Muniz, 2016” contribuiu apenas
com 0,10% do resultado da sintese, devido do seu intervalo de confianga ser muito amplo.

Vargas-Inchaustegui et al. (2010) mostraram que a infec¢ao por L. braziliensis
induziu, de forma seletiva, a transcri¢do de CXCL10. Ademais, demonstrou-se que, no ambito
das células mononucleares do sangue periférico (PBMC), os parasitos infectaram
preferencialmente os monocitos, regulando positivamente a producao de CXCL10. Isso esta de
acordo com o resultado de “Costa, 2018, mas diverge do que foi relatado por “Muniz, 2016”.
Com o surgimento de mais estudos, € possivel avaliar se o estudo “Muniz, 2016 ¢ um outlier
ou ndo, uma vez que seus resultados divergem do que é descrito na literatura sobre a
concentragdo de CXCL10 entre pacientes, além de apresentar resultados extremos tanto em
pacientes quanto em pessoas saudaveis, sem distingao.

A heterogeneidade entre os estudos ndo foi significativa (p < 0,938) e a
inconsisténcia foi nula (0%). Os dois estudos tém seus intervalos de confian¢a em sobreposicao,
por isso, a heterogeneidade foi baixa. Por conta do niumero reduzido de estudos, nao foi possivel
calcular o intervalo de predi¢do, realizar metarregressao, aplicar o teste de Egger e andlise de
subgrupos. A andlise visual do funnel plot também nao ¢ recomendada em estudos com poucos
participantes.

A auséncia de heterogeneidade permite o uso da sintese estatistica, que indica um
aumento da concentragdo de CXCL10. Mas, como um dos estudos apresentou um intervalo de
confiang¢a muito disperso, sua participacdo foi quase nula. Recomendamos que a sintese desta
meta-andlise ndo seja utilizada. A diferenca entre os dados experimentais dos estudos
disponiveis indica que, at¢ o momento, ndo € possivel elaborar uma teoria concisa sobre as

concentracdes de CXCL10 entre pacientes com LC-Lb e pessoas saudaveis.

4.8.2 CXCLI10 em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimula¢do com L. braziliensis
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Grafico 25 — Meta-analise da diferenca na concentracao de CXCL10 no sobrenadante do PBMC
de amostras estimuladas (n = 64) e ndo estimuladas (n = 64) por L. braziliensis,

obtidas de pessoas com leishmaniose cutanea antes do tratamento.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: PI = intervalo de predi¢do, Study = referéncia do estudo, LC = nimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, * = diferenca da média entre os grupos, # = intervalo de confianca, @ = peso do estudo na sintese
estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran (teste de heterogeneidade), T = variabilidade
entre os estudos, I> = inconsisténcia.

Notas: Os pacientes ndo estavam em tratamento.

Os trés estudos apresentaram diferencas entre as médias, indicando um aumento da
concentragdo de CXCL10 apo6s a estimulagdo com o antigeno/parasito da L. braziliensis
(Gréafico 25). Mas em dois deles o intervalo de confianga incluiu valores negativos, indicando
a possibilidade de reducdo da CXCL10 nestas amostras apds a estimulagdo. O que ¢
biologicamente possivel caso ocorra regulagdo negativa, como comentado anteriormente. A
sintese estatistica foi de 1565,26 pg/mL (t = 2119,08), mas nao foi significativa (p = 0,418).
Nao podemos descartar a hipotese nula de que ndo ha diferengas significativas na concentracao
da CXCL10 apos a estimulagdo com L. braziliensis. A assimetria da distribuicao foi de 1,73, o
que ¢ aceitavel (< 1,96), ndo sendo necessario transformar os dados para uma distribui¢dao
simétrica. Devido ao baixo numero de estudos, ndo apresentamos o intervalo de predicao,
também ndo realizamos a metarregressdo e a analise de subgrupos. O teste de Q de Cochran
ndo indicou heterogeneidade entre os estudos (p = 0,105). A inconsisténcia foi moderada
(55,23%). O teste de Egger para identificar viés de publicacao indicou a auséncia deste viés (p
=0,52).

O fato desta meta-analise ndo apresentar significancia estatistica (p < 0,05) ndo
implica que os resultados carecam de relevancia biologica (Altman & Bland, 1995). A

heterogeneidade moderada observada nos dados e auséncia de viés de publicagdo sugerem que
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¢ plausivel considerar os resultados para discutir a regulagdo da CXCL10. Esse achado
corrobora evidéncias prévias na literatura, que apontam para um aumento geral da concentragao
de CXCLI10 durante a infec¢ao por Leishmania braziliensis, porém reconhece a possibilidade
de reducdo desta quimiocina por mecanismos de regulagdo negativa e outros processos
biologicos que modulam a expressdo de citocinas pré-inflamatorias, mesmo no contexto de
infeccdo ativa (de Araujo et al., 2021).

Consideramos que esta sintese dos estudos da CXCL10 ¢ biologicamente valida como
indicio e representa os reportes da literatura, pois admite tanto a elevagdo quanto a regulagdo
negativa da concentracdo da citocina, o que pode indicar a adogdo de estratégias de controle da
resposta inflamatéria entre os pacientes nos estudos, a fim de evitar dano tecidual excessivo
(Vargas-Inchaustegui et al., 2010). Esta afirmacao apresenta limitacdes, pois o baixo numero
de estudos identificados aumenta a incerteza estatistica da sintese e reduz significativamente o
poder estatistico do teste de Egger para detectar o viés de publicagdo. Fica evidenciada a

necessidade de mais estudos.

4.9 CXCL9

4.9.1 CXCLY entre pacientes antes do tratamento e pessoas saudaveis

Grafico 26 — Meta-analise da diferenga na concentragao de CXCL9 no sobrenadante de PBMC

de pessoas com leishmaniose cutdnea causada por L. braziliensis, antes do

tratamento e apds reestimulacdo, em comparagdo com grupos de pessoas

saudaveis.
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Fonte: elaborada pelo autor.
Legenda: PI = intervalo de predi¢ao, Study = referéncia do estudo, LC = niimero de participantes com LC-Lb antes
do tratamento, HS = niimero de participantes saudaveis, * = diferenca da média entre os grupos, # = intervalo de
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confianga, @ = peso do estudo na sintese estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran
(teste de heterogeneidade), T = variabilidade entre os estudos, I? = inconsisténcia.

Notas: as células das amostras do grupo de pessoas saudaveis ndo foram estimuladas pelo antigeno/parasito da L.
braziliensis.

Dois estudos da literatura apresentaram dados experimentais no recorte desta
metanalise (Grafico 26). Eles reportaram resultados opostos, sem sobreposi¢ao, nos intervalos
de confianga. O estudo “Costa, 2018 apresentou um intervalo de confianca que admite
concentracdo maior de CXCL9 nos pacientes. A sintese estatistica indica um valor menor da
CXCL9 (-254,58 pg/mL) na concentracao da CXCL9 entre pacientes (n = 54) em comparagao
com sujeitos saudaveis (n = 172). Este resultado ndo foi significativo (p = 0,97) para indicar
diferengas entre os grupos. Estes resultados carecem de poder estatistico.

A oposicao dos resultados também foi identificada pelo teste Q de Cochran (p =
0,004), o que nao permite trata-los como semelhantes. A inconsisténcia é de 86,77%. O pequeno
nimero de estudos impediu a realizagdo de varios procedimentos para lidar com a
heterogeneidade e com o viés de publicagdo. Nao foi possivel calcular o intervalo de predicao,
realizar a metarregressao nem a andlise de subgrupos.

A sintese obtida para esta meta-analise ndo deve ser utilizada. Até o momento, nao ¢
possivel defender uma teoria que sintetize a literatura sobre a concentragdo de CXCL9 entre
pacientes com LC-Lb e pessoas saudaveis. Fica evidente a necessidade de mais estudos, uma

vez que a conclusdo varia radicalmente a depender do estudo escolhido.

4.9.2 CXCL9Y em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulacdo com L. braziliensis

Grafico 27 — Meta-analise da diferenca na concentracao de CXCL9 no sobrenadante do PBMC

de amostras estimuladas e ndo estimuladas por L. braziliensis, obtidas de pessoas

com leishmaniose cutanea antes do tratamento.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Notas: Legenda: PI = intervalo de predigdo, Study = referéncia do estudo, LC = numero de participantes com LC-
Lb antes do tratamento, * = diferenca da média entre os grupos, # = intervalo de confianca, @ = peso do estudo
na sintese estatistica, 4 = sintese estatistica (pooled effect), Q = Q de Cochran (teste de heterogeneidade), T =
variabilidade entre os estudos, I? = inconsisténcia.

