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RESUMO

A leishmaniose é uma doencga parasitaria que afeta 12 milhdes de pessoas em
todo o mundo. O espectro clinico da leishmaniose visceral (LV) varia desde as
formas assintomaticas até as graves, e o controle da infeccao ¢é influenciado pela
relagdo parasita-hospedeiro. A LV ativa apresenta complexa resposta imune,
com corregulagao de citocinas pro e anti-inflamatdrias e aumento sérico de IFN-y
e IL-10. Este trabalho avaliou, por intermédio da citometria de fluxo, linfécitos T e
mondcitos do sangue periférico, estimulados ou ndo com antigeno soluvel de
Leishmania (SLA), de oito pacientes, antes e apds o tratamento da LV.
Objetivando entender melhor o papel que podem ter as subpopulagdes celulares,
avaliou-se a expressao de moléculas de experiéncia/memoria, de coestimulacéo e
de citotoxicidade e a producao de citocinas pro e anti-inflamatérias. Os resultados
demonstraram que: (i) os pacientes com LV, antes do tratamento especifico,
aumentaram a frequéncia de linfécitos T CD4* produzindo IFN-y apds estimulagéo
com SLA; (ii) a subpopulacéo de linfocitos T CD4* apresentou diminuigdo da
producdo de citocinas pro-inflamatérias IFN-y e IL-17 apdés o tratamento
especifico; (ii) o SLA induziu aumento da frequéncia de linfécitos T CD8*
expressando CD45R0 e diminuigao da frequéncia de linfocitos T CD8* produtores
de IFN-y nos pacientes apds tratamento da LV; (iv) observou-se reducédo na
frequéncia de linfécitos T CD8* expressando CD45R0O, Granzima A, IFN-y e TNF-
o quando comparados pré e poés-tratamento especifico da LV; (v) observou-se
correlacao positiva entre monécitos CD14* produtores de TNF-a e produtores de
IL-10. Estes resultados nédo esclarecem todo mecanismo imune na LV, porém a
caracterizagao inicial e a determinacao das diferentes fungdes das subpopulacdes
linfocitarias e de mondcitos no sangue periférico podem ser importantes para

novas pesquisas, terapéuticas e vacinas.

Palavras-chave: leishmaniose visceral. resposta imune. citometria de fluxo.

linfécitos T. mondcitos. citocinas.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a parasitic disease which affects about 12 million people
worldwide. Similar to other infectious diseases, visceral leishmaniasis (VL) clinical
spectrum and infection control are biased by host-parasite relationship, since the
asymptomatic up to the most severe ones. Visceral leishmaniasis presents a
complex immune response with corregulation among inflammatory and anti-
inflammatory cytokines. Previous researches have shown an increase in INF-
gamma and IL-10 serum cytokines when compared with healthy controls. Thus,
this study evaluated in peripheral blood T lymphocytes and monocytes, with or
without soluble Leishmania antigen (SLA) stimulus, before and after VL treatment
into eight VL patients by flow cytometry. In order to better understand the role of
cell subpopulations, we evaluated experienced/memory molecules expression,
coestimulation, cytotoxicity and pro and anti-inflammatory cytokines production.
The results showed: (i) increase in INF-gamma producing T CD4" cells in patients
before treatment, after SLA stimulus; (ii) decrease in INF-gamma and IL-17
producing T CD4" cells, after VL treatment; (iii) increase in CD45R0O expressing T
CD8* cells and decrease in IFN-gamma producing T CD8* cells, both SLA-
induced, from VL patients after specific treatment; (iv) decrease in CD45RO,
granzime A, INF-gamma and TNF-alpha producing T CD8" cells when compared
before and after VL treatment; (v) and a positive correlation between TNF-alpha
and IL-10 producing CD 14" monocytes. While these results do not clarify the
whole immune mechanism related with visceral leishmaniasis, the determination of
distinct functions of lymphocytes and monocytes subpopulations in the peripheral

blood may be relevant to new researches, treatment and vaccines.

KEYWORDS: visceral leishmaniasis, immune response, flow cytometry, T

lymphocytes, monocytes, cytokines.
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1 INTRODUGAO

As leishmanioses sdo doengas causadas por protozoarios do género Leishmania,
encontradas em 88 paises, com mais de 12 milhdes de individuos infectados e
350 milhdes de pessoas vivendo sob risco de infeccdo. A apresentacao clinica da
leishmaniose é variavel, dependendo da espécie de Leishmania e de complexa
interacao parasita-hospedeiro. A doenca pode ser dividida em trés principais
sindromes clinicas, de grande impacto para o homem: a leishmaniose cutanea,
que pode levar a lesbes cutaneas ulceradas graves; a leishmaniose muco-
cutdnea, que pode causar lesdes extensas e desfigurantes; e a leishmaniose
visceral (ou calazar), a forma mais grave entre as doengas causadas pela

Leishmania.

A leishmaniose visceral (LV) € causada por protozoarios do complexo Leishmania
donovani, composto principalmente pela L. (d) donovani, L. (d) infantum e L. (d)
chagasi; ocorrendo em 65 paises, entre eles o Brasil (GUERIN, et al, 2002;
DESJEUX, 2001; DESJEUX, 2004). No Brasil, a LV se manifesta como zoonose

de caes, eventualmente atingindo o homem (ROCHA, 2009).

A doenga é transmitida para o homem pela picada de flebotomineos (PERSON;
SOUSA, 1996). No Velho e no Novo Mundo a doenga é transmitida pela picada de
insetos do género Phlebotomus e do género Lutzomyia, respectivamente. O
parasita apresenta duas formas distintas, a amastigota, com caracteristicas
arredondada, imovele intra-celular, presente no hospedeiro vertebrado, e a
promastigota, caracterizada por um estagio extra-celular, alongado e modvel,
presente no vetor. As fémeas de flebotomineos transmitem a doenca, pela
inoculagao das formas promastigotas na pele. A forma promastigota diferencia-se
na forma amastigota dentro dos vacuolos parasitoforos dos macréfagos. As
amastigotas se multiplicam e disseminam-se infectando células do sistema
reticulo-endotelial (SHARMA; SINGH, 2008).
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Observam-se diferentes formas clinicas de apresentacdo da LV, desde formas
assintomaticas até formas graves, com alta mortalidade (MURRAY et al, 2005). As
diferentes formas de apresentacao clinica dependem de fatores relacionados a
viruléncia do parasita e a resposta imune do hospedeiro. A triade classica da LV é
constituida por febre, por hepatoesplenomegalia e por pancitopenia (OSMAN;
KAGER; OSKAM, 2000; MURRAY et al, 2005). A maior parte dos oObitos ocorre
devido a complicagdes infecciosas ou sangramentos (NASCIMENTO; MEDEIROS,
2005; MURRAY et al, 2005).

O diagnéstico da LV pode ser feito pela associagdo entre a historia clinica e
epidemioldgica e a observagao direta do parasita em aspirado de medula éssea,
aspirado esplénico ou aspirado de linfonodo, ou o exame sorolégico positivo
(CHAPPUIS et al, 2007; BRASIL, 2003).

A LV esta associada a supressdo celular na producao de citocinas de padréo Th1
(fendtipo de células T CD4* auxiliares subtipo 1), como interleucina 2 (IL-2),
interferon gama (IFN-y) e interleucina 12 (IL-12) e aumento de produgdo de
citocinas como interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10) (KHARAZMI, 1999;
CARVALHO et al, 1985; BACELLAR et al, 2000). A LV humana, entretanto, n&o
apresenta padrdo dicotomizado de resposta Th1/Th2, o que gera maior
complexidade da resposta imune, com corregulagdo de citocinas pr6é e anti-
inflamatorias, e aumento sérico de IFN-y e IL-10 e diminuicdo na produgado de
IFN-y pelos linfocitos T CD4* e T CD8* (CALDAS et al, 2005; HAILU et al, 2005;
PERUHYPE-MAGALHAES et al, 2006).

A evolugao para forma clinica da doenca e a disseminagcdo do parasita para o
baco, o figado, os linfonodos e a medula 0ssea esta intimamente relacionada a
resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro (PERUHYPE-MAGALHAES et al,
2005).

Apesar do grande avango na compreensdao dos aspectos imunoldgicos
associados a leishmaniose, o papel das subpopulagcdes celulares na resposta

imune na LV humana ainda nado esta totalmente elucidado, necessitando-se de
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mais estudos sobre a dindmica e a imunorregulacdo das subpopulagdes

celulares.

O presente trabalho propde avaliar as caracteristicas fenotipicas de diferentes
subpopulagdes linfocitarias e de mondcitos do sangue periférico de pacientes com
LV, propde demonstrar o complexo controle da producdo de citocinas e a
interacdo e modulacdo da resposta imune por essas subpopulacdes celulares.
Essas informacbes podem ser importantes para abrir novas perspectivas na
pesquisa em busca de novas opcgdes terapéuticas e preventivas para os

individuos com LV ou sob risco de adquirir a doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSES

O termo leishmaniose refere-se a uma série de doencas causadas pela
Leishmania spp., protozoario da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae
(JERONIMO; SOUSA; PEARSON, 2005). A Leishmania é encontrada em
humanos na forma amastigota, imovel, parasita intracelular obrigatério de
macrofagos. As manifestagdes clinicas da leishmaniose variam, dependendo da
especie de Leishmania e de complexa interagcdo entre invasividade, tropismo e
patogenicidade do parasita e fatores genéticos e imunolégicos do hospedeiro. A
forma de apresentacao clinica pode ser dividida em trés principais sindromes
clinicas: a leishmaniose cuténea, a leishmaniose muco-cuténea e a LV (ou
calazar). Todas as formas clinicas tém grande importancia para o homem. A
leishmaniose cutanea, a muco-cutédnea e a LV podem promover, respectivamente,
lesbes cuténeas ulceradas; lesbes mucosas frequentemente desfigurantes com
destruicdo de membranas mucosas, principalmente nariz e boca e doenca
sisttmica com invasdo do sistema reticulo-endotelial, associada a
aproximadamente 100% de mortalidade na apresentagao clinica mais grave, se
nao tratada. As leishmanioses sdo causadas por mais de 20 espécies de
Leishmania (PERSON; SOUSA, 1996). As espécies de flebotomineos
transmissores das leishmanioses, no Brasil, sdo do género Lutzomyia,
encontradas em florestas e em areas peridomicilio, as quais se reproduzem em

matéria organica, quando em condigdes favoraveis de umidade e temperatura.

2.2 CICLO DE VIDA DA LEISHMANIA NA LEISHMANIOSE VISCERAL

Durante o ciclo de vida a L. donovani apresenta duas formas distintas. No inseto
vetor, o parasita apresenta a forma promastigota, caracterizada por um estagio
extracelular, alongado e movel. Nos vertebrados ele apresenta a forma

amastigota, de aspecto arredondado, imével e intracelular obrigatéria. A forma
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promastigota metaciclica € inoculada na pele do hospedeiro pela picada do inseto
vetor. Somente as fémeas de flebotomineos transmitem a doencga, pela
inoculagdo das formas promastigotas na pele do hospedeiro. A Leishmania é
rapidamente internalizada por células fagociticas (neutréfilos, macréfagos e
células dendriticas da pele). A forma promastigota diferencia-se, entdo, na forma
amastigota, apos aproximadamente 12-24h da inoculacdo (SHARMA; SINGH,
2008). Dentro dos vacuolos parasitéforos dos macrofagos, a Leishmania é
protegida da degradagcdo pelo fagolisossomo por uma série de processos
adaptativos que inibem os mecanismos de defesa do hospedeiro. Ocorrem
inibicdo da fus&do do fagolisosomo-endossomo, altera¢des nas vias de sinalizagao
celular e alteragdes na produgao de 6xido nitrico e de citocinas (CUNNINGHAM,
2002). Os amastigotas se multiplicam de forma assexuada, por divisdo binaria,
levando ao aumento importante do numero de Leishmanias dentro dos
macréfagos. Ocorre, entdo, o rompimento da célula infectada e, assim, a
liberagdo das Leishmanias para infeccdo de outros macréfagos. Os macréfagos
infectados podem permanecer na pele, como na leishmaniose cutanea, ou podem
se disseminar para outros orgaos, como na LV (SHARMA; SINGH, 2008). Os
parasitas disseminam-se pelo sistema linfatico e vascular e infectam outros
mondcitos e macrofagos do sistema reticuloendotelial, resultando em infiltracdo
da medula d&ssea, em hepatoesplenomegalia e, algumas vezes, em

linfadenomegalias.

2.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL

A LV é causada por espécies de protozoarios do complexo Leishmania donovani,
composto principalmente pela L. (d) donovani, L. (d) infantum e L. (d) chagasi. A
Leishmania donovani é a principal causa da LV na india subcontinental, na Asia e
no leste da Africa. A L. infantum na regido do Mediterraneo e da Asia central; e a
L. chagasi nas Américas (GUERIN et al, 2002; DESJEUX, 2001; DESJEUX 2004).
A leishmaniose € encontrada em 88 paises, incluindo areas tropicais, subtropicais
e o sul da Europa, com mais de 12 milhdes de individuos infectados e 350 milhdes
de pessoas vivendo nessas areas. A LV ocorre em 65 paises. Estima-se 500.000

novos casos de LV e mais de 50.000 mortes pela doenca a cada ano no mundo
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(DESJEUX, 2004). Mais de 90% dos casos de LV ocorrem em apenas seis paises:
Bangladesh, india, Nepal, Sudao, Etiépia e Brasil (CHAPPUIS et al. 2007). Nas
Américas, a leishmaniose esta presente do sul do Texas ao norte da Argentina
(WEIGLE; SARAVIA, 1996). O Brasil concentra 90% dos casos descritos nas

Américas.

Em algumas regides, a infeccdo pode ser classificada como uma antroponose,
como ocorre na india, em Bangladesh, em parte da China e em parte do Sud&o.
Nessas regides, os flebétomos sao antopofilicos e tém habitos domésticos. Na
regidao do Mediterraneo e no Brasil, a LV se manifesta como zoonose de caes,
eventualmente atingindo o homem. Os fleb6tomos tém habitos variados, os quais
sugam tanto o homem quanto o cdo. Em algumas regides da China e da Africa a

doenca se apresenta como zooantroponose (ROCHA, 2009).

Apesar de previamente descrita como doenca rural, a incidéncia da LV tem
crescido em areas urbanas e periurbanas nos tropicos (DYE, 1996). Tém sido
descritos, recentemente, surtos e epidemias de leishmaniose humana e canina
em grandes cidades brasileiras (JERONIMO et al, 2004). A incidéncia da LV tem
aumentado de forma significativa em cidades de varias regides do pais, como Boa
Vista e Santarém na Regido Norte; Teresina, S&o Luiz, Natal, Aracaju e Recife na
Regiao Nordeste; Montes Claros, Belo Horizonte, Araguai e Sabara na Regiao
Sudeste e Cuiaba e Campo Grande na Regido Centro-Oeste (COSTA; PEREIRA;
ARAUJO, 1990; ALVES; BEVILACQUA, 2004; DANTAS-TORRES, 2006). Essa
mudanca no perfil da leishmaniose pode ser explicada pela redugao dos espacgos
e dos reservatorios naturais da doenca e pelas condigbes epidemioldgicas
favoraveis (migragdes, grandes aglomerados urbanos com precarias condi¢des
de infraestrutura e saneamento e grande numero de animais nas proximidades
dos domicilios), levando a nitida urbanizacdo da doenca em algumas regides
(ARIAS; MONTEIRO; ZICKER, 1996; GUERIN et al, 2002). As migragbes, as
falhas nas medidas de controle de disseminagcdo da doenga e a coinfecgédo LV —
HIV s&o os trés principais fatores que tém levado ao aumento da sua incidéncia
no mundo (CHAPPUIS et al, 2007; DESJEUX, 2001; DESJEUX, 2004). Os caes

se constituem como os principais reservatorios domésticos para a L. infantum e L.
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chagasi e tém papel central no ciclo de transmissao para os homens (MORENO;
ALVAR, 2002). Além dos cées domésticos, existem diversos reservatorios

silvestres como raposas, gambas, tamanduas e outros.

Os dados do Ministério da Saude do Brasil mostram aumento importante no
numero de casos de LV em Belo Horizonte e na regido metropolitana. A taxa de
incidéncia anual no Brasil se manteve relativamente estavel se forem comparados
os dados de 2001 e 2005: respectivamente 1,44 e 1,89 casos/100.000 habitantes.
Na regido metropolitana de Belo Horizonte, entretanto, essa incidéncia passou de
1,48 para 4,63 casos/100.000 habitantes, no mesmo periodo. Em Belo Horizonte,
essa incidéncia variou de 1,37 para 4,72 casos/100.000 habitantes entre os anos
de 2001 e 2005 (BRASIL, Ministério da Saude, 2009). Tem sido observado, nos
ultimos anos, o aumento gradativo na letalidade da LV no Brasil, passando de
3,2% para 7,4% em 1994 e 2006, respectivamente (ROCHA, 2009).

2.4 ASPECTOS CLINICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL

A LV caracteriza-se por amplo espectro clinico, da qual se observam as formas
assintomatica, subclinica e classica (MURRAY et al, 2005). O desenvolvimento de
manifestacdes clinicas depende de fatores relacionados a viruléncia do parasita e
a resposta imunoldgica do hospedeiro. Nem todos os individuos infectados irdo
desenvolver a forma clinica da doenca. A razdo entre casos assintomaticos e
clinicamente manifestos varia de 1:2,6 a 11:1 no Sudao (KHALIL et al, 2002); e de
8:1 a 18:1 no Brasil (BADARO et al, 1986b). A infecgdo assintomatica ou
inaparente ocorre na maioria dos individuos residentes em areas endémicas, é
diagnosticada apenas por teste intradérmico (reagcdo de Montenegro) e/ou
métodos soroldgicos. A forma subclinica, também frequente em areas endémicas,
apresenta sintomatologia inespecifica, como febre baixa, retardo no crescimento,
adinamia, hepatomegalia, hipergamaglobulinemia, porém, sem esplenomegalia.
Em ambas as formas, a maioria dos casos, tera resolugao espontanea ao final de
alguns meses (GAMA et al, 2004; BADARO et al, 1986a). A forma classica cursa,
em geral, de modo arrastado. Os pacientes apresentam tipicamente febre,

esplenomegalia, hepatomegalia, perda de peso e pancitopenia (OSMAN; KAGER,;
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OSKAM, 2000; MURRAY et al, 2005). Os pacientes podem apresentar também
dor abdominal, diarreia, epistaxe, hiporexia, adinamia, caquexia, sudorese noturna
e anorexia. Em exames laboratoriais ndo especificos para LV, anemia, leucopenia,
trombocitopenia e hipergamaglobulinemia sao frequentemente encontrados e
caracteristicos da LV. Os pacientes com LV classica, se ndo tratados, podem
evoluir com caquexia importante, hemorragias devido a trombocitopenia,
suscetibilidade aumentada a infeccbes bacterianas devido a leucopenia e
neutropenia e obito, geralmente dentro de um a dois anos do inicio dos sintomas.
A maior parte dos Obitos ocorre devido as complicagcbes infecciosas ou
sangramentos (NASCIMENTO; MEDEIROS, 2005; MURRAY et al, 2005).
Pacientes, com condicdo imunossupressora de base (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida, neoplasias hematoldgicas, transplantados e usuarios
de drogas imunossupressoras), apresentam manifestagbes clinicas geralmente
semelhantes as dos imunocompetentes, porém, com recidivas mais frequentes
pos-tratamento (FERNANDEZ-GUERRERO et al, 2004).

2.5 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL

O diagndstico da LV é realizado, classicamente, pela observagcédo direta, em
exame de microscopia Optica, das formas amastigotas do parasita, seja em
material de aspirado de medula 6ssea, de aspirado esplénico ou de aspirado de
linfonodo, ou em exame anatomopatologico de peca de bidpsia. A microscopia
possui alta especificidade, entretanto, a sua sensibilidade €& variavel,
apresentando-se em 93 a 99%, 53 a 86% e 53 a 65%, respectivamente para o
aspirado esplénico, o aspirado de medula 6ssea e o aspirado de linfonodo
(CHAPPUIS et al, 2007). O aspirado esplénico pode ter como complicagdo a
hemorragia esplénica pds-procedimento, exigindo profissional treinado para sua
puncao e estrutura hospitalar para tratamento de possiveis complicacées. Além
disso, os resultados de exames microscopicos podem ser influenciados pela

habilidade do profissional do laboratério que examinara o material.

Varios testes para pesquisa de anticorpos anti-leishmania tém sido desenvolvidos.

Os testes soroldgicos baseados em imunofluorescéncia indireta, ELISA e Western
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Blot tém sido propostos, com alta acuracia no diagnéstico da LV. Os testes
rapidos, para o diagndstico sorologico, pela deteccdo de anticorpos contra
leishmania do complexo L. donovani tém sido comercializados. O Kalazar Detect
™ Rapid Test — InBios é um teste rapido de imunocromatografia em fita para a
deteccdo de anticorpos anti-K39 para o diagnéstico da LV. O K39 & um antigeno
protéico bem conservado dentro do complexo L. donovani. O teste utiliza o
antigeno recombinante rK39 de L. chagasi e identifica a presenga de
imunoglobulina (IgG) anti-rK39 no plasma dos pacientes. O experimento
apresenta sensibilidade de aproximadamente 93,9% e especificidade de
aproximadamente 90,6% na maioria das areas endémicas para LV (CHAPPUIS et
al, 2006; SUNDAR et al, 2006; CARVALHO, et al 2003; SUNDAR et al, 2002). O
teste apresenta 98% de concordancia, 90% de sensibilidade e 100% de
especificidade quando comparado ao ensaio de imunofluorescéncia de anticorpos
dos Centers for Disease Control and Prevention — CDC; Atlanta (WELCH, 2008).
Os niveis de anticorpos séricos contra a Leishmania permanecem detectaveis por
periodo de tempo ainda indeterminado, porém, longo. Os ensaios sorolégicos,
portanto, ndo fazem distincdo entre doenca ativa e passada, ndo auxiliando no
diagnostico de recidivas. Outra limitacdo é constituida pela propor¢do de
individuos saudaveis vivendo em areas endémicas, que poderiam ter exames
sorologicos positivos, porém, sem doenca ativa (SUNDAR et al, 2006). O
diagndstico laboratorial da leishmaniose pode ser feito, também, pela cultura de
material biolégico, em meio especifico para Leishmania, ou pela deteccao de
material genético da Leishmania por reagdo da cadeia da polimerase (PCR) ou
hibridizagdo, inclusive em sangue ou soro dos pacientes (MURRAY, 2005;
MORENO et al, 2006). O diagndstico da LV pode ser feito, portanto, pela
associagao da historia clinica e epidemioldgica e pela observagao direta do
parasita ou o exame sorolégico positivo (BRASIL. Departamento de Vigilancia

Epidemioldgica, 2003).