Notas: Os pacientes ndo estavam em tratamento.

Os trés estudos reportaram diferencas entre as médias, indicando um aumento da
concentragdo de CXCL9 apds a estimulagdo com o antigeno/parasito de L. braziliensis (Grafico
27). Mas o estudo “Muniz, 2016” admitiu, no intervalo de confianga, a redugdo da concentragao
de CXCL9 apos a estimulagdo. A sintese estatistica (1852,34 pg/mL) nao foi significativa (p =
0,204), ou seja, ndo € possivel rejeitar a hipotese de que nao ha diferencas entre os grupos. Nao
encontramos assimetria nas diferengas de média (skewness = -1,08).

O teste Q de Cochran para heterogeneidade foi significativo (p <0,01), com 77,28%
de inconsisténcia. Isso significa que 77,28% das diferencas nos resultados entre os estudos sao
reais e nao decorrem da diferenga de tamanho amostral. A anélise de sensibilidade indicou que
o estudo “Muniz, 2016 contribuiu de forma expressiva para o aumento da dispersdo dos
resultados. Caso fosse removido, a medida de dispersdo (t) baixaria de 1430,4 para 227,42;
porém, a heterogeneidade alta continuaria (p < 0,01; 1> = 87,18%). Assim, ndo retiramos
“Muniz, 2016 do estudo. A avaliagdo visual do forest plot (Grafico 27) indica que este estudo
apresenta uma dispersdo interna superior a dos demais, com intervalos de confianca que
ultrapassam os dos demais em ambos os lados. Classificamos “Muniz, 2016” como outlier.

Devido ao pequeno nimero de estudos, ndo foi possivel realizar a andlise de
subgrupos nem a metarregressao. Também nao foi possivel realizar o teste de Egger para viés
de publicacao, nem a andlise do funnel plot.

Nao recomendamos o uso da sintese estatistica calculada devido a alta heterogeneidade
e do baixo poder estatistico. Reportamos, como indicativo, que todos os estudos apresentaram

concentragdo média de CXCL9 maior entre os pacientes ap0s a estimulagdo com L. braziliensis.

4.10  Aplicacao das sinteses para calculo amostral

As sinteses meta-analiticas fornecem estimativas de efeito (diferenca média, T,
intervalos de predicdo) que podem ser utilizadas para realizar calculos de tamanho amostral
com poder estatistico adequado (80-95%), superando o uso de estudos isolados como
referéncias. Fizemos simulagdes sobre os tamanhos de amostra adequados para os estudos

experimentais, visando identificar diferencas nas concentragdes de citocinas entre pacientes e
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grupos-controle (pessoas saudaveis ou meios ndo estimulados), considerando a sintese dos
achados da literatura disponivel (Tabela 7). Adotamos como pardmetros apenas os valores das
meta-analises com pelo menos trés estudos, para evitar resultados distorcidos. Supomos
distribui¢cdes ndo paramétricas, bicaudais, nivel de significancia de 5% para rejeitar a hipotese
nula e comparacao entre médias de um grupo experimental e de um grupo controle com igual
numero de participantes. Os calculos foram realizados no software G*Power 3.1.9.7 (Faul et

al., 2007).

Tabela 7 — Recomendagdes de tamanhos minimos de amostras em experimentos comparando
concentragdes de citocinas em pacientes com LC-Lb e grupos controle (sujeitos

saudaveis ou meios nao estimulados).

Tamanho da amostra Tamanho da amostra

Citocina Relacao entre os grupos d de Cohen para 80% de poder para 95% de poder
estatistico estatistico

TNF-a Pacientes vs. Pessoas saudaveis 0,8896 22 em cada grupo. 44 36 em cada grupo. 72
Amostras independentes no total no total.

TNF-a Pacientes vs. Meios ndo 1,1625 7 pacientes, com 7 11 pacientes, com 11
estimulados amostras estimuladas e amostras estimuladas e
Amostras dependentes 7 ndo estimuladas. 11 ndo estimuladas.

IFN-y Pacientes vs. Pessoas saudaveis 1,1692 14 em cada grupo. 28 21 em cada grupo. 42
Amostras independentes no total. no total.

IFN-y Pacientes vs. Meios nao 1,1514 9 pacientes, com 9 13 pacientes, com 13
estimulados amostras estimuladas e amostras estimuladas e
Amostras dependentes 9 ndo estimuladas. 13 ndo estimuladas.

IL-10 Pacientes vs. Pessoas saudaveis 0,6074 46 em cada grupo. 92 75 em cada grupo. 150
Amostras independentes no total. no total.

1L-10 Pacientes vs. Meios ndo 0,3298 78 pacientes, com 78 128 pacientes, com 128
estimulados amostras estimuladas e amostras estimuladas e
Amostras dependentes 78 nao estimuladas. 128 nido estimuladas.

IL-17 Pacientes vs. Pessoas saudaveis 1,9935 6 em cada grupo. 12no 9 em cada grupo. 18 no
Amostras independentes total. total.

1L-17 Pacientes vs. Meios ndo 2,1660 5 pacientes, com 5 6 pacientes, com 6
estimulados amostras estimuladas e amostras estimuladas e
Amostras dependentes 5 ndo estimuladas. 6 ndo estimuladas.

IL-1B Pacientes vs. Meios ndo 1,0521 10 pacientes, com 10 15 pacientes, com 15
estimulados amostras estimuladas e amostras estimuladas e
Amostras dependentes 10 nao estimuladas. 15 ndo estimuladas.

CXCL10 Pacientes vs. Meios ndo 0,7386 18 pacientes, com 18 28 pacientes, com 28
estimulados amostras estimuladas e amostras estimuladas e
Amostras dependentes 18 ndo estimuladas. 28 ndo estimuladas.

CXCL9 Pacientes vs. Meios ndo 1,2949 8 pacientes, com 8 11 pacientes, com 11

estimulados
Amostras dependentes

amostras estimuladas e
8 ndo estimuladas.

amostras estimuladas e
11 ndo estimuladas.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Notas: todos os pacientes apresentam LC-Lb. Os grupos-controle n@o receberam estimulacdo com
antigenos/parasitos de L. braziliensis. Resultados para o poder estatistico de comparacdo de médias com o teste de
Wilcoxon (ndo paramétrico). “d de Cohen” ¢ uma medida de tamanho do efeito necessaria para calcular o tamanho
da amostra.

O tamanho de amostra recomendado ndo depende apenas do minimo necessario
para obter poder estatistico. O estudo deve considerar também a possibilidade de perda de
participantes, de amostras laboratoriais, de falhas na cultura etc., acrescentando entre 20% e
30% de participantes além do minimo. Também ¢ necessario estabelecer o quantitativo minimo
necessario para viabilizar as analises estatisticas necessarias a adequada resposta ao problema
de pesquisa. Por exemplo, caso o objetivo da pesquisa seja verificar a existéncia de associagao
positiva ou negativa entre a concentragdo de IL-10 e a idade dos participantes na determinagao
do desfecho clinico, pode ser preciso realizar uma regressao multivariada; este procedimento

requer um tamanho de amostra com pelo menos 10 amostras equilibradas em cada moderador.
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5 DISCUSSAO

Esta tese apresenta a primeira meta-analise sobre o perfil de citocinas € quimiocinas
na LC-Lb em seres humanos, considerando estudos publicados até a primeira metade de 2025.
Nao foram identificadas meta-analises com escopo idéntico que permitissem a comparagao
direta dos resultados. Pesquisas com meta-analise ndo sdo algo novo no estudo da leishmaniose
cutanea. Meta-analises prévias focaram em estudos sobre a eficacia terapéutica (Cabral et al.,
2021; Sridharan & Sivaramakrishnan, 2021), a epidemiologia (Foroutan et al., 2017) e os
aspectos genéticos da leishmaniose cutdnea (Lera-Nonose et al., 2021). Em animais nao
humanos, por exemplo, Ratzlaff et al. (2023) realizaram uma meta-analise dos métodos
diagnosticos e das espécies de Leishmania endémicas no Brasil, abrangendo 229 espécies de
mamiferos, com diagnosticos de 2001 a 2021, totalizando 124 estudos. Eles identificaram que
a presenca de L. braziliensis em cavalos ndo era apenas uma anomalia aleatéria em alguns
estudos, o que indica a necessidade de mais pesquisas para caracterizar os cavalos como
reservatorios importantes do protozoario. Entre seres humanos, Yektaecian et al. (2025)
sintetizaram os achados de 44 estudos (2276 participantes) publicados em quatro bases de dados
sobre a prevaléncia do virus de RNA da Leishmania. Eles identificaram que a prevaléncia
combinada do tipo 1 do virus € de 33% em L. braziliensis.