A LV determina supressao reversivel e especifica da imunidade mediada por
células. Observa-se, apos a infecgao, que os exames de pesquisa da imunidade
celular ou humoral permanecem reativos por longo periodo. Isso requer a

presencga de antigenos, podendo-se concluir que a Leishmania ou alguns de seus
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antigenos estdo presentes no organismo durante longo tempo, apos a infecgao
inicial. Individuos previamente infectados, apdés o desenvolvimento de alguma
forma de imunossupressido, podem apresentar recidiva tardia da LV ou quadro
clinico iniciado muito além do periodo de incubacédo tradicional, reforcando essa
hipétese. Durante o periodo de manifestagcdo clinica da doenga, os pacientes
exibem testes de imunidade humoral geralmente positivos (imunofluorescéncia,
ELISA, Kalazar Detect™), que permanecem positivos por longo periodo. Os testes
de imunidade celular (intradermorreacdo de Montenegro), entretanto, séo
geralmente negativos durante a doenga ativa, e tornam-se positivos a medida que

o individuo evolui a cura.

2.6 ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA LEISHMANIOSE

Assim como em outras doencas infecciosas, o desenvolvimento da LV depende de
fatores relacionados a viruléncia do parasita e a adequada resposta imune do
hospedeiro. A resposta imune celular especifica tem importante papel no controle
da infecgdo, levando a ativagcdo de macrofagos e resposta citotdxica e,

consequentemente, a morte dos parasitas intracelulares.

2.6.1 O modelo experimental murino

O estudo de doengcas em modelos experimentais, principalmente em
camundongos, tem sido de grande auxilio na compreensdo dos mecanismos
imunoldgicos associados a evolugédo ou controle das doengas. Novas tecnologias
tém sido desenvolvidas para o estudo nesses modelos. A experimentacdo, com
camundongos “Knockout”, depletados de genes especificos, também, tem sido
utilizada como ferramenta na compreenséo de aspectos imunoldgicos especificos

em infecgdes experimentais.

Na infeccdo experimental por Leishmania major, camundongos geneticamente
resistentes a Leishmania desenvolvem resposta imune dominada pelo fenétipo de
células T CD4" auxiliares 1 (Th1), caracterizada pela secregdo de IFN-y.Em

camundongos geneticamente susceptiveis, a resposta dominante € de fendtipo



30

Th2 (linfécitos T CD4* auxiliares 2), caracterizada pela secregdo de IL-4,
interleucina 5 (IL-5) e interleucina 13 (IL-13). A resposta imune dicotomica e a
evolugdo distinta da infecgdo nas diferentes linhagens de camundongos levaram
ao conceito que o balanco entre resposta Th1 e Th2 determinaria a evolugado da
doengca (ROBERTS, 2006; MATTEWS et al, 2000; ALMEIDA et al, 2003). A
predisposicdo genética para susceptibilidade ou resisténcia a L. major em
camundongos se relaciona a resposta Th2, guiada pela IL-4, ou a resposta
dominante Th1, guiada pela IL-12 e IFN-y, levando a evolugdo ou a cura da
doenca, respectivamente. Camundongos BALB/c sdo considerados susceptiveis e
falham no controle da infec¢&o, evoluindo com progresséo da lesdo por L. major e
doenca sistémica. Esta linhagem é utilizada como modelo das formas clinicas de
leishmaniose que ndo evoluem espontaneamente a cura, como a LV e a
leishmaniose cutdnea difusa, causadas pela infeccdo por outras espécies de
Leishmania, como L. chagasi e L. amazonensis (SACKS; NOBEN-TRAUTH,
2002).

A evolugdo da infecgdo por L. major na linhagem de camundongos BALB/c é
progressiva e caracterizada pela sintese precoce de IL-4, na auséncia de IL-12, e
pela predisposicdo a resposta Th2. O papel da sintese precoce de IL-4 ao
direcionar resposta Th2 é demonstrado em experimentos com camundongos
BALB/c deficientes em IL-4 e com camundongos tratados com anticorpos anti-IL-4,
os quais demonstram a melhora da infecgao nestes animais. A producao da IL-4
guia a resposta imune para um padrao Th2 e suprime a resposta Th1, inibindo a
secrecdo de IFN-y necessario a ativacdo dos macréfagos infectados e
consequente eliminagdo dos parasitas (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002;
ROBERTS, 2006).

A resposta imune a Leishmania € mais complexa, envolvendo outras citocinas, tal
como a IL-12. A importdncia da IL-12 redirecionando a resposta Th2 é
demonstrada por experimentos de deplegédo de IL-12, conduzindo ao aumento de
IL-4 e estabelecimento de doenga progressiva em camundongos naturalmente
resistentes e por experimentos, com conversdo de camundongos BALB/c

(previamente susceptiveis) em camundongos resistentes, pelo tratamento com IL-
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12 (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; ROBERTS, 2006). Estudos demonstram,
também, exacerbacdo da doenca e resposta Th2 sustentada em camundongos
resistentes tratados com anticorpos anti-IL-12, porém, a infeccdo se tornava
controlada se ndo mantido o tratamento, com os anticorpos anti-IL-12 (SACKS;
NOBEN-TRAUTH, 2002).

A resposta imune murina a L. major é influenciada por varios outros fatores, tais
como o infiltrado inflamatério no local da infecgcdo; a participagdo da IL-13,
direcionando a resposta Th2 de forma semelhante a IL-4; e a participagcdo de
outras citocinas (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). O fator transformador de
crescimento beta (TGF-pB) constitui-se em importante citocina relacionada a
resposta imune contra a Leishmania. O TGF- apresenta fungdo supressora da
resposta Th 1 e inibidora da ativagdo de macréfagos. O papel do TGF- foi
demonstrado pela exacerbagdo da lesdo em camundongos C57BL/6, tratados
durante a fase crénica com TGF- e por linhagens BALB/c, adquirindo resisténcia
a infeccdo apds tratamento com anticorpos anti-TGF-B. O tratamento com
anticorpos anti-TGF-B ndo altera a producdo de IL-4 ou IFN-y, porém, esta
associada a aumento da produgdo de 6xido nitrico por macrofagos nas lesdes
(SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002).

Camundongos BALB/c, infectados com L. major e tratados com anticorpos anti-IL-
10, apresentam pouco efeito na reversdo da progressdo das lesdes. Porém,
estudos recentes utilizando modelos murinos com BALB/c e C57BL/6 deficientes
em IL-10, infectados por L. donovani, mostraram o papel central da IL-10 no
controle da LV. Na auséncia da IL-10 essas linhagens de camundongos
desenvolvem rapidamente resposta Th1 e, consequentemente, o controle efetivo
da LV, sugerindo o papel critico da IL-10 a progressédo da doenca (MURPHY et al,
2001; AWASTHI; MATHUR; SAHA; 2004). A IL-10 é uma citocina anti-inflamataria,
com fungbes reguladoras, produzida por linfécitos T, linfécitos B, macréfagos,
células dendriticas e células epiteliais. E amplamente conhecido seu papel
protetor nos tecidos, controlando o dano causado pela excessiva resposta
inflamatoria. A IL-10 é potente inibidor da ativacdo de macréfagos, inibindo a
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morte dos amastigotas pela regulagdo negativa na produgdo de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e 6xido nitrico (NYLEN; SACKS, 2007).

A subpopulacao de células “natural killer” (NK) representa componente adicional
da imunidade inata associado a resposta Th1. As células NK tém grande
habilidade em produzir IFN-y, auxiliam também a produgéo de IL-12 pelas células
dendriticas e a ativagédo dos linfocitos T. O controle precoce da infecgdo por L.
major em camundongos C3H infectados estad associado a resposta precoce das
células NK. Camundongos C57BL/6 e BALB/c, os quais falham na resposta
precoce de células NK, entretanto, tém atraso ou auséncia de resposta Th1 e
controle lento ou ausente da doencga, respectivamente (SACKS; NOBEN-
TRAUTH, 2002). Essas células, contudo, ndo s&o essenciais a resisténcia a
L.major, pois camundongos com falhas especificas nas células NK produzem
adequadamente IFN-y dependente de IL-12 pelos linfocitos T CD4* e cicatrizam

suas lesoes.

Os linfocitos T CD8* parecem apresentar, também, multiplas funcdées no modelo
experimental da LV, tanto na atividade citotoxica contra células expressando
antigenos de Leishmania quanto na produgdo de citocinas e quimiocinas
(TSAGOZIS; KARAGOUNI; DOTSIKA, 2003; RUIZ; BECKER, 2007).

A ativacdo de macréfagos pelo IFN-y e, consequentemente, a morte das
amastigotas intracelulares esta associada a indugao da sintese de 6xido nitrico. O
TNF-a funciona como cofator estimulando a produgao de 6xido nitrico. Propdem-
se também, como mecanismos de controle da infecgdo, a morte de macrofagos
pelos linfocitos T citotoxicos e apoptose de macrofagos mediada por FasL
(ROBERTS, 2006).

2.6.2 Aspectos imunoldgicos da leishmaniose visceral humana

Observam-se, na LV humana, grandes alteragées imunoldgicas, manifestas pela

profunda supressao da imunidade celular, pela ativagao policlonal de células B,
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levando a subsequente hipergamaglobulinemia e por elevados niveis de
imunocomplexos circulantes (HAILU et al, 2005).

A LV esta associada a supressdo na producao de citocinas de padrao Th1, como
IL-2, IFN-y e IL-12. Concomitantemente, ocorrem aumento de producgado de
citocinas como IL-4 e IL-10, em linfécitos in vitro apos estimulagdo com antigenos
de leishmania (KHARAZMI, 1999; CARVALHO et al, 1985; BACELLAR et al,
2000). A inabilidade no controle da infecgdo pela Leishmania parece estar
associada a nao resposta das células T aos antigenos da Leishmania e a
producao de IL-10. A IL-10 bloqueia a ativagdo Th1 e a resposta citotdxica pela
regulagao negativa na producgéo de IL-12 e IFN-y. A IL-10 também inibe a ativagao
de macréfagos e a habilidade dessas células em matar a Leishmania (RIBEIRO-
DE-JESUS et al, 1998). Células mononucleares do sangue periférico de
individuos com LV tratada, quando estimuladas com antigeno de L. chagasi,
apresentam alto indice de proliferacdo. Neutralizantes de IL-12 e IL-10
recombinante, quando colocados em contato com tais células, diminuem o indice
de proliferacdo e a producdo de IFN-y, processos 0s quais demonstram a
importancia da IL-12 e IL-10 na LV (BACELLAR et al, 2000).

A diferenca do observado no modelo murino, a LV humana ndo apresenta padréo
dicotomizado de resposta Th1/Th2. Alguns aspectos da resposta imune humana
diferem da resposta murina, por exemplo, em humanos a IL-10 n&o é considerada
citocina expressa apenas na resposta de células T Th2, o qual pode ser produzida
por varios tipos de células T, tanto quanto por mondécitos e macréfagos ativados.
(MOORE et al, 2001). Trabalhos mais recentes tém sugerido maior complexidade
da resposta imune na LV humana, com corregulacdo de citocinas pro e anti-
inflamatdrias, e aumento sérico de IFN-y e IL-10 em pacientes com doencga ativa,
quando comparados a populagcdo nao infectada (CALDAS et al, 2005;
PERUHYPE-MAGALHAES et al, 2006).

Apesar dos pacientes com LV apresentarem niveis plasmaticos de IFN-y e IL-10
mais elevados que os individuos saudaveis, pesquisadores descreveram profunda

diminuicdo na produgao de IFN-y pelos linfécitos T CD4* e T CD8* de pacientes
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com LV ativa, apos estimulagcdo, quando comparados antes e apds tratamento da
LV (HAILU et al, 2005; CALDAS et al, 2005). Porém, pacientes com LV
assintomaticos (definidos por Hailu et al (2005), como individuos com teste
cutaneo positivo para infecgdo por L. infantum, sem sinais ou sintomas de doencga
ativa) apresentam produgao de IFN-y em linfécitos T CD4* e T CD8" semelhantes
a populacao nao infectada, sugerindo importante papel da supressao de resposta
dessas subpopulagdes celulares para a evolugdo da doenga (HAILU et al, 2005).
A reduzida expressdao de IFN-y ndo parece ser defeito inerente a resposta
antigeno-induzida Th1, pois, individuos pos-tratamento apresentam producao de
IFN-y antigeno-especifico in vitro (NYLEN; SACKS, 2004). O IFN-y é amplamente
aceito como importante estimulador da atividade anti-leishmania de macrofagos,
porém, os niveis plasmaticos elevados durante a LV ativa, ndo sao suficientes
para o controle da infec¢do. Isso se deve, possivelmente, aos elevados niveis
plasmaticos de IL-10, concomitantemente, encontrados nos pacientes com LV
ativa (CALDAS et al, 2005), e a caréncia da produgdo do IFN-y nos estagios
iniciais da infeccdo (KHARAZMI, 1999). Em estudos experimentais de vacinas
contra LV, a imunidade a doenca tem se mostrado dependente tanto dos linfocitos
T CD4* quanto dos T CD8*, pois ambas subpopulagdes tém grande aumento na
producao de IFN-y, apds estimulagcao vacinal (BHAUMIK; NASKAR; DE, 2009).
Grande variedade de células podem responder a determinados estimulos com
producao de IFN-y, dentre elas os neutrdfilos, as células dendriticas, as células
NK e os linfocitos T do sistema imune (LIESE; SCHLEICHER; BORGDAN, 2008).
Os interferons foram primeiramente reconhecidos pelo seu papel em infecgbes
virais, mas agora existem evidéncias de sua participagdo na imunidade inata e
adquirida para infecgdes bacterianas e parasitarias (LIESE; SCHLEICHER;
BORGDAN, 2008). Na leishmaniose, a producédo de IL-12 & de fundamental
importancia a indugdo da produgdo de IFN-y, pelos linfocitos e células NK e
reestabelecimento de resposta imune efetiva que levara ao controle do parasita
(PERUHYPE-MAGALHAES et al, 2005).

Pacientes com LV ativa apresentam elevados niveis séricos de IL-10 (KURKJIAN
et al, 2006), e aumentada expressdo de mRNA IL-10 nos tecidos (NYLEN et al,
2007; NYLEN; SACKS, 2004; ROBERTS, 2006). Em trabalhos realizados na
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América do Sul e no Sudédo, o tratamento com anticorpos anti-IL-10 consegue
reverter a irresponsividade em relacéo a proliferacdo de células T e producgao de
IFN-y em células mononucleares de sangue periférico de pacientes com LV.
Estudos realizados em pacientes indianos, ndo encontraram o0s mesmos
resultados, necessitando-se de mais estudos para que este assunto possa
apresentar melhor definicdo (NYLEN; SACKS, 2004). A IL-10 suprime, também,
multiplas fung¢des das células dendriticas e macrofagos, inibindo a maturagao das
células dendriticas por mondcitos precursores e regulando negativamente o
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe Il e moléculas
coestimulatérias. A IL-10 promove a sobrevivéncia dos linfécitos T e,
consequentemente, a ativagdo policlonal e a hipergamaglobulinemia estédo
associadas ao aumento na producdo de IL-10. Apesar de util para o diagndstico
da doencga, a produgao de anticorpos parece ndo ser benéfica para o paciente
nao auxiliando no controle da doenca. Observa-se, também, autorreatividade com
formagao de imunocomplexos e desenvolvimento de vasculites e nefritis (RIZOS
et al, 2005; KUMAR; DANESHBOD; SADEGHIPOOR, 2004; NYLEN; SACKS,
2004).

A evolugao para forma clinica da doenga, na LV, esta intimamente relacionada a
resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro. A infeccdo sistémica, com
disseminagao do parasita para o bago, o figado, o linfonodo, a medula 6ssea e
outros 6rgaos € acompanhada por altos titulos de anticorpos circulantes e
diminuicdo da imunidade tipo 1 mediada por células T, com diminuigdo da
producdo de IFN-y e IL-12 e aumento de IL-4 e IL-10 (PERUHYPE-MAGALHAES
et al, 2005).

Os linfocitos T CD4* tém importante papel na producdo de citocinas e sao
especializados na ativagao de outras subpopulacdes celulares: células Th1, que
ativam os macrofagos para eliminagdo dos microrganismos intracelulares neles
contidos, e células Th2, que ativam a produgao de anticorpos pelas células B. Os
linfocitos T CD8* apresentam funcgao citotoxica, matando as células infectadas por
microrganismos, e dessa forma, exercem importante papel no controle de

algumas infec¢des. Apesar do grande avango na compreensdo dos aspectos
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imunologicos associados a leishmaniose, o papel das subpopulagdes celulares na
resposta imune na LV ainda n&o esta totalmente elucidado.

O CD45 é uma molécula apresentada em diferentes isoformas no sistema imune.
Em humanos, as células experientes, tanto CD4* quanto CD8", expressam a
isoforma CD45RO, podendo tornar-se células de memdria. Em estudos recentes
com pacientes com LV, pesquisadores observaram reducdo da expressao de
CD45RO por linfocitos T CD4* e T CD8*, do sangue periférico, em pacientes com
LV ativa, retornando a nivel semelhante aos da populagdo nao infectada apds
tratamento (CLARENCIO et al, 2009; HAILU et al, 2005). Observou-se, também,
maior expressao de CD45R0O em linfocitos T CD4* e T CD8" na medula dssea
qgue no sangue periférico, em pacientes com LV ativa, sugerindo migragao seletiva
dessas subpopulagdes celulares para o sitio da infeccdo e, possivelmente,
participagdo ativa dessas células na resposta imune a LV (CLARENCIO et al,
2009).

As granzimas sdo proteases contidas em granulos secretores das células T,
sabidamente envolvidas na defesa contra infecgbes virais. A expressdao de
Granzima A esta associada a multiplas fungdes, tais como indugdo da morte
celular, juntamente com Granzima B e perforina; remodelamento da matriz
extracelular e modulagdo da migragdo de células T; ativagdo de mondcitos e
aumento da atividade fagocitica. No modelo experimental murino de leishmaniose
cutanea por L. major, descreveu-se que a frequéncia de células T expressando
Granzima A, na fase precoce da infeccdo, era maior em camundongos
susceptiveis que em resistentes, entretanto, a produgcdo de granzima A ou
Granzima B ndo era critica para o desenvolvimento de resposta T helper e
resolugcdo da doenga (EISERT et al, 2002). Pouco se conhece sobre o papel da
Granzima A, como marcador de citotoxicidade de linfécitos T CD8*, na

leishmaniose visceral.

Os linfocitos T CD4* podem produzir também interleucina 17 (IL-17). Essa citocina
parece ter papel critico na inflamacdo e na autoimunidade, contudo, pouco se

conhece sobre a participagcado da IL-17 em infecgbes por protozoarios. No curso
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da infeccdo por L. major, linfocitos T CD4* e neutréfilos de camundongos BALB/c,
susceptiveis a Leishmania, produzem quantidades maiores de IL-17 que células
de camundongos C57BL/6, resistentes a L. major. O tamanho e a progresséo das
lesbes em camundongos BALB/c deficientes em IL-17 infectados é
marcadamente menor que de camundongos controle. Pesquisadores observaram
menor migracédo de neutrofilos nas lesdes dos animais deficientes em IL-17 que
nos camundongos controle (LOPEZ KOSTKA et al, 2009). Linfocitos de pacientes
com leishmaniose cutanea e mucosa produzem niveis mais altos de IL-17 que a
populacdo ndo infectada. Demonstraram-se, também, tendéncia a maior
expresséo de IL-17 nas células das lesbes mucosas que nas lesdes cutaneas, e
correlagao entre produgao de IL-17 e inflamagao celular local (BACELLAR et al,
2009).

Em adicdo as classicas células T CD4* e T CD8*, existe uma populacédo
minoritaria de células T que nao expressa nem CD4, nem CD8, chamada de
células T duplo negativas (T CD4-CD8- (DN)), encontradas no sangue periférico,
timo e pele. Dentro dessa populacido pode-se encontrar subpopulagdes que
expressam receptor de células T (TCR) a3 ou y6. As células que expressam TCR
off tém natureza regulatéria negativa, e estdo associadas a desordens
autoimunes graves. A subpopulagdo DN, especialmente af}, parece ser uma
populacdo de células T altamente ativada, produzindo citocinas relevantes para
ativagdo de mondécitos e macréfagos. Em individuos ndo infectados
aproximadamente 80% das células T duplo negativas expressa TCR y6 (GOLLOB
et al, 2008). Na leishmaniose cutédnea, apesar de pouco frequente quando
comparada com outras subpopulagdes de células T, as células T DN expressam
hiperativacdo, com aumentada expressdo de CD69 e HLA-DR, e aumentada
producdo de IFN-y e TNF-a, sugerindo importante papel na imunidade inata em
resposta a Leishmania. Ao contrario de pacientes nao infectados a maior parte da
populacéo de células T CD4-CD8 (DN) expressa TCR aff (~72%)(ANTONELLI et
al, 2006). Ambas subpopulacdes off e yd, expressam maiores frequéncias de IFN-
Y, TNF-a e IL-10. A subpopulacéo off apresenta maior frequéncia de producgéo de

citocinas pré-inflamatérias IFN-y e TNF-a, tanto em meio quanto apds estimulagéo
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antigeno-especifica, enquanto a subpopulagao yp produz mais IL-10, com fungéo
anti-inflamatdria/reguladora (ANTONELLI et al, 2006). Pouco se conhece sobre o
papel dos linfécitos T CD4"CD8" (DN) na leishmaniose visceral, porém, & descrito
alta frequéncia de producgao de IFN-y e TNF-a, assim como de IL-10 em linfocitos
T CD4CD8 (DN) de um paciente com LV, sugerindo papel modulatorio dessas
células na LV (LAGLER et al 2003).

Muitos outros aspectos da resposta imunolégica na LV humana, ainda ndo foram
elucidados, necessitando-se de estudos mais aprofundados sobre a dinamica e a
imunorregulagcdo das subpopulagdes celulares e suas moléculas para maior
conhecimento da doenca e possibilidade de novas perspectivas a prevencéo e o

tratamento dos pacientes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar fenotipica e funcionalmente as subpopulacdes de linfocitos T CD4* e

CD8* e duplo negativos CD4CD8 do sangue periférico, determinando sua

capacidade citotoxica e a expressao de citocinas pré e anti-inflamatorias, e a

frequéncia de mondcitos CD14* produtores de citocinas em pacientes com LV pré

e pos-tratamento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Em relagao aos linfécitos T CD4*:

Analisar a frequéncia de linfécitos T CD4* isolados do sangue periférico de
pacientes com LV expressando a molécula de experiéncia/memoria
CD45R0, como também avaliar a produgao de citocinas pré-inflamatoérias
(IFN-y, TNF-a e IL-17) e anti-inflamatoéria (IL-10), antes e apds o estimulo,
com SLA;

Determinar a frequéncia de linfocitos T CD4" isolados do sangue periférico
de pacientes com LV, expressando a molécula de experiéncia/memoria
CD45R0, como também avaliar a produgao de citocinas proé-inflamatérias
(IFN-y, TNF-a. e IL-17) e anti-inflamatoria (IL-10), comparando pré e pos-

tratamento especifico da doenca;

Estudar a expressdo da citocina pré-inflamatoria TNF-o, assim como da
citocina anti-inflamatoria IL-10 em linfécitos T CD4* expressando ou néo a
molécula coestimuladora CD28 estimuladas ou ndo com SLA, tanto antes

quanto apods o tratamento dos pacientes com LV;
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e Avaliar a existéncia de correlacdo entre a expressido de moléculas de
experiéncia/memoria, e a producao de citocinas nos linfocitos T CD4*, de
pacientes com LV estimulados ou ndo com SLA, pré e pods-tratamento

especifico da doenca.