Os estudos mais proximos deste, sobre citocinas na leishmaniose, foram realizados
no campo da genética. da Silva et al. (2022) realizaram uma revisdo sistematica e meta-anélise
para investigar se polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) da IL-10 interferem na
progressao da leishmaniose. Este estudo sintetizou os achados de cinco estudos anteriores,
provenientes de trés bases de dados. A conclusao foi de que os SNPs da IL-10 ndo apresentaram
associagdo significativa com a progressdao da leishmaniose. Ainda sobre os SNPs e perfis
genéticos, Lera-Nonose et al. (2021) produziram uma revisdo sistematica com meta-analise
para sintetizar os estudos sobre polimorfismos em genes do sistema imune e suas associagdes
com a leishmaniose tegumentar. Eles meta-analisaram 13 artigos e confirmaram a associa¢do
significativa de quatro polimorfismos dos genes IL-13, TNF-a e IFN-y com a suscetibilidade a
leishmaniose cutdnea. Considerando as infec¢des por Leishmania em geral, Rezaei et al. (2024)
conduziram uma meta-analise para obter informagdes transcricionais significativas sobre como
as c¢lulas do sistema imune respondem a infec¢do por Leishmania. Para tanto, combinaram
diversos bancos de dados de estudos transcriptomicos e aplicaram uma analise com métodos
mistos, incluindo meta-andlise, algoritmos de selecdo de caracteristicas e andlise de redes de

coexpressao (técnica da bioinformatica para identificar conjuntos de genes que funcionam
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juntos). Eles identificam diversos genes associados a CXCL8, TNF-a e IFN-y como potenciais
alvos terapéuticos para a leishmaniose.

A malaria, assim como a leishmaniose, ¢ causada por um protozoario. Segundo
Kotepui et al. (2022), a maléria tem como agente infeccioso o Plasmodium spp., que também ¢
transmitido por um inseto vetor. Estes autores reportam que, enquanto, na infeccdo por L.
braziliensis, o TGF-p agrava o quadro clinico, na maldaria, esta citocina reduz os sintomas. De
forma semelhante aos nossos achados, eles relatam que os estudos sobre o papel do TGF-3 na
maléria apresentam numero reduzido de participantes, o que resulta em aumento do erro
estatistico. Eles utilizaram a meta-analise para consolidar os dados e identificar com seguranga
a diferenca nos niveis de TGF-f entre pacientes com malaria e controles saudaveis. Ou seja, o
que fizemos com vdrias citocinas na infec¢do por L. braziliensis, eles o fizeram com o TGF-
na maldria. Ao final, meta-analisaram 13 estudos, divididos em grupos com base na gravidade
do quadro. Resultando em sinteses meta-analiticas com menos de 10 estudos. O resultado foi
que os niveis de TGF-B foram significativamente menores em pacientes com malaria do que
em controles saudéveis, sugerindo que a identificacdo de niveis baixos de TGF-B pode servir
como marcador de maldria. Em nossa meta-analise, localizamos dois artigos (Gonzalez et al.,
2010; Rodrigues, 2011) com dados sobre TGF-3, mas, como cada um adotou um grupo controle
diferente do outro, ndo foi possivel realizar a sintese dos dois. Para a LC-Lb, ndo temos estudos
suficientes para avaliar, por meio de uma meta-analise, a concentragdo entre os grupos de

pacientes e controles, o que resulta em menor poder estatistico.

5.1 Risco de viés dos estudos: tradi¢ao X padronizacgao

A maioria dos estudos ndo relatou suas limitagdes metodologicas nem os riscos de
viés, deixando ao leitor a tarefa de identificar problemas no processo de pesquisa que possam
ter interferido nos resultados. Além disso, todos apresentaram alto risco de viés em pelo menos
um dominio. O que reduz a confiang¢a na capacidade deles de representar o papel das citocinas
na imunopatogénese da LC-Lb. Um caso emblematico deste problema ¢ a falta de reporte das
razdes de perda das amostras. Quem trabalha com experimentos de bancada sabe que perdas de
amostras provavelmente vao ocorrer. Por varios motivos, que ndo necessariamente decorrem
de negligéncia do pesquisador ou de falha na pesquisa. Uma geladeira pode apresentar defeito
ou uma pipeta pode estar contaminada. A perda ocorre, e seu reporte ndo deveria ser entendido
como um fracasso ou incompeténcia. Pelo contrario, o reporte da perda demonstra zelo e

transparéncia, além de reduzir a chance do estudo ser classificado como de alto risco de viés.
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Quando a perda de amostras nao ¢ explicada ou mesmo apenas informada, aumenta-se o risco
de viés no estudo. Com frequéncia, os artigos selecionados atribuiram aos leitores a
responsabilidade de identificar eventuais perdas ao analisar o numero de medi¢des de
concentracdo de citocinas nos graficos, levando-os a constatar, por conta propria, que as
amostras examinadas ndo correspondem a quantidade de participantes informada na
metodologia. Os casos em que este viés de selecdo por omissdo da perda ocorreu de forma mais
emblematica foram nas publicagdes em que grupos de pessoas saudaveis (HS) que tiveram
amostras de sangue coletadas para a pesquisa simplesmente nao tiveram seus resultados
apresentados no artigo. Estas pessoas, que aceitaram participar da pesquisa, “desapareceram”
apods o relato de sua existéncia na metodologia, e o estudo foi publicado comparando apenas
amostras estimuladas com as ndo estimuladas. Quando um grupo inteiro de participantes nao
tem seus dados nem analises reportadas, € preciso levantar questdes. Por que os autores nao
explicaram isso? Como os revisores da revista e o editor ndo notaram ou questionaram?
Durante o processo de screening e extragao de dados, foi comum encontrar estudos
que ndo apresentavam dados sobre os grupos amostrais além do numero de participantes. Em
alguns casos nem essa informag¢do era reportada. Seria como se questdes como faixa etaria,
condi¢do socioecondmica ou género ndo fossem importantes para compreender a dinamica das
citocinas no sistema imune apos infecgdo por L. braziliensis. Quando estes dados apareciam no
artigo, raramente foram analisados em uma comparag¢do entre grupos ou regressao, ficando
apenas como uma ilustragdo sobre quem eram os participantes. Além disso, nenhum dos estudos
indicou se a sele¢do dos participantes foi aleatoria, o que aumenta o risco de viés de selegao.
A compreensdo dos vieses presentes em estudos sobre o papel das citocinas na
dindmica imunoldgica da LC-Lb requer uma investigacdo qualitativa aprofundada acerca da
formagdo académica em métodos de pesquisa e da elaboracdo de publicacdes cientificas. A
investigagdo qualitativa permite analisar os processos de tomada de decisdo dos pesquisadores
e identificar fatores subjetivos que influenciam a conducgao dos estudos e a elaboragdo das
publicacdes. Embora os laboratérios de pesquisa experimental nas universidades sejam
reconhecidos por seu rigor e perfeccionismo, verificou-se que, nos artigos analisados, as
praticas de bancada e o reporte ndo seguem necessariamente a padroniza¢do recomendada por
manuais ou protocolos estabelecidos em consensos internacionais, 0 que € recorrente nas areas
de pesquisa em saude. Em vez disso, muitos procedimentos sdo adotados com base na tradi¢ao
transmitida por pesquisadores experientes ou em conformidade com métodos descritos em

trabalhos anteriores.
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Foi recorrente a omissdo da apresentacao textual dos dados estatisticos de média e
desvio padrao das concentracdes de citocinas nos artigos selecionados. O que significa que nao
se trata de uma pratica isolada ou de um simples esquecimento de reporte dos dados estatisticos,
mas sim de uma transmissao social do comportamento. O que aqui chamamos de tradi¢ao. Essa
forma de reportar os achados experimentais transfere ao leitor a responsabilidade de extrair as
informacdes diretamente dos graficos apresentados. Seguindo a tradi¢do, ¢ possivel que o
pesquisador use nove amostras no experimento, apenas porque outro estudo usou o mesmo
numero e teve seus dados publicados. Este autor aprendeu isso com outros autores cujos estudos
foram publicados; ele seguiu o modelo que foi bem-sucedido na comunidade cientifica. A
tradi¢do funciona assim: por transmissdo social, mantida por modelos de sucesso, ou por
coer¢ao em caso de desobediéncia. A tradicao se materializa nos cadernos com os protocolos
dos experimentos, nos quais cada laboratorio de pesquisa adota sua propria versao dos
protocolos experimentais, sem acordos interinstitucionais, o que pode levar a resultados que
induzem ao erro se forem comparados com resultados publicados por outros grupos.