- Em relagao aos linfécitos T CD8*:

e Analisar a frequéncia de linfécitos T CD8* isolados do sangue periférico de
pacientes com LV expressando a molécula de experiéncia/memoria
CD45RO, como também avaliar a sua capacidade citotoxica pela
expressao de Granzima A e avaliar a producado de citocinas pro-
inflamatorias (IFN-y, TNF-a) e anti-inflamatéria (IL-10), antes e apds o

estimulo com SLA;

e Determinar a frequéncia de linfocitos T CD8" isolados do sangue periférico
de pacientes com LV, expressando a molécula de experiéncia/memoria
CD45R0O e a molécula citotoxica Granzima A, como também avaliar a
producdo de citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, TNF-a) e anti-inflamatoéria

(IL-10), comparando pré e pés-tratamento especifico da doencga;

e Correlacionar a expressdo de moléculas de experiéncia/memodria, a
expressao de citotoxicidade e a produgdo de citocinas nos linfocitos T
CD8" de pacientes com LV estimulados ou ndo com SLA, pré e pos-
tratamento especifico da doenca.

- Em relagao aos linfécitos T duplo negativos CD4-CD8:

e Analisar a frequéncia de linfécitos T duplo negativos CD4-CD8  (DN)

expressando o TCR af} e y3, antes e apos estimulo com SLA.
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- Em relagdo aos mondcitos:

Determinar a frequéncia de mondcitos CD14*, estimulados ou ndo com
SLA, expressando citocinas como o TNF-a e IL-10 em pacientes com LV

pré e pos-tratamento especifico;

Correlacionar a frequéncia de mondcitos produtores de TNF-a e IL-10
estimulados ou ndo com SLA, em pacientes com LV, pré e pos-tratamento

especifico da doencga.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 PACIENTES

Foram incluidos no estudo oito pacientes de ambos os sexos, sem restricao de
idade ou cor de pele, com diagnostico de leishmaniose visceral clinicamente
manifesta, internados no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) ou no Hospital Infantil Jodo Paulo Il da Fundagado Hospitalar do
Estado de Minas Gerais (FHEMIG). Foram estudadas as células do sangue
periférico desses pacientes antes do inicio e apés o término do tratamento
especifico. Dentre os oito pacientes que iniciaram o estudo um faleceu antes do
término do tratamento devido a complicagcbes infecciosas da leishmaniose
(choque séptico), um paciente ndo retornou apds o término do tratamento para
acompanhamento clinico e coleta da amostra de sangue apds o tratamento, e um
responsavel por paciente menor de idade n&o autorizou a coleta de sangue na

consulta de acompanhamento apds o término do tratamento.
4.1.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo pacientes com quadro clinico e epidemiologico
compativeis com LV, antes do inicio do tratamento especifico, e com diagndstico
confirmado por observacao direta do parasita em aspirado de medula 6ssea ou
teste soroldgico positivo para infecgdo por Leishmania do complexo Leishmania

donovani, excluidos outros diagnésticos.
4.1.2 Critérios de exclusao

e Pacientes com LV que ja haviam iniciado tratamento especifico ou com
passado de LV tratada;
e Pacientes com doengas imunossupressoras (AIDS, transplantados,

doengas onco-hematolégicas, diabetes mellitus, insuficiéncia renal cronica);
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e Pacientes em uso de drogas imunomoduladoras.

4.1.3 Caracterizacao dos pacientes

Foram incluidos na pesquisa oito pacientes, dois (25%) do sexo masculino e seis
(75%) do sexo feminino. A idade dos pacientes variou de cinco meses a 42 anos,
com média de aproximadamente 12 anos e mediana de 5 anos. O diagnéstico da
LV foi realizado com exame sorolégico em seis pacientes (75%). Dois pacientes
tiveram mielograma realizado, o qual foi positivo para Leishmania em ambos 0s
pacientes. O tempo de inicio dos sintomas variou de 20 a 360 dias, com média
de 72 dias e mediana de 30 dias. O primeiro sintoma da maioria dos pacientes foi
a presenca de febre (62,5%). Todos os pacientes apresentaram febre, adinamia,
hepatomegalia e esplenomegalia. A hiporexia, dor abdominal, diarreia e epistaxe
estavam presentes em 87,5; 37,5; 25 e 25% dos pacientes, respectivamente.
Todos os pacientes apresentavam anemia, com hemoglobina variando de 4,3g/dL
a 7,9g/dL, e média de 6,48g/dL. O numero de leucdcitos variou de 1.200/mm?3 a
5.420/mm?3, com média de 2.721/mm3. A frequéncia de linfocitos variou de 35 a
77%. O numero de mondcitos variou de 1 a 19%. A dosagem de plaquetas variou
de 11.000/mm?3 a 158.000/mm3, com média de 84.625/mm? (tabela 4.1).

Tabela 4.1: Caracteristicas demograficas, tempo de inicio dos sintomas e caracteristicas laboratoriais dos
pacientes com leishmaniose visceral pré-tratamento

TEMPO
INiCIO Hb  LEUCOCITOS  LINFOCITOS  LINFOCITOS  MONOCITOS  MONOCITOS  PLAQUETAS
PACIENTE  SEXO IDADE  giNTomas gldL Imm3 % Imm3 % Imm3 /mm3
(dias)
1 M 5meses 37 58 2.400 46% 1.104 4% 9 11.000
2 F 4 anos 20 73 5.420 59% 3.198 4% 217 91.000
3 F 27 anos 360 56 1.200 41% 493 19% 233 104.000
4 F 1ano 20 43 2.300 7% 1.771 1% 23 40.000
5 F 6 anos 30 79 4.700 60% 2.820 8% 376 137.000
6 F 4 anos 30 6,5 2.100 35% 735 2% 42 158.000
7 F 11 anos 20 70 1.700 50% 850 9% 153 78.000
8 M 42 anos 60 74 1.950 54% 1.053 4% 78 58.000




44

4 1.4 Tamanho da amostra

Foi realizado calculo estatistico para a definicdo do tamanho da amostra baseado
em dados da literatura sobre producdo sérica de citocinas na LV e utilizando
programa estatistico especifico, sugerindo um numero de oito pacientes para o

estudo.

4.2 METODOS

4.2 .1 Historia clinica e exame fisico

Todos os pacientes foram submetidos a anamnese e exame clinico pelo autor da
pesquisa. Durante a entrevista os pacientes e/ou seus responsaveis legais
expressaram espontaneamente suas queixas e se questionou sobre o tempo de
inicio dos sintomas, o sintoma inicial e demais sintomas, o contato prévio com
caes sabidamente doentes ou suspeitos e sobre os possiveis critérios de
exclusao. Verificavam-se, em prontuario, os dados para confirmacao dos critérios
de inclusdo. Convidavam-se os pacientes e/ou seus responsaveis legais para
participar voluntariamente do estudo. Anotavam-se, em formulario proprio da
pesquisa, os dados demograficos, clinicos e laboratoriais para caracterizagao da
populacdo de pacientes em estudo (APENDICE A).

4.2.2 Exames laboratoriais diagndsticos

Os exames complementares para confirmacdo da LV foram realizados na rotina

habitual. Nao se realizou mielograma exclusivamente devido ao estudo.

O diagnostico sorologico foi realizado pelo teste rapido para detecgdo de
anticorpos contra leishmania do complexo L. donovani (Kalazar Detect ™ Rapid
Test — InBios). O Kalazar Detect ™ Rapid Test — InBios é um teste rapido de
imunocromatografia em fita para a detecgdo de anticorpos anti-K39, para
diagndstico da LV. O teste utiliza o antigeno recombinante rK39 de L. chagasi e

identifica a presencga de imunoglobulina (IgG) anti-rK39 no plasma dos pacientes.
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O teste apresenta 98% de concordancia, 90% de sensibilidade e 100% de
especificidade quando comparado ao ensaio de imunofluorescéncia de anticorpos
dos CDC (WELCH, 2008).

Realizava-se puncédo venosa de todos os pacientes para a coleta de aliquota de
sangue (6 mL), para a pesquisa antes do tratamento e apds o término do
tratamento (40 dias apds o inicio do tratamento). Depois da coleta, as amostras de
sangue eram encaminhadas imediatamente para processamento no Laboratério
de Biologia das Interagbes Celulares (LBIC/ ICB/UFMG, Dra. Walderez Ornelas
Dutra).

4.2.3 Obtengao do antigeno soluvel de Leishmania

O antigeno soluvel de Leishmania (SLA) de L. chagasi foi preparado no
Laboratério de Biologia das Interagdes Celulares. A preparacéo antigénica foi

mantida a -80°C até a sua utilizagao.

Obteve-se uma aliquota do segundo repique da cultura de L. chagasi BH 46
(Departamento de Parasitologia/ICB/UFMG/Brasil, Dra. Maria Norma Melo). Apés
0 segundo repique da cultura no nosso laboratorio os parasitas apresentavam-se
com perfil homogéneo, predominando a forma promastigota metaciclica. As L.
chagasi foram lavadas e ajustadas na concentragdo de 108 promastigotas/mL em
PBS seguidos por 10 ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento em banho-maria a 37°C. Em seguida realizavam-se trés ciclos
de ultrasonicagao a 40 hertz, por 30 segundos cada ciclo, com intervalo de um
minuto entre os ciclos. Apds a sonicacdo checava-se em microscopio 6ptico a lise
dos parasitas. Centrifugava-se a 1.4000rpm por 30 minutos a 4°C, e, em seguida,
coletava-se e filtrava-se o sobrenadante em filtro de milipore 0,45um.
Posteriormente a filtragdo em milipore, a concentragcdo de proteina foi medida
pelo método do acido bicinconico (BCA). O antigeno foi titulado usando células
mononucleares de sangue periférico de um paciente com passado de LV tratado.
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4.2.4 Congelamento das células do sangue periférico

Cada amostra de sangue total (6 mL) foi coletada em frasco heparinizado e
distribuida em trés frascos. Ao primeiro frasco acrescentou-se SLA para a
concentracdo de 15ug/mL (250ul), ao segundo 250uL de meio e ao terceiro
estimulo policlonal com aCD3aCD28 (250uL). As amostras foram incubadas em
estufa com COz por duas horas, sendo a seguir acrescentado 2uL de brefeldina A
e reincubadas por mais quatro horas em estufa com CO2. A brefeldina A
“‘desorganiza” a estrutura do complexo de Golgi impedindo a exportagcdo de
proteinas para o meio extracelular. As amostras foram centrifugadas apds a
incubacao a 4°C, 1.200 rpm por 10 minutos. O soro foi separado, e as células
foram suspensas por agitacéo, sendo adicionado quatro vezes o volume inicial de
PBS. As amostras foram novamente centrifugadas a 4°C, 1.200 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi desprezado e as células suspensas por agitagao e
reconstituidas para 2mL com PBS. Foram, a seguir, adicionados 20 volumes de
Lyse/Fix® 1x. As amostras foram, a seguir, incubadas em gelo por 30 minutos.
Estas foram novamente centrifugadas a 4°C, 1.200 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e as células suspensas por agitagao, reconstituidas
para 2mL de PBS e congelada a -70°C.