Pela falta de padronizacdo neste campo de pesquisa, também enfrentamos
limitacdes na analise estatistica dos dados apresentados neste trabalho. Se a equipe de pesquisa
ndo tiver alguém versado em estatistica para estudos em biologia ou satude, ha risco de uma
analise insuficiente, baseada apenas na tradigdo e em modelos de outros artigos. Quase dois
tercos dos estudos selecionados calcularam o intervalo normal e quase todos planejaram
métodos estatisticos adequados, mas estes cuidados com o método ainda sdo insuficientes se
comparados aos padrdes propostos pelo artigo de Fox et al. (2024), cujo objetivo € justamente
orientar estudos experimentais para reduzir viés por meio de critérios explicitos e relatorios
padronizados. A predominancia de "alto risco de viés" no “Dominio 2: métodos experimentais”
reflete a necessidade de maior transparéncia e detalhamento metodoldgico nas publicagdes com
dados de bancada brasileiros. Uma demonstracdo do problema foi que quase 90% dos estudos
selecionados ndo calcularam ou nao reportaram o tamanho de amostra necessario para que os
testes utilizados tivessem poder estatistico para gerar resultados confiaveis, o que indica que o
calculo do tamanho de amostra necessario para ter poder estatistico explicativo ndo faz parte
das tradi¢cdes da maioria dos grupos de pesquisa. Isso € grave, pois significa que ndo temos
como afirmar que os resultados da anélise estatistica dos estudos sdo matematicamente seguros,
0 que implica que o que sabemos sobre o papel das citocinas na dindmica imunoldgica da
infeccdo por L. braziliensis estd sujeito a inseguranca estatistica. Com os resultados deste
estudo, pudemos combinar os resultados de diversos experimentos e reduzir a incerteza

estatistica quanto a algumas citocinas relevantes na LC-Lb.
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A falta de padronizagdo na area também pode explicar a auséncia de avaliagdes
cegas das amostras, algo comum em pesquisas da area da saude que envolvem analises de
amostras. Essa foi uma lacuna importante identificada nos estudos, o que eleva o risco de viés
decorrente da impessoalidade dos resultados. Assim como algumas auséncias de controles
internos/externos para balizar a validade dos resultados do ELISA e da citometria quanto a
concentragdo das citocinas. A falta de cegamento e de controles internos e externos suscita
questionamentos quanto a imparcialidade dos resultados laboratoriais. Por exemplo, quando o
pesquisador responsavel pela leitura dos pogos de ELISA sabe previamente a qual grupo
experimental pertence cada amostra, pode haver influéncia inconsciente na sele¢ao de amostras
de soro, na escolha de curvas padrio ou na interpretacao de resultados fora do esperado. Ensaios
laboratoriais cegos, em que as amostras sdo codificadas antes das andlises, sdo
reconhecidamente mais confidveis do ponto de vista metodologico e da validade interna. O
manual da Cochrane, que padroniza revisdes sistematicas (Higgins et al., 2019), aponta que a
auséncia de cegamento de avaliadores e operadores configura um potencial viés de desempenho
e de deteccdo, pois o conhecimento prévio da alocagdo experimental pode alterar o
comportamento dos avaliadores ou o manejo das amostras.

Do mesmo modo, a auséncia de controles internos e externos limita a interpretagdo
da validade das medigdes por ELISA e por citometria. Em dosagens imunoldgicas, €
recomendado que cada placa contenha controles internos (amostras com concentracdes
conhecidas de citocinas) e que os resultados sejam comparados com controles externos
padronizados, como materiais de referéncia certificados ou lotes calibrados. A presenca
simultanea desses controles permite identificar desvios técnicos ou variagdes entre ensaios, que
podem ocorrer quando as amostras sdo processadas em diferentes intervalos de tempo,
equipamentos ou laboratorios. Por exemplo, nas analises de IL-10 e IFN-y por ELISA em
culturas do PBMC, a auséncia de curva padrdo validada para o lote de anticorpos utilizado,
associada a inexisténcia de controle positivo (por exemplo, células estimuladas com LPS ou
PHA), compromete a comparabilidade dos resultados entre estudos. O mesmo se aplica a
citometria de fluxo, na qual é necessaria a utilizagdo de controles de compensacdo e de
viabilidade celular para garantir que a leitura da fluorescéncia reflita, de fato, a presenca das
citocinas de interesse.

De acordo com o instrumento “Risk of Bias Tool for Clinical Laboratory Studies”
(Fox et al., 2024), a auséncia de tais padrdes técnicos e de mecanismos de cegamento implica
alto risco de viés nos dominios “métodos experimentais” e “reporte dos resultados”. Isso refor¢a

a necessidade de que futuras pesquisas na area adotem planos de controle de qualidade,
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amostras codificadas e analises cegas, a fim de aprimorar a confianca e a reprodutibilidade dos
achados.

Os resultados do “Dominio 3: Relato de resultados” mostraram auséncia de
transparéncia ou falha no compartilhamento de dados laboratoriais em 26 dos 28 estudos.
Considerando o que foi avaliado antes, temos entdo duas implicagdes: (1) As pesquisas sobre
imunorregulacdo na leishmaniose cutdnea humana por Leishmania braziliensis apresentam
base experimental solida ao se utilizar de técnicas experimentais validadas, mas (2) tém uma
limitag¢ao na sua validagdo e replicacdo pela comunidade cientifica, em decorréncia da falta de
acessibilidade dos dados brutos disponibilizados em repositérios publicos, como o
FlowRepository. A falta de publicidade dos dados impossibilita a verificagdo independente dos
resultados por terceiros. Nos nossos achados, poucos autores disponibilizam os valores
tabulados de leitura por poco ou os parametros utilizados no ajuste da curva-padrdo. Essa falta
de detalhamento reduz a reprodutibilidade dos experimentos por outros grupos de pesquisa e
impede comparagdes interlaboratoriais. Até mesmo a comparacao de resultados com estudos
semelhantes, que ¢ comum nos capitulos de discussdo de qualquer artigo, fica prejudicada se
os estudos ndo estiverem com parametros comparaveis, o que pode ser feito caso se tenha acesso
aos dados e aos protocolos de pesquisa adotados.

De acordo com o “Dominio 3: Relato de resultados” da ferramenta de julgamento
de risco de viés para estudos laboratoriais (Fox et al., 2024), a apresentagdo adequada de
resultados requer que: (a) todos os dados estejam quantificados por meio de testes estatisticos
apropriados; (b) dados ausentes sejam justificados; e (c) os conjuntos de dados estejam
disponiveis em repositorios acessiveis. Tais critérios alinham-se aos principios FAIR (Findable,
Accessible, Interoperable, and Reusable) (Wilkinson et al., 2016), adotados em préaticas de
ciéncia aberta (Open Science) e defendidos em plataformas de registro prévio, como o Prospero.
A disponibilidade publica dos resultados ¢ um elemento que deveria ser descrito nos topicos
sobre a ¢tica da pesquisa nos capitulos de metodologia dos artigos da area de imunologia da
infeccdo em humanos da L. braziliensis, pois € moralmente adequado apresentar a sociedade a
possibilidade de acesso ao que ela financiou, quando a pesquisa teve verba publica para ser
realizada. Portanto, recomenda-se que os estudos futuros de imunologia experimental para a
LC-Lb incorporem politicas explicitas de compartilhamento de dados e de padronizagdo de
protocolos, conforme os modelos j4 adotados em outras areas do conhecimento.

A construg¢do de um protocolo de procedimentos para adotar no desenvolvimento
das etapas das pesquisas, por pesquisadores especialistas em imunologia da infec¢dao por L.

braziliensis, com validagdo em pesquisa propria, ¢ o caminho que esta comunidade cientifica
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poderia adotar para reduzir os riscos de viés, de limitagdes estatisticas e de divergéncias entre
resultados de pesquisas semelhantes. Uma segunda proposta, de menor impacto, para lidar com
a situagao de alto risco de viés € promover a diversidade de formagao nos grupos de pesquisa,
incluindo diferentes pesquisadores versados em estatistica, protocolos padronizados de
pesquisa, técnicas de analise laboratorial, divulgacao e relato cientifico. O campo de estudo da
imunologia da leishmaniose cutanea tem muito a ganhar caso melhore o reporte metodologico,
seguindo, por exemplo, recomendagdes de “reporting guidelines” elaboradas por pesquisadores
deste campo, como ocorre na area de pesquisa sobre acurdcia diagnostica com o instrumento
STARD (Standards for Reporting Diagnostic Accuracy Studies) (Cohen et al., 2016).