4.2.5 Descongelamento das células

As células foram descongeladas em banho-maria a 37°C. Em seguida,
transferidas para tubos Falcon® de 15mL, lavadas duas vezes com PBS e
centrifugadas a 4°C a 1.200 rpm por 10 minutos. O volume foi concluido com
g.s.p. para 220uL com PBS. As amostras eram, entdo, plagueadas em placas de

96 pogos (20uL/pogo).

4.2.6 Imunofluorescéncia para analise de linfécitos e mondcitos do sangue

periférico, de moléculas de superficie, citotoxicidade e citocinas



47

Foi utilizada placa estéril de 96 pogos, adicionados 20 ul da suspensao de células
em cada pogo. Em seguida, foram adicionados os anticorpos anti marcadores de
superficie, ja diluidos, conforme titulagdo anteriormente padronizada no nosso
laboratério, num volume final de 20ul. Utilizou-se um conjunto de trés anticorpos
marcados com diferentes fluorocromos. Para marcadores de superficie foram
utilizados anticorpos anti-TCR af FITC, anti-TCR yd FITC, anti-CD45R0O PE, anti-
CD28 PE, anti-CD14 FITC, anti-CD4 PECy5 e anti-CD8 PECy5.

Apds adigao dos anticorpos, a placa era incubada a 4°C por 15 minutos ao abrigo
da luz. Terminado o periodo de incubagao, procedia-se a lavagem das células
adicionando 1500yl de PBS gelado em cada pogo. A placa era, entao,
centrifugada durante 10 minutos a 4°C, 1.200 rpm. Ao final da centrifugagao,
vertia-se a placa para retirar o sobrenadante e, posteriormente, a placa era
agitada a fim de suspender as células. De posse das células ja suspensas,
adicionou-se, finalmente, 100ul de PBS e 100ul de solugéo de formaldeido 4%.
Apods adicao da solucéo de formaldeido, as células foram deixadas em fixacao por

20 minutos a temperatura ambiente.

Apds remover a solugao de fixagao por centrifugagéo e lavar as células com 150pl
de PBS, seguia-se a permeabilizagdo celular, incubando as células por 10
minutos com solugdo de saponina 0,5% a temperatura ambiente. Ao final do
periodo de incubacio, a placa era centrifugada por 10 minutos a 4°C, 1.200 rpm.
O sobrenadante foi desprezado e a placa agitada. Foram adicionados, a seguir,
sobre as células, 40ul da solugéo de anticorpos anti-citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-17
e IL-10) e anti-granzima A marcados com o fluorocromo PE, adequadamente
diluidos em solugdo de saponina 0,5%. As amostras foram incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente. As células, apds este periodo, foram lavadas
por centrifugagdo adicionando, a cada pogo, 150ul da solugéo de saponina. Esta
operacao foi repetida duas vezes sendo a ultima lavada utilizando PBS azida.
Apoés desprezar o sobrenadante e agitar a placa, as células foram, finalmente,
diluidas em 100ul de PBS e 100ul de solugéo de formaldeido 4%. O volume final

de 200ul de solugao, contendo as células marcadas, foi transferido para tubos
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préprios para leitura no citdmetro de fluxo. As células foram mantidas a 4°C, ao
abrigo da luz para que as fluorescéncias ndo fossem perdidas até a leitura no

citbmetro, o que acontecia, no maximo dentro de um dia.

4.2.7 Aquisicao e analise dos dados por citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi criada na década de 70 com o objetivo de separar e/ou
analisar linfécitos B e T, e dessa forma se conhecer mais profundamente a
biologia dessas células. Atualmente, é utilizada com este objetivo tanto pela
analise fenotipica destas células pela expressao de suas moléculas de superficie,
e/ou por suas caracteristicas funcionais, analisando a produgdo de moléculas
intracitoplasmaticas, como as citocinas, quanto para a analise de outros tipos

celulares e as moléculas por elas expressas.

As preparacdes celulares marcadas com os anticorpos monoclonais fluorescentes
foram avaliadas em citbmetro de fluxo - FACScan (Becton & Dickinson),
imediatamente, apods a coloragdo, ja descrita. Durante a aquisicdo dos dados
foram coletados pelo menos 50.000 eventos em cada tubo de leitura.

Os dados foram analisados utilizando o programa de computador Flowjo. A
primeira etapa do processo de analise consistiu na determinacdo da populacao
celular de interesse. Essa determinagdo foi baseada no perfil de tamanho e
granulosidade das populagbes celulares adquiridas e na expressao de

marcadores fenotipicos (figura 4.1).
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Figura 4.1: Perfil da distribuicdo de células do sangue periférico no grafico de tamanho
versus granulosidade (A) e controle de isotipo de linfocitos (B) e monodcitos (C). As células
do sangue periférico foram obtidas conforme descrito. No grafico A, delimitou-se a regido de
linfécitos totais (L) e a regido de mondcitos (M), baseada em conhecimento prévio do
posicionamento destas populagdes células no grafico de tamanho x granulosidade, de acordo com
as sub-populagdes de interesse em diferentes situagdes de analise. Os graficos B e C mostram a
distribuicao representativa em “dot-plot” obtida pela marcagéo de células do sangue periférico com
anticorpos monoclonais ndo relacionados marcados com FITC e PE (controles isotipicos) de

linfécitos totais (B) e mondcitos (C).
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Apos a definicdo das populagcbes celulares de interesse procederam-se as

analises de fluorescéncia. Para tal, montaram-se graficos pontuais de
fluorescéncia. Definiu-se a delimitacdo dos quadrantes a partir do posicionamento
de células marcadas com os controles de isotipo (imunoglobulina de camundongo
do mesmo isotipo dos anticorpos utilizados nas marcacbdes para as analises de
fluorescéncia, conjugados com FITC e PE). Nas marcagbes dos isotipos,
posicionaram-se os quadrantes de forma que, no minimo 95 a 99 % das células
se encontrassem no quadrante inferior esquerdo. A partir do posicionamento das
células nesses graficos, foi possivel determinar a frequéncia de células simples-
positivas, presentes nos quadrantes superior esquerdo (UL) e inferior direito (LR);
a frequéncia de células duplo-positivas, presentes no quadrante superior direito
(UR), e a frequéncia de células negativas, posicionadas no quadrante inferior
esquerdo (LL). Definido o posicionamento dos quadrantes, o Flowjo forneceu uma
analise estatistica dos dados, baseada na porcentagem ou no numero absoluto
de células posicionadas em cada quadrante, dentro das regides definidas, como

ressaltado na figura 4.2.
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Figura 4.2: “Dot plot” e histograma representativos dos linfocitos T CD4* totais e da
expressao de CD45R0O dentro dessa subpopulagao.

A — Perfil pontual representativo de linfécitos do sangue periférico de pacientes com leishmaniose
visceral marcadas com anticorpos anti-CD45R0O PE e anti-CD4 PECy5.

B — Histograma ilustrativo referente a fluorescéncia observada para CD45R0O dentro da janela R,

onde M representa a frequéncia de linfécitos T CD4* expressando CD45R0.
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A partir dos dados obtidos nas andlises de citometria de fluxo, uma gama de

informacdes sobre as populagdes celulares pode ser obtida.

4.2 .8 Analises estatisticas

Os resultados, obtidos conforme descrito, foram expressos na forma de graficos e
tabelas, apresentando-se a média +/- desvio padrao. A analise comparativa entre
células do sangue periférico de pacientes com LV antes do estimulo (MEIO) e
apos o estimulo com SLA, foi realizada por intermédio do teste t pareado quando
os resultados obedeceram a uma distibuicdo normal, ou Wilcoxon pareado,
quando os resultados nao apresentaram distribuicdo normal, utilizando o
programa estatistico JMP para a distribuicdo das variaveis e o programa
estatistico Graphpad para os testes estatisticos. A analise comparativa entre
células do sangue periférico de pacientes com LV pré e pos-tratamento, requereu
o teste t do Excel para variaveis desiguais de duas amostras. Foram também
realizadas analises de correlacdo entre as citocinas e as subpopulagdes
celulares, utilizando o programa estatistico JMP. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.

4.3 CONSIDERACOES ETICAS

Os pacientes e/ou seus responsaveis legais com o diagnostico de leishmaniose
visceral internados no Hospital das Clinicas da UFMG e no Hospital infantil Jodo
Paulo Il da FHEMIG durante o periodo do estudo que preencheram os critérios de
inclusdo foram convidados a participar da pesquisa. Os objetivos, o procedimento
da puncao venosa para coleta de sangue e os riscos da coleta de sangue foram
explicados aos pacientes e /ou aos seus responsaveis legais. O autor lia o Termo
de Consentimento Esclarecido (APENDICES B & F), esclarecia as duvidas e
entregava uma via do termo de consentimento ao paciente ou ao seu responsavel
legal. Informava-se aos pacientes que a participagcdo ou ndo no estudo nao
interferiria na atencdo a saude que vinha sendo prestada a ele. Informava-se

também que poderiam obter informagbes ou esclarecimentos ao longo da
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pesquisa e cancelar seu consentimento de participacdo ou abandonar o estudo a
qualquer momento. Os pacientes foram informados que os resultados da
pesquisa seriam apresentados a comunidade cientifica, sem a identificacdo
individual dos pacientes. O projeto foi aprovado pelo Departamento de Clinica
Médica da Faculdade de Medicina da UFMG (ANEXO A), pelo Departamento de
Pediatria da Faculdade de Medicina da UFMG (ANEXO B), pela Unidade
Funcional Pronto Atendimento do Hospital das Clinicas da UFMG (ANEXO C),
pelo Colegiado da Unidade Funcional Pediatria do Hospital das Clinicas da UFMG
(ANEXO D), pela Comisséo de Pesquisa da Unidade Funcional Clinica Médica do
Hospital das Clinicas da UFMG (ANEXO E), pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FHEMIG (ANEXO F) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (ANEXO G).
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5 RESULTADOS

Os resultados, obtidos da aquisicdo na citometria de fluxo, relativos a expressao
de CD45R0, a expressao de Granzima A, a produgéo de IFN-y, TNF-a, IL-17 e a
IL-10 foram comparados nas subpopulag¢des celulares antes e apos estimulagao
com antigeno soluvel de Leishmania (SLA) e pré e pos-tratamento especifico da
LV.

5.1 DETERMINAGCAO DA EXPRESSAO DE MARCADOR DE MEMORIA E
PRODUGAO DE CITOCINAS EM LINFOCITOS DO SANGUE PERIFERICO
DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE VISCERAL ANTES E APOS
ESTIMULACAO COM SLA

5.1.1 Comparacao da frequéncia de subpopula¢des de linfécitos T expressando
CD45R0 nos pacientes com Leishmaniose Visceral antes e apds estimulo
com SLA

O CD45 ¢é uma importante molécula no sistema imune e apresenta diferentes
isoformas. A expressao destas diferentes isoformas € dependente do estado de
diferenciacao das células e de sua ativagdo. Em humanos, as células experientes
expressam a isoforma CD45R0O, podendo tornar-se células de memoria. Dessa
forma, analisou-se a frequéncia de expressdo do marcador de
experiéncia/memoria CD45R0O em linfécitos T CD4* e T CD8*.

5.1.1.1 Anadlise da frequéncia de linfécitos T CD4" e CD8* expressando
CD45RO de pacientes com Leishmaniose Visceral, pré-tratamento

especifico, antes e apds estimulo com SLA

Nao houve alteragdo significativa na frequéncia média de linfocitos T CD4*
expressando CD45R0O de pacientes pré-tratamento para LV, quando comparadas
antes (29,20% +/- 15,60%) e apos (26,29% +/- 13,43%) estimulo com SLA.
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Também nao foi observada diferenga significativa na média de frequéncia de
linfocitos T CD8* expressando CD45R0O, em pacientes pré-tratamento para LV,
quando comparada antes (34,83% +/- 15,21%) e apds (33,90% +/- 14,63%)

estimulo com SLA.