Os vieses nao controlados nos artigos selecionados podem ter introduzido um viés
de selecdo indireto nos resultados da meta-analise aqui apresentada. O viés de selecdo ocorre
quando os estudos incluidos ndo representam adequadamente a populagdo de interesse ou
quando ha diferencas sistematicas entre os estudos incluidos e os excluidos (Fox et al., 2024).
Procuramos mitigar este problema desde o planejamento desta pesquisa, por meio de uma busca
ampla em diversas bases de dados, o que resultou em mais de doze mil artigos como ponto de
partida, a fim de aumentar a probabilidade de incluir estudos de diferentes centros de pesquisa,
com perspectivas e tradigdes distintas. Assim seria possivel fazer uma analise de subgrupos,
comparando os estudos com mais vieses € 0S cCom menos vieses.

Os estudos selecionados também apresentaram pontos positivos quanto ao controle
do risco de viés. Isso indica que € possivel controlar o viés e estabelecer uma padronizagdo do
cuidado e dos procedimentos. O cumprimento dos critérios diagnosticos minimos de inclusdao
clinica dos participantes dos estudos e o pareamento por amostra ndo estimulada evidenciam
preocupagdo com o controle de variaveis confundidoras. A maioria dos capitulos de
metodologia dos artigos descreve os métodos empregados, de modo a permitir a compreensao
do processo realizado. Isso ¢ relevante porque auxilia na reprodutibilidade dos achados e
proporciona transparéncia ao estudo. Os procedimentos experimentais para a mensuracdao de
citocinas, por ELISA e citometria, foram os corretos e amplamente validados na literatura para

essa finalidade.

5.2 Diretrizes para a pesquisa experimental com Leishmania

Os achados deste trabalho podem contribuir para o desenvolvimento de um

documento futuro com orientagdes de padronizacdo para pesquisas experimentais sobre a

resposta imune na relagdo entre a Leishmania e o hospedeiro. O processo para elaborar este tipo
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de diretriz ja foi descrito por diversos outros trabalhos (Arakawa & Bader, 2022; Gagnier et al.,
2013; van Zuuren et al., 2022). Inicialmente uma revisao sistematica, com ou sem meta-analise,
¢ proposta para identificar como a producdo cientifica vem sendo realizada; identificando
elementos essenciais, consensos, divergéncias, demandas por inovagdo e elementos que
precisam ser aprimorados etc. Em seguida, um painel de especialistas debate estes elementos e
propde orientagdes. Estas orientacdes precisam ser testadas em pesquisas, para em seguida
ocorrer uma nova rodada de discussoes. O processo termina quando um consenso ¢ obtido entre
o grupo de especialistas e o0 documento com as orientagdes e checklist ¢ publicado. Um prazo
para atualizar as orientagdes pode ser acordado.

A revisdo sistematica aqui apresentada reune elementos que podem subsidiar a
formulacdo de diretrizes para a investigacdo experimental da infec¢do por Leishmania
braziliensis, as quais poderdo, em um estagio subsequente, ser aplicadas a estudos envolvendo
outras espécies de Leishmania na leishmaniose cutdnea. A primeira sugestdo ¢ a adogdo do
checklist de controle de viés “Pilot risk of bias tool to appraise clinical laboratory studies” (Fox
et al.,, 2024), ou equivalente, como rotina em qualquer pesquisa experimental sobre
leishmaniose cutinea. Seu uso pode ocorrer desde o planejamento da pesquisa, com aplicagdo
relatada na se¢do de Métodos do artigo publicado. O checklist, indicando onde o leitor pode
localizar o seguimento das orientacdes, pode ser apresentado em um quadro ou disponibilizado
como material suplementar do artigo. Diversos checklists de controle de viés e guidelines
metodologicos podem ser encontrados em bases de artigos académicos e plataformas digitais
como a Equator (Enhancing the QUAlity and Transparency Of health Research) (Network,
2026). Os guidelines vao orientar sobre o detalhamento do desenho experimental, a
randomizacao das amostras ou participantes, cegamento dos avaliadores quanto o grupo ao qual
a amostra pertence, calculo do tamanho amostral para obter confianca nos resultados
estatisticos, formas adequadas para o relato de dados etc. Em seguida, recomenda-se discutir se
os protocolos experimentais devem seguir os procedimentos adotados pela maioria dos estudos
disponiveis, o que facilitaria comparacdes diretas, ou se devem ser padronizados para
maximizar a sensibilidade na distingdo entre grupos controle e experimentais, priorizando
parametros que promovam as maiores concentragdes de citocinas nos grupos experimentais,
independentemente da pratica majoritaria.

Os valores especificos para ado¢do em protocolos, que correspondem aos mais
utilizados para quantificar concentragdes de citocinas, podem ser consultados no inicio do
capitulo de Resultados. Nas meta-anélises, identificam-se os elementos metodologicos que

favorecem maior homogeneidade entre os achados dos estudos, enquanto as meta-regressoes
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revelam indicios de caracteristicas protocolares que promovem as maiores concentracdes de
citocinas nos grupos experimentais. Por exemplo, caso a proposta seja utilizar um protocolo de
preparacgao e analise da amostra seguindo o que a maioria dos trabalhos utiliza, deve-se adotar:
concentragio do PBMC em 1 x 10° células/mL, antigeno solivel da Leishmania na
concentragdo de 5 pg/mL , tempo de cultura de 72h e analise da amostra com ELISA. Por outro
lado, caso a escolha seja pela maior concentracdo da citocina ap6s a infec¢do com a Leishmania,
avaliando a concentragdao da IL-10 com amostras de pacientes estimuladas e nao estimuladas,
deve-se adotar: citometria de fluxo como técnica de andlise (pode levar a uma maior
homogeneidade com outros estudos), concentragdo do PBMC em 3 x 10° células/mL e 5 pg/mL
do antigeno soluvel da Leishmania. Ou seja, protocolos experimentais distintos podem ser

necessarios para diferentes citocinas e objetivos de pesquisa.

5.3 Meta-analises

A imunopatogénese da LC-Lb decorre de uma rede dindmica de interagdes entre
células imunes inatas e adaptativas, citocinas pro- e anti-inflamatorias, quimiocinas e fatores
parasito-hospedeiro-vetor, determinando um espectro clinico que vai de resolugdo espontanea
a formas disseminadas/mucosas (Toledo et al., 2001; Volpedo et al., 2021). A elucidagdo desse
sistema requer estudos experimentais com poder estatistico adequado e rigor metodoldgico,
porém identificamos que a literatura indexada dispde de uma quantidade insuficiente de
investigagdes replicaveis para sinteses meta-analiticas com bom poder explicativo na maioria
das citocinas, exceto TNF-a, [FN-y e IL-10 (> 10 estudos), enquanto outras apresentam menos
de 10 estudos com dados comparativos de pacientes versus controles. Essa escassez
compromete afirmacdes causais sobre os perfis das citocinas por estagio clinico da doenca,
sujeitas a erro do tipo II (falso negativo) devido a subpoténcia (Fox et al., 2024; Higgins et al.,
2024). As sinteses quantitativas aqui obtidas superam essa limitacdo ao quantificar a
variabilidade populacional por meio de intervalos de predigao amplos, oferecendo estimativas
mais realistas do que as médias pontuais de estudos isolados, especialmente sob elevada
heterogeneidade clinica entre os achados dos estudos (I> > 95%) (Borenstein et al., 2021).
Apresentamos, no Quadro 3, os resultados das meta-analises. Continuamos a discussao apds o

quadro.
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Quadro 3 — Resultados das meta-analises da concentracdo de citocinas e quimiocinas entre o grupo de pacientes com LC-Lb e os grupos controle

(HS: sujeitos saudéaveis e NS: meios nao estimulados).