5.1.1.2 SLA induz aumento na média de frequéncia de linfécitos T CD8*
expressando CD45R0O de pacientes pds-tratamento para Leishmaniose

Visceral

Conforme apresentado na figura 5.1, houve aumento significativo ao se comparar
a média da frequéncia de linfécitos T CD8" expressando CD45RO0, de pacientes
pds-tratamento para LV, antes (10,28% +/- 6,30%) e apo6s (21,27% +/- 9,34%)
estimulo com SLA. Portanto, apds a cura da infeccéo, observa-se que o estimulo
antigeno especifico € capaz de estimular a express&o de experiéncia/memaoria em
linfécitos T CD8*.

Nos linfocitos T CD4* de pacientes tratados para LV, ndo houve variagado
significativa ao se comparar a frequéncia média de células expressando CD45R0O
antes (24,58% +/- 13,71%) e apds (32,80% +/- 12,26%) o estimulo com SLA.
Apesar dessa diferenca ndo ter ocorrido nessa subpopulacdo, observa-se
tendéncia de aumento na frequéncia de linfécitos T CD4+ expressando CD45R0O

antigeno-especifico pés-tratamento.
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Figura 5.1: Comparagio da média de frequéncia de linfécitos T CD8" expressando CD45RO
em pacientes tratados para LV antes e apés estimulo antigeno especifico. Células do sangue
periférico de pacientes tratados para LV (N=5) foram mantidas em cultura sem estimulo (meio) ou
estimuladas com 15 pg/mL de SLA. Apds 6 horas de cultura as heméacias foram lisadas e os
leucécitos marcados com anticorpos anti-CD45R0O PE e anti-CD8 PECy5 e analisadas utilizando a
técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram mostrados como média e +/- desvio padrao.
As médias foram comparadas usando programa estatistico JMP, teste t pareado para variaveis
com distribuicdo normal e Wilcoxon para variaveis de distribuicdo ndo normal. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

5.1.2 Comparacao da frequéncia de linfécitos T CD4* e T CD8* expressando
Granzima A e produzindo citocinas IFN-y, TNF-a, IL-17 e IL-10 em

pacientes com Leishmaniose Visceral antes e apds estimulo com SLA

Os linfécitos T CD4* e T CD8* podem produzir uma série de citocinas durante a
resposta imune. Entre as citocinas produzidas pelos linfécitos T, foram estudadas
a producao de algumas citocinas pro-inflamatoérias (IFN-y, TNF-a e IL-17) e anti-
inflamatdrias (IL-10) em pacientes com LV pré e pdés-tratamento, antes e apds
estimulo dos linfécitos com SLA. Foi também analisada a capacidade citotoxica
da subpopulacéo de linfécitos T CD8* pela expressao de Granzima A.
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5.1.2.1 Anadlise da meédia de frequéncia de linfocitos T CD4* e T CD8*
produtores de Granzima A, IFN-y, TNF-a, IL-17 e IL-10 em pacientes
com Leishmaniose Visceral pré-tratamento especifico, antes e apds
estimulo com SLA

Ao ser analisada a expressdo de INF-y nas sub-populag¢des linfocitarias,
observou-se aumento estatisticamente significativo na média de frequéncia de
linfécitos T CD4* produtores de IFN-y em pacientes com LV no inicio dos
sintomas, ou seja, antes do tratamento especifico, apds estimulo com SLA (figura
5.2) (tabela 5.1). Ndo houve, entretanto, variagdo significativa da meédia de
frequéncia de linfécitos T CD4* produtores de TNF-a, IL-17 ou IL-10 em pacientes
com LV, antes do tratamento da leishmaniose, comparando-se antes e apos a

estimulacdo com SLA (tabela 5.1).

Ao ser analisada a média de frequéncia de linfocitos T CD8* produzindo Granzima
A, INF-y, TNF-a, ou IL-10, em pacientes com LV pré-tratamento, ndo se observou
diferenca estatisticamente significativa, comparando antes e apds estimulo com
SLA (tabela 5.2).
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Figura 5.2: Comparacido da média de linfécitos T CD4" produtores de IFN-y em pacientes
com LV pré-tratamento especifico, antes e apos estimulo antigeno especifico. As células do
sangue periférico de pacientes com LV pré-tratamento (N=8) foram mantidas em cultura sem
estimulo (meio) ou estimuladas com 15 ug/mL de SLA. Apds 6 horas de cultura as hemacias foram
lisadas e os leucécitos marcados com anticorpos anti-IFN-y PE e anti-CD4 PECy5 e analisadas
utilizando a técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram mostrados como média e +/-
desvio padrdo. As médias foram comparadas usando programa estatistico JMP, teste t pareado
para variaveis com distribuicdo normal e Wilcoxon para variaveis de distribuicdo ndo normal. Os

resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

Tabela 5.1 — Porcentagem média de linfécitos T CD4" expressando IFN-y, TNF-q, IL-17 e IL-
10 de pacientes com LV, pré e pos-tratamento, antes e apés estimulo com SLA.

CD4

IFN-y * T TNF-a IL-17 7 IL-10
pre. Meio 264183 2424124  513+£263  2,12+1,72
tratamento gy o 3784233 377+2,18  491+2,61 289+ 1,62
pos. Meio 1,10£0,04 1954073  2,18+046  244+2,14
tratamento o o 1,93+081  277+141  2,63+1,61  1,92+0,55

Os resultados foram mostrados como média e +/- desvio padrdo. As médias foram comparadas usando
programa estatistico JMP, teste t pareado para variaveis com distribuicdo normal e Wilcoxon para variaveis
de distribuicdo ndo normal, ou teste t do Excel para variaveis desiguais de duas amostras. Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

* Diferenca estatisticamente significativa na comparacao antes e apés SLA em pacientes pré-tratamento.

T Diferenca estatisticamente significativa na comparagéo meio pré e pds-tratamento.

* Diferenca estatisticamente significativa na comparag&o SLA pré e pos-tratamento.
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Tabela 5.2 — Porcentagem média de linfocitos T CD8* expressando Granzima A, IFN-y, TNF-a
e IL-10 de pacientes com LV, pré e pos-tratamento, antes e apos estimulo com SLA

CD8

Granzima AT  IFN-y ** ! TNF-o T+ IL-10
Pré. Meio 36,64+ 13,00 354+ 1,68  492+186  3,36+1,96
tratamento oy o 2745+13,10 384+1,18  498+1,75  4,35+2,46
Pés. Meio 10,53 +537  2,74+0,72  2,06+0,64  3,86+2,67
tratamento oy o 13734973 1894045  1,69+065  2,92+1,90

Os resultados foram mostrados como média e +/- desvio padrdo. As médias foram comparadas usando
programa estatistico JMP, teste t pareado para variaveis com distribuigdo normal e Wilcoxon para variaveis
de distribuicdo ndo normal, ou teste t do Excel para variaveis desiguais de duas amostras. Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

** Diferenca estatisticamente significativa na comparagao antes e apés SLA em pacientes pos-tratamento.

T Diferenca estatisticamente significativa na comparagéo meio pré e pés-tratamento.

* Diferenca estatisticamente significativa na comparagéo SLA pré e pds-tratamento.

5.1.2.2 Anadlise da meédia de frequéncia de linfocitos T CD4* e T CD8*
produtores de Granzima A, IFN-y, TNF-a, IL-17 e IL-10 em pacientes

tratados para Leishmaniose Visceral, antes e apos estimulo com SLA

Apods analisar as subpopulacdes linfocitarias, pré-tratamento, realizou-se analises
das mesmas subpopulagdes, pds-tratamento, comparando essas células antes e
apdés o estimulo com o SLA, com a finalidade de se estudar alteracbes que
poderiam ter ocorrido nos linfécitos desses pacientes com LV, apds a melhora

clinica.

Nao houve variagdo estatisticamente significativa na frequéncia de linfécitos T
CD4* produtores de INF-y, TNF-a, IL-17 ou IL-10, em pacientes tratados para LV,
quando comparado antes e apds estimulo com SLA (tabela 5.1). Esse resultado
foi um pouco diferente do demonstrado, anteriormente, ao comparar os linfocitos
T CD4* antes do tratamento, uma vez que o SLA induziu o0 aumento da expressao

de IFN-y no inicio da infecg&o, antes do tratamento da LV.

Observou-se redugao significativa na média de frequéncia de linfécitos T CD8*

produtores de IFN-y, em pacientes com LV tratada, quando comparado antes e
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apos estimulo com SLA (figura 5.3) (tabela 5.2). O SLA n&o induziu diminui¢do na
média de frequéncia de linfécitos T CD8" produtores de IFN-y de pacientes pré-

tratamento, como ja foi dito anteriormente.

Da mesma forma, como observado antes do tratamento, ndo houve variagcdo com
significancia estatistica na frequéncia de linfécitos T CD8" produtores de
Granzima A, TNF-a, IL-17 ou IL-10 em pacientes tratados para LV, quando

comparado antes e apos estimulo com SLA (tabela 5.2).
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Figura 5.3: Comparagido da média de linfécitos T CD8" produtores de IFN-y em pacientes
tratados para LV, antes e apoés estimulo antigeno especifico. As células do sangue periférico
de pacientes previamente tratados para LV (N=5) foram mantidas em cultura sem estimulo (meio)
ou estimuladas com 15 ug/mL de SLA. Apds 6 horas de cultura as heméacias foram lisadas e os
leucécitos marcados com anticorpos anti-IFN-y PE e anti-CD8 PECy5 e analisadas utilizando a
técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram mostrados como média e +/- desvio padrao.
As médias foram comparadas usando programa estatistico JMP, teste t pareado para variaveis
com distribuicdo normal e Wilcoxon para variaveis de distribuicdo ndo normal. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

5.1.3 Comparacao da frequéncia de linfocitos T duplo negativos CD4"CD8- (DN)
expressando o TCR o e v3, pré e pos-tratamento especifico para

Leishmaniose, antes e apds estimulo com SLA
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5.1.3.1 Analise da expressao de TCR af3 em linfécitos T CD4-CD8- (DN) em

pacientes com Leishmaniose Visceral

Nao foi possivel realizar a andlise da expressao de TCR af3 em linfocitos T dos
pacientes com LV estudados devido ao protocolo de congelamento utilizado, que
provavelmente pode ter ocasionado alguma alteragdo na expressao do marcador

TCR ap na superficie dos linfécitos.

5.1.3.2 Analise da expressdo de TCR yd em linfocitos T CD4:CD8  (DN) em
pacientes com Leishmaniose Visceral pré-tratamento, apds estimulo
com SLA

Conforme observado na figura 5.4, quando comparado antes (3,55% +/- 2,66%) e
apos (2,71% +/- 1,56%) a estimulagdo com SLA, houve pequena redugdo na
frequéncia média de linfécitos T duplo negativos CD4-CD8- expressando o TCR
vd, em pacientes no inicio dos sintomas, ainda sem tratamento especifico para a
LV. Apesar dessa redugdo ser pequena ela foi significativa, o que pode ser

explicado pela pequena frequéncia dessa subpopulagédo no sangue periférico.