Estudos,
Citocina e participantes ou Inconsisténcia e . - = s . - . N Intervalo de
. Outliers Analise de subgrupos Meta-regressao univariada Viés de publicacdo  Sintese estatistica .~
grupos amostras Heterogeneidade predicido
analisadas
TNF-a
Pacientes x 10 estudos com  Altaesignificativa “Covre, Sem distingdo entre os  Sem distingdo entre os moderados e o  Ausente Significativa. *Adotar  como
HS 300 participantes 2018” subgrupos desfecho. Necessita de mais estudos para a *Usar apenas  representativo
concentragdo do antigeno e da IL-10. como indicio. para a populagio
Pacientes x 10 estudos com  Altaesignificativa  Ausentes Sem disting@o entre os  Sem distingdo entre os moderadores ¢ o  Significativo. E Significativa. *Usar apenas
NS 294 amostras subgrupos desfecho. Necessita de mais estudos sobre o possivel que estudos ~ *Usar apenas  como indicio.
analisadas tempo de cultura do PBMC e a regulagdo por com concentragdes como indicio.
IL-10. mais  altas  nas
amostras NS ndo
estejam sendo
divulgados.
IFN-y
Pacientes x 10 estudos com Altaesignificativa Ausentes Sem distingdo entre os  Sem distingdo entre os moderadores e o  Ausente Significativa. *Adotar como
HS 284 participantes subgrupos desfecho. Necessita de mais estudos sobre o *Usar apenas  representativo
tempo de cultura do PBMC e a regulagdo por como indicio. para a populagio
IL-10.
Pacientes x 6 estudos com 144  Altaesignificativa  Ausentes Sem distingdo entre os - -- Significativa. --
NS amostras subgrupos *Usar apenas
analisadas como indicio.
IL-10
Pacientes x 11 estudos com Altaesignificativa “Castellano  Subgrupos de D3 Sem distingdo entre os moderadores ¢ o  Ausente Niao significativa. *Adotar  como
HS 323 participantes , 2009~ apresentam  sinteses  desfecho. Necessita de mais estudos sobre o *Usar apenas  representativo
diferentes tempo de cultura do PBMC e a concentragdo como indicio. para a populagio
do antigeno na cultura.
Pacientes x 10 estudos com Altaesignificativa “Carvalho, Subgrupos da técnica Sem distingdo entre os moderadores e o  Ausente Nado significativa. *Adotar  como
NS 256 amostras 20137 de  medicdo sdo  desfecho. Necessita de mais estudos sobre a *Usar apenas  representativo
analisadas distintos concentragdo do antigeno na cultura. como indicio. para a populagio
1L-17
Pacientes x 6 estudos com 164  Altaesignificativa  Ausentes Subgrupos de técnica - Ausente Significativa. --
HS participantes de medigdo, D2 e D3 *Utilizar as dos

apresentam  sinteses

diferentes

subgrupos  como

indicios
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Estudos,
Citocina e participantes ou Inconsisténcia e . - ~ oo . . ; s Intervalo de
R Outliers Analise de subgrupos Meta-regressio univariada Viés de publicacio  Sintese estatistica .~
grupos amostras Heterogeneidade predi¢do
analisadas
Pacientes x 3 estudos com 102  Nao significativa.  Ausentes -- - -- Nao significativa. -
NS amostras Baixa *Adotar como
analisadas heterogeneidade representativa dos
estudos com
cautela
IL-1p
Pacientes x 2 estudos com 50  Altaesignificativa - -- - -- Nao significativa. -
HS participantes *Nao
recomendamos 0
uso.
Pacientes x 4 estudos com 118  Alta e significativa  “Carvalho, -- - Ausente Niao significativa. -
NS amostras 2013” *Apenas a diregdo
analisadas do efeito pode ser
utilizada como
indicio.
1L-22
Pacientes x 2 estudos com 42  Altaesignificativa - - -- - Nao significativo. -
HS participantes *Nao
recomendamos o
uso da sintese
CXCL10
Pacientes x 2 estudos com 224  Nula e ndo  Ausentes -- - -- Significativa. --
HS participantes significativa *Nao
recomendamos 0
uso da sintese
Pacientes x 3 estudos com 128 Moderada e ndo  Ausentes - -- Ausente Niao significativa. -

NS

CXCL9

Pacientes x
HS

amostras
analisadas

2 estudos com 226
participantes

significativa

Alta e significativa

*Adotar como
representativa dos
estudos com
cautela

Niao significativa.
*Nao
recomendamos o
uso da sintese
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Estudos,
Citocina e participantes ou Inconsisténcia e . - = s . - . . Intervalo de
R Outliers Analise de subgrupos Meta-regressio univariada Viés de publicacio  Sintese estatistica .~
grupos amostras Heterogeneidade predi¢do
analisadas

Nao significativa. -
*Apenas a direcdo

do efeito pode ser
utilizada como
indicio.

Pacientes x 3 estudos com 128  Alta e significativa ~ “Muniz, - - -
NS amostras 2016~
analisadas

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: IC = intervalo de confianga, * = Recomendacao, -- = nao foi possivel realizar devido ao baixo numero de estudos, D2 = “D2: métodos experimentais”, D3 = dominio

“D3: relato de resultados” da escala de viés em estudos experimentais.
Notas: Todos os estudos apresentaram alto risco de viés.
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Para que os estudos sobre a dindmica das citocinas e quimiocinas possam se
consolidar cientificamente em um estado de ciéncia normal, € preciso valorizar a realizagdo de
estudos de replicagdo com protocolos padronizados, ou pelo menos semelhantes, € maior rigor
metodoldgico no controle de vieses. Para explicar de forma mais clara, ¢ importante incluir pelo
menos 20 estudos para cada perfil imune, com as principais citocinas. Isso permitiria
metarregressoes multivariadas, validacdo de biomarcadores compostos (IFN-y/TNF-o/IL-10),
quantificagdo da regulacao entre citocinas e identificagdo de subgrupos progndsticos por meio
da concentragao das citocinas (Kip et al., 2015).

O que sabemos sobre a regulagdo imune por citocinas na LC-Lb decorre destes
estudos, mas a existéncia de varios estudos outliers torna mais dificil a tarefa de apresentar uma
teoria consolidada para esta patologia. Estudos com perfil de outliers apresentam efeitos que
diferem significativamente dos demais, potencialmente distorcendo a compreensdo da
imunopatogénese da leishmaniose cutanea por L. braziliensis, devido a resultados mais
exacerbados. Somente por meio da analise comparativa realizada numa meta-analise, na qual
se empregam métricas estatisticas de diagnostico, incluindo residuos padronizados, DFFITS e
distancia de Cook, ¢ possivel identificar os estudos que distorcem o que sabemos. “Covre et al.,
2018” destacou-se por apresentar variancia interna elevada em ambos os grupos (pacientes e
controles), possivelmente decorrente de populagdes com comorbidades subclinicas ou de
protocolos com viés, o que resultou em resultados exacerbados que amplificaram a percepcao
de hiperproducdo Thl na LC-Lb. Da mesma forma, “Castellano et al., 2009 apresentou
influéncia significativa na meta-analise de IL-10, com diferengas extremas (563 pg/mL) que,
se isoladas, sugeririam polarizagdes imunes atipicas, dificultando o conhecimento do equilibrio

pro- e anti-inflamatorio tipico.

5.4 A heterogeneidade

A alta heterogeneidade observada nas meta-analises ndo implica a presenga de
estudos com valores irreais ou de contradi¢des entre si, mas reflete a captura de aspectos
complementares da diversidade bioldgica na expressdo de citocinas da LC-Lb, resultante da
interacdo entre caracteristicas individuais dos pacientes e/ou variagdes experimentais. Cada
estudo contribuiu para a identificacdo do espectro da expressdo das citocinas. A perspectiva
adotada neste estudo reconhece a heterogeneidade como fonte informativa, conforme

recomendado pela literatura sobre fendmenos bioldgicos (Higgins et al., 2024).
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A persisténcia da heterogeneidade entre os achados dos estudos, ap6s andlise de
subgrupos, analise de sensibilidade e metarregressdo univariada, sugere uma origem
predominantemente clinica para a variagdo do TNF-a e do IFN-y. Outros estudos apontaram
que perfis Thl com diferentes magnitudes, carga parasitaria variavel, polarizacdo mista
Th1/Th2/Th17 e fatores genéticos na interacdo parasito-hospedeiro, em vez de caracteristicas
metodoldgicas dos estudos, sdo possiveis fontes da heterogeneidade para a expressdo destas
citocinas entre os individuos (Amorim et al., 2021; Bettelli et al., 2007; Cabrera Gonzalez et
al., 2010; Costa-Silva et al., 2014; Dos Santos et al., 2020). Nossos achados nao descartam as
declaragdes desses estudos e acrescentam a possibilidade de que estes fatores bioldgicos
também expliquem a diversidade entre estudos. Duas questdes precisam ser consideradas para
validar esta questdo com seguranca. Primeiro, temos o problema dos vieses: como todos os
estudos apresentam alto risco de vieses, nao temos como comparar os resultados de estudos de
melhor qualidade metodologica com os de qualidade reduzida. Segundo, o nimero de estudos
ndo foi suficiente entre as categorias comparadas para permitir a obtencao de conclusdes com
bom poder estatistico.

Contrastando com o TNF-a e o IFN-y, onde predominou heterogeneidade clinica,
analises para IL-10 e [L-17 revelaram influéncia significativa de fatores metodoldgicos sobre a
variabilidade entre estudos, apesar do baixo poder estatistico devido ao baixo numero de
estudos, diferengas graduais em vieses (Dominios D2/D3) e técnicas analiticas (ELISA vs.
citometria de fluxo) geraram resultados dispares, sugerindo que parametros experimentais
confundem o entendimento atual da regulagdo imune na LC-Lb. Para lidar com esta situagao,
recomendamos que os estudos futuros (1) realizem mensuragao cruzada ELISA/citometria das
citocinas e quimiocinas; (2) adotem de estimulagio PBMC seguindo parametros mais
prevalentes na literatura (facilitando a sintese estatistica e metarregressao); (3) reporte das
curvas calibragdo, adotando como padrdo a unidade de massa (pg/mL) no lugar do reporte em
unidades de fluorescéncia (MFI); e (4) didlogos multicéntricos para avaliacao dos protocolos
antes do inicio da pesquisa, o que pode ser feito através da publicacao do protocolo de pesquisa
em plataformas digitais académicas voltadas para isso. (Continua nas proximas paginas)

A diversidade de resultados entre os estudos (heterogeneidade) pode resultar de
duas possibilidades. A primeira € que o fendmeno realmente se apresenta de forma variada em
cada ocorréncia, sendo a heterogeneidade uma caracteristica natural entre os experimentos com
citocinas na LC-Lb. A segunda ¢ que esta diversidade esta relacionada a fatores problematicos
dos estudos, como amostras pequenas, vieses e resultados andmalos. Os resultados apontaram

a ocorréncia de ambas as possibilidades. A citocina IFN-y (“pacientes x sujeitos saudaveis™)
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exemplifica a primeira possibilidade, com intervalo de predi¢ao coerente com o biologicamente
esperado pela literatura; apesar de heterogeneidades extremas (I1*=99,41%), ndo apresentou
estudos outliers nem diferencas entre estudos introduzidas por vieses, sugerindo variabilidade
biologica genuina. Por outro lado, a IL-10 ilustra a segunda possibilidade, com sinteses ndo
significativas (110,3 pg/mL, p=0,084 entre pacientes antes do tratamento e pessoas saudaveis;
16,99 pg/mL, p=0,336 em pessoas com LC-Lb depois e antes da estimulacio com L.
braziliensis) e I* > 98%, associadas a riscos de viés que induziram diferencas entre os resultados
dos estudos (ex.: D3 para IL-10, p=0,02), amostras muito pequenas por grupo (ex: um dos
grupos teve apenas 4 pacientes estudados) e outliers como Castellano (2009) e Carvalho (2013),
cujas exclusdes reduzem substancialmente a dispersdo dos dados; confirmam que as limitagdes

metodoldgicas podem contribuir para inconsisténcias entre os dados experimentais.
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6 CONCLUSAO

Esta tese apresentou a sintese estatistica dos experimentos disponiveis nas
principais bases de dados académicas sobre a expressdo de citocinas e quimiocinas em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes com LC-Lb, por meio de uma
revisdo sistematica e de meta-analises de 28 estudos in vitro, conforme o protocolo PRISMA.
Os resultados confirmam o predominio do perfil imune Thl, com elevagdes significativas de
TNF-a e IFN-y em comparagdo com controles saudaveis, embora tenham ocorrido elevada
heterogeneidade (I>>95%) e risco de viés experimental elevado em todos os estudos. A meta-
analise, conduzida sob modelo de efeitos aleatorios, revelou diferencas estatisticamente
significativas nas concentracdes de TNF-a, IFN-y, IL-17 e CXCL10 no sobrenadante de
culturas de PBMC de pacientes com leishmaniose cutanea por LC-Lb e de grupos controle
(individuos saudaveis ou meios ndo estimulados), evidenciando predominio de ativagdo pro-
inflamatoria. Para as outras citocinas e quimiocinas investigadas, foram encontrados perfis
imunes mistos, poucos estudos experimentais ou interferéncia de vieses metodologicos. Tais
achados atendem ao objetivo geral de estimar as magnitudes das diferencas imunolégicas,
superando o poder estatistico de estudos isolados.

Os objetivos especificos foram atingidos por meio da identificagdao de fontes de
heterogeneidade em multiplas sinteses, incluindo variagdes nos protocolos experimentais, tais
como discrepancias nos resultados entre subgrupos que empregaram ELISA versus citometria
de fluxo e gradientes de risco de viés nos dominios metodologicos (D2 e D3). Para os demais
objetivos, foram identificados pardmetros experimentais para a obtencdo das concentracdes
almejadas das principais citocinas e estimativas dos tamanhos amostrais minimos. A detec¢ao
de estudos outliers esclareceu resultados exagerados, como a hiperproducdo de TNF-a em
“Covre et al., 2018, que podem mascarar o espectro tipico da resposta imune na LC-Lb, em
que perfis mistos predominam, com intervalos de predigao amplos (ex.: TNF-a: -997 a 2.201
pg/mL).

Sugerem-se investigacdes complementares: (1) meta-analises integrativas
comparando respostas in vitro de PBMCs versus amostras ex vivo de lesdes, para elucidar
discrepancias entre respostas sist€émicas e locais; (2) estudos multicéntricos incorporando
espécies de leishmanias coendémicas no Brasil, com estratificagao por perfil clinico (localizada
vs. disseminada/mucocutinea). Tais abordagens potencializariam sinteses mais robustas,

fundamentando imunoterapias direcionadas.
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Anexo A - Checklist dos elementos de uma revisao sistematica seguindo as orientacoes do

PRISMA Statement 2020.

Section and Item Location
" Checklist item where item
Topic # .
is reported
TITLE
Title 1 | Identify the report as a systematic review. Titulo,
Introdugéo e
Metodologia
ABSTRACT
Abstract 2 | See the PRISMA 2020 for Abstracts checklist. Resumo e
Abstract
INTRODUCTION
Rationale 3 | Describe the rationale for the review in the context of existing knowledge. Paragrafos 2
e3do
capitulo 2
Objectives 4 | Provide an explicit statement of the objective(s) or question(s) the review 3 ultimos
addresses. paragrafos no
final do
capitulo 2
METHODS
Eligibility 5 | Specify the inclusion and exclusion criteria for the review and how studies were | Secdo 3.2
criteria grouped for the syntheses.
Information 6 | Specify all databases, registers, websites, organisations, reference lists and other | Se¢do 3.3
sources sources searched or consulted to identify studies. Specify the date when each
source was last searched or consulted.
Search 7 | Present the full search strategies for all databases, registers and websites, Secdo 3.3
strategy including any filters and limits used.
Selection 8 | Specify the methods used to decide whether a study met the inclusion criteria of | Secédo 3.3
process the review, including how many reviewers screened each record and each report
retrieved, whether they worked independently, and if applicable, details of
automation tools used in the process.
Data 9 | Specify the methods used to collect data from reports, including how many Se¢do 3.3
collection reviewers collected data from each report, whether they worked independently,
process any processes for obtaining or confirming data from study investigators, and if
applicable, details of automation tools used in the process.
Data items 10a | List and define all outcomes for which data were sought. Specify whether all Sec¢do 3.4 ¢
results that were compatible with each outcome domain in each study were 3.5
sought (e.g. for all measures, time points, analyses), and if not, the methods
used to decide which results to collect.
10b | List and define all other variables for which data were sought (e.g. participant Se¢do 3.4 e
and intervention characteristics, funding sources). Describe any assumptions 3.5
made about any missing or unclear information.
Study risk of 11 | Specify the methods used to assess risk of bias in the included studies, including | Segdo 3.7
bias details of the tool(s) used, how many reviewers assessed each study and
assessment whether they worked independently, and if applicable, details of automation
tools used in the process.
Effect 12 | Specify for each outcome the effect measure(s) (e.g. risk ratio, mean difference) | Secdo 3.4 e
measures used in the synthesis or presentation of results. 3.8
Synthesis 13a | Describe the processes used to decide which studies were eligible for each Final da
methods synthesis (e.g. tabulating the study intervention characteristics and comparing secdo 3.4
against the planned groups for each synthesis (item #5)).
13b | Describe any methods required to prepare the data for presentation or synthesis, | Secdo 3.8
such as handling of missing summary statistics, or data conversions.
13c | Describe any methods used to tabulate or visually display results of individual Secdo 3.10
studies and syntheses.
13d | Describe any methods used to synthesize results and provide a rationale for the Secdo 3.10 e
choice(s). If meta-analysis was performed, describe the model(s), method(s) to 3.9
identify the presence and extent of statistical heterogeneity, and software
package(s) used.
13e | Describe any methods used to explore possible causes of heterogeneity among Secdo 3.10




Section and

Topic

Checklist item

study results (e.g. subgroup analysis, meta-regression).
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Location
where item
is reported

13f | Describe any sensitivity analyses conducted to assess robustness of the Secdo 3.6
synthesized results.
Reporting 14 | Describe any methods used to assess risk of bias due to missing results in a Secdo 3.8 e
bias synthesis (arising from reporting biases). 3.10
assessment
Certainty 15 | Describe any methods used to assess certainty (or confidence) in the body of Secdo 3.7 ¢
assessment evidence for an outcome. 3.10
RESULTS
Study 16a | Describe the results of the search and selection process, from the number of Fluxograma 1
selection records identified in the search to the number of studies included in the review,
ideally using a flow diagram.
16b | Cite studies that might appear to meet the inclusion criteria, but which were Pagina 52
excluded, and explain why they were excluded.
Study 17 | Cite each included study and present its characteristics. Quadro 2
characteristics
Risk of bias 18 | Present assessments of risk of bias for each included study. Tabela 3,
in studies Tabela 4 e
Tabela 5
Results of 19 | For all outcomes, present, for each study: (a) summary statistics for each group Quadro 3
individual (where appropriate) and (b) an effect estimate and its precision (e.g. Gréfico 1
studies confidence/credible interval), ideally using structured tables or plots. Gréafico 4
Grafico 7
Grafico 10
Grafico 11
Gréfico 14
Gréfico 15
Gréfico 19
Gréfico 20
Grafico 21
Grafico 23
Grafico 24
Grafico 25
Gréfico 26
Gréfico 27
Results of 20a | For each synthesis, briefly summarise the characteristics and risk of bias among | Paginas 63 a
syntheses contributing studies. 68
20b | Present results of all statistical syntheses conducted. If meta-analysis was done, | Péginas:
present for each the summary estimate and its precision (e.g. 70
confidence/credible interval) and measures of statistical heterogeneity. If 77
comparing groups, describe the direction of the effect. 82
87
89
93
96
101
103
104
106
108
109
111
112
20c | Present results of all investigations of possible causes of heterogeneity among 117
study results.
20d | Present results of all sensitivity analyses conducted to assess the robustness of Paginas:
the synthesized results. 70
77
82
87
89
93

96
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Item where item

peeiany Checklist item

Topic #

is reported
101
103
104
106
108
109
111
112

Reporting
biases

21

Present assessments of risk of bias due to missing results (arising from reporting
biases) for each synthesis assessed.

Paginas:
70
77
82
87
89
93
96
101
103
104
106
108
109
111
112

Certainty of
evidence

22

Present assessments of certainty (or confidence) in the body of evidence for
each outcome assessed.

Secdo 5.1
Quadro 3
Obs. A
ferramenta
GRADE nio
se aplica a
estudos
experimentais
de bancada.
Mas o grau
de confianca
nos
resultados
dos estudos
foi discutida
e descrita.

DISCUSSION

Discussion

23a

Provide a general interpretation of the results in the context of other evidence.

Quando
foram obtidos
estudos
suficientes,
esta
discussao foi
realizada nas
secoes de
resultados
das meta-
analises € na
secdo de
discussio.

23b

Discuss any limitations of the evidence included in the review.

Quadro 3

23¢

Discuss any limitations of the review processes used.

Secdo 3.3

23d

Discuss implications of the results for practice, policy, and future research.

Secdo 6

OTHER INFORMATION

Registration
and protocol

24a

Provide registration information for the review, including register name and
registration number, or state that the review was not registered.

Secdo 3.1

24b

Indicate where the review protocol can be accessed, or state that a protocol was
not prepared.

Secdo 3.1

24¢

Describe and explain any amendments to information provided at registration or

Secdo 3.1
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Location
Checklist item where item
is reported

Section and

Topic

in the protocol.
Support 25 | Describe sources of financial or non-financial support for the review, and the Secdo 3.11
role of the funders or sponsors in the review.
Competing 26 | Declare any competing interests of review authors. Secdo 3.11
interests
Availability 27 | Report which of the following are publicly available and where they can be Planilha com
of data, code found: template data collection forms; data extracted from included studies; a extracdo de
and other data used for all analyses; analytic code; any other materials used in the review. | dados; link na
materials secao 3.11.

Fonte: (Page et al., 2021)
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Anexo B — Instrumento de Avaliacio da qualidade e risco de viés

Quadro 4 - Instrumento “Risk of bias tool for clinical laboratory studies” (Fox et al., 2024, p.

5) para a avaliacdo do risco de viés em estudos experimentais.

Questao

Descri¢ao

Domain 1: Collection and handling of samples

Have patients been clinically evaluated to ensure
they fulfil the criteria for inclusion?

Have statistical calculations been performed to
determine an appropriate sample size?

Are samples contemporaneous?

Have patients been matched on
investigational  characteristics  that
introduce confounding?

non-
may

Have samples from both groups been collected
and prepared in the same way?

D1 Risk of bias

This question is used to ensure that appropriate diagnostic tests been
performed to ensure that participants providing samples meet the criteria
for the exposure and control groups. Samples taken from participants
who have not been formally diagnosed may not accurately represent the
population group.

This is required to ensure the sample size is large enough to detect a
difference between the groups. Underpowered studies may yield
significant results more easily and lead to the publishing of experiments
that were never necessarily intended to be published.

The integrity of samples obtained at different time points will be affected
by the time spent in storage.

Matching characteristics across groups that are not being investigated,
such as age, sex, and health status, reduces confounding bias.

Samples should be consistently handled to ensure this does not influence
how they respond in laboratory experiments, e.g., test and control
samples should be subjected to the same number of freeze-thaw cycles
and sampling to avoid biased degradation or contamination.

If all above questions are answered “sim”, there is a low risk of bias. If
one question is answered “ndo” or “ndo informou” there are some
concerns. If more than one question is answered “ndo” or ‘“ndo
informou” there is a high risk of bias for this domain.

Domain 2: Experimental methods

Is a validated methodology used? If not, is the
methodology well described?

Has a normal range been calculated?

Have statistical methods been planned to
compare the values of experimental groups with
controls?

Are the people evaluating the data blind to the
source of the samples?

Is an internal and external control used?

D2 Risk of bias

Methods used may be widely accepted, or new methods can be used that
are adequately described and justified.

This study design requires appropriate statistical calculations to establish
a normal range (typically considered a range of values that you would
expect to see for 95% of a healthy population when conducting a specific
test).

Prespecified methods for comparing the values of experimental groups
with controls ensures that a statistical plan is followed.

Knowledge of the group from which the samples have been obtained
may introduce bias in evaluation of the data.

An internal control is used to monitor and assure the reproducibility of
results. An external control is a real, positive clinical sample used to
monitor for errors in the experimental process.

If all above questions are answered “sim”, there is a low risk of bias. If
one question is answered ‘“ndo” or “ndo informou” there are some
concerns. If more than one question is answered “ndo” or “ndo
informou” there is a high risk of bias for this domain

Domain 3: Reporting of the results

Are the results quantified and with appropriate
analysis?

Are all, or nearly all, data available?

Results should be fully quantified to allow appropriate analysis. For
example, mean or median, Inter-quartile range or SD.

An appropriate analysis should include data from all samples that were
included. If a subset of data is presented in the article, it should be
randomly selected.
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Are appropriate statistical tests used to test for This allows validated comparison between values.
differences between groups?

Are the data available in a repository and Laboratory data should be made publicly available to allow external
accessible to others? analysis and comparison. Coefficients of inter and intra assay variation
should be made available.

D3 Risk of bias If all above questions are answered “sim”, there is a low risk of bias. If
one question is answered “ndo” or “ndo informou” there are some
concerns. If more than one question is answered ‘“ndo” or “ndo
informou” there is a high risk of bias for this domain.

Overall risk of bias The overall risk of bias is calculated based on the highest domain
judgement. If there is high risk of bias in one or more domains, the
overall risk of bias is high. If all domains are at low risk of bias, the study
is at overall low risk of bias for this outcome.

Fonte: Adaptado de (Fox et al., 2024, p. 5).