Ao analisar os pacientes apds o tratamento especifico para LV, observa-se que
nao houve significancia estatistica na variagdo da média de frequéncia de
linfécitos T duplo negativos CD4°CD8" expressando TCR yd antes (1,88% +/-
0,62%) e apos (1,60% +/- 0,63%) o estimulo com SLA.
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Figura 5.4: Comparacdo da média de linfécitos T CD4'CD8" (DN) expressando TCR v5, em
pacientes com LV pré-tratamento, antes e apés estimulo antigeno especifico. As células do
sangue periférico de pacientes com LV (N=8) foram mantidas em cultura sem estimulo (meio) ou
estimuladas com 15 pg/mL de SLA. Apds 6 horas de cultura as heméacias foram lisadas e os
leucécitos marcados com anticorpos anti-TCR v3 FITC, anti-CD4 PECy5 e anti-CD8 PECy5 e
analisadas utilizando a técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram mostrados como média
e +/- desvio padrdao. As médias foram comparadas usando programa estatistico JMP, teste t
pareado para variaveis com distribuicdo normal e Wilcoxon para variaveis de distribuicdo n&o
normal. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

5.2 COMPARACAO DA EXPRESSAO DE MARCADOR DE MEMORIA E
PRODUGAOQ DE CITOCINAS EM LINFOCITOS E MONOCITOS DO SANGUE
PERIFERICO DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE VISCERAL PRE E
POS-TRATAMENTO ESPECIFICO

5.2.1 Comparacao da frequéncia de subpopulacdes de linfécitos T expressando
CD45R0O nos pacientes com Leishmaniose Visceral pré e poés-tratamento

especifico

5.2.1.1 Diminuicdo na frequéncia de linfocitos T CD8* expressando CD45RO,
antes de serem estimulados com SLA, em pacientes tratados para

Leishmaniose Visceral
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Quando comparados antes (34,83% +/- 15,21%) e apds (10,28% +/- 6,30%) o
tratamento especifico para a leishmaniose, observou-se redugéo significativa na
média de frequéncia de linfocitos T CD8*, nao estimulados com SLA,
expressando CD45RO (figura 5.5).
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Figura 5.5: Comparagéo da frequéncia média de linfécitos T CD8" ndo estimulados com SLA

expressando CD45RO, em pacientes com LV pré e poés-tratamento especifico. As células do
sangue periférico de pacientes com LV pré (N=8) e pés (N=5) tratamento foram mantidas em
cultura sem estimulo com SLA (meio). Apds 6 horas de cultura as hemacias foram lisadas e os
leucécitos marcados com anticorpos anti-CD45R0O PE e anti-CD8 PECy5 e analisadas utilizando a
técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram mostrados como média e +/- desvio padrao.
As médias foram comparadas usando programa estatistico JMP, teste t do Excel para variaveis
desiguais de duas amostras. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos

quando p<0,05.

Nao foi observada variagdo significativa na frequéncia de linfocitos T CD4*
expressando CD45R0O em meio (antes do estimulo com SLA) quando comparado
antes (29,20% +/- 15,60%) e apo6s (24,58% +/- 13,71%) o tratamento da LV.

5.2.1.2 Diminuicdo na frequéncia de linfécitos T CD8%, estimulados com SLA,
expressando CD45R0, em pacientes tratados para Leishmaniose Visceral

Ao analisar a expressao de CD45R0O em linfécitos T CD8* estimulados com SLA,
houve reducado significativa na frequéncia de expressdo de linfécitos T CD8*
expressando CD45RO quando comparado pré (33,90% +/- 14,63%) e pos-
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tratamento (21,27% +/- 9,34%) da LV (figura 5.6), como também observado antes
do estimulo com SLA.

Nao houve variagao significativa na frequéncia de linfécitos T CD4*, estimulados
com SLA, expressando CD45R0O quando comparado antes (29,29% +/- 13,43%) e
apos (32,80% +/- 12,26%) o tratamento especifico para LV.
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Figura 5.6: Comparagdo da frequéncia média de linfécitos T CD8" estimulados com SLA

expressando CD45R0, em pacientes com LV pré e pds-tratamento especifico. As células do
sangue periférico de pacientes com LV pré (N=8) e pdés (N=5) tratamento foram mantidas em
cultura com 15 pg/mL de SLA. Apds 6 horas de cultura as hemacias foram lisadas e os leucécitos
marcados com anticorpos anti-CD45RO PE e anti-CD8 PECy5 e analisadas utilizando a técnica de
citometria de fluxo. Os resultados foram mostrados como média e +/- desvio padrao. As médias
foram comparadas usando programa estatistico JMP, teste t do Excel para variaveis desiguais de

duas amostras. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

5.2.2 Comparacao da frequéncia de subpopulacdes de linfocitos expressando
marcador de citotoxicidade e produzindo citocinas pro e anti-inflamatorias em

pacientes com Leishmaniose Visceral pré e pds-tratamento

5.2.2.1 Diminuicao da média de frequéncia de linfécitos T CD4* produtores de
IFN-y antes e apds estimulo com SLA e de linfécitos T CD4+ produtores de
IL-17 nado estimulados com SLA, em pacientes com Leishmaniose Visceral

quando comparados pré e pos-tratamento
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A figura 5.7 demonstra diminui¢do significativa na frequéncia média de linfocitos T
CD4* produtores de IFN-y, quando comparados pré e pds-tratamento para LV,

tanto antes (A) quanto apds (B) o estimulo com SLA.
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Figura 5.7: Comparagéo da frequéncia média de linfécitos T CD4" produtores de IFN-y em
pacientes com LV pré e poés-tratamento especifico, antes e apds estimulo com SLA. As
células do sangue periférico de pacientes com LV pré (N=8) e poés-tratamento (N=5) foram
mantidas em cultura sem estimulo (meio) ou estimuladas com 15 ug/mL de SLA. Apds 6 horas de
cultura as hemacias foram lisadas e os leucdcitos marcados com anticorpos anti-IFN-y PE e anti-
CD4 PECy5 e analisadas utilizando a técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram
mostrados como média e +/- desvio padrdo. As médias foram comparadas usando programa
estatistico JMP, teste t do Excel para variaveis desiguais de duas amostras. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

Como observado na figura 5.8, nos linfécitos de pacientes pés-tratamento da LV,
houve reducao significativa na frequéncia de linfécitos T CD4* produtores de IL-17
antes do estimulo com SLA (meio). Essa variagdo ndo se mostrou significativa
quando comparado apos o estimulo com SLA (tabela 5.1).

N&o houve variagéo significativa na expressdo de TNF-a e IL-10 em linfécitos T
CD4*, estimulados ou ndo com SLA, quando comparados pré e poés-tratamento

especifico para LV (tabela 5.1).
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Figura 5.8: Comparagio da frequéncia média de linfécitos T CD4" produtores de IL-17 ndo
estimulados com SLA, em pacientes com LV pré e pds-tratamento especifico. As células do
sangue periférico de pacientes com LV pré (N=8) e pés-tratamento (N=5) foram mantidas em
cultura sem estimulo com SLA (meio). Apdés 6 horas de cultura as hemacias foram lisadas e os
leucécitos marcados com anticorpos anti-IL17 PE e anti-CD4 PECy5 e analisadas utilizando a
técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram mostrados como média e +/- desvio padrao.
As médias foram comparadas usando programa estatistico JMP, teste t do Excel para variaveis
desiguais de duas amostras. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos

quando p<0,05.

5.2.2.2 Diminuicao da média de frequéncia de linfécitos T CD8* produtores de
Granzima A antes do estimulo com SLA e de linfécitos T CD8* produtores
de IFN-y e TNF-a estimulados ou ndo com SLA, em pacientes com

Leishmaniose Visceral quando comparados pré e pos-tratamento.

Quando comparada pré e pos-tratamento especifico para leishmaniose, houve
diminuicdo na média de frequéncia de linfocitos T CD8" produtores de Granzima
A, antes do estimulo com SLA (figura 5.9). Apos o estimulo com SLA, a
comparagao pré e pos-tratamento da LV dessa subpopulacdo celular nao

apresentou variagao significativa.
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Figura 5.9: Comparagdo da média da frequéncia de linfécitos T CD8" produtores de

Granzima A nao estimulados com SLA, de pacientes com LV pré e poés-tratamento
especifico. As células do sangue periférico de pacientes com LV pré (N=8) e pos-tratamento
(N=5) foram mantidas em cultura sem estimulo com SLA (meio). Apés 6 horas de cultura as
hemacias foram lisadas e os leucdcitos marcados com anticorpos anti-Granzima A PE e anti-CD8
PECy5 e analisadas utilizando a técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram mostrados
como média e +/- desvio padrdo. As médias foram comparadas usando programa estatistico JMP,
teste t do Excel para variaveis desiguais de duas amostras. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando p<0,05.

Observou-se redugao significativa na frequéncia de linfocitos T CD8* produtores
de IFN-y e de TNF-a (figuras 5.10 e 5.11) (tabela 5.2) pré e pés-tratamento, tanto

antes (A) quanto apos (B) o estimulo com SLA.

Nao houve variagao significativa na frequéncia de linfécitos T CD8*, estimulados
ou ndo com SLA, produtores de IL-10, quando comparados pré e poés-tratamento
para LV (tabela 5.2).
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Figura 5.10: Comparagido da média da frequéncia de linfécitos T CD8* produtores de IFN-y
estimulados (B) ou ndo (A) com SLA, de pacientes com LV pré e pés-tratamento especifico.
As células do sangue periférico de pacientes com LV pré (N=8) e pds-tratamento (N=5) foram
mantidas em cultura sem estimulo (meio) ou estimuladas com 15 pug/mL de SLA. Apds 6 horas de
cultura as hemacias foram lisadas e os leucdcitos marcados com anticorpos anti-IFN-y PE e anti-
CD8 PECy5 e analisadas utilizando a técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram
mostrados como média e +/- desvio padrdo. As médias foram comparadas usando programa
estatistico JMP, teste t do Excel para variaveis desiguais de duas amostras. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p<0,05
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Figura 5.11: Comparagdo da média da frequéncia de linfécitos T CD8" produtores de TNF-o
estimulados (B) ou ndo (A) com SLA, de pacientes com LV pré e pés-tratamento especifico.
As células do sangue periférico de pacientes com LV pré (N=8) e pds-tratamento (N=5) foram
mantidas em cultura sem estimulo (meio) ou estimuladas com 15 ug/mL de SLA. Apds 6 horas de
cultura as hemacias foram lisadas e os leucocitos marcados com anticorpos anti-TNF-o PE e anti-
CD8 PECy5 e analisadas utilizando a técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram
mostrados como média e +/- desvio padrdo. As médias foram comparadas usando programa
estatistico JMP, teste t Excel para variaveis desiguais de duas amostras. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

5.2.2.3 Diminuicdo da média de frequéncia de linfocitos T CD4*CD28" produtores
de IL-10 apds estimulo com SLA, em pacientes com Leishmaniose Visceral
pos-tratamento

Analisou-se também, a frequéncia de linfocitos T CD4*CD28". A molécula CD28 é
uma proteina de membrana coestimuladora de linfocitos T que se liga a moléculas
B7 expressas nas células apresentadoras de antigenos. O CD28 participa da
transducdo de sinais, como segundo sinal em células T, juntamente com o
complexo TCR (primeiro sinal). O CD28 é a principal molécula para liberar
segundo sinal e para a ativagado de células T. Apds ativagdo dos linfocitos T
ocorre reducdo da expressdao do CD28. Portanto, a subpopulacado de linfécitos T

CD4*CD28" é composta por células T previamente ativadas.
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Houve diminuigdo na média de frequéncia de linfocitos T CD4*CD28- produtores
de IL-10, apds o estimulo com SLA, quando comparada pré e poés-tratamento

especifico para LV (figura 5.12) (tabela 5.3).

Nao se observou alteracdo na média de frequéncia de linfocitos T CD4*CD28-
produtores de IL-10, antes do estimulo com SLA (meio), quando comparada pré e

pos-tratamento da LV (tabela 5.3).

Também nao foi observada variagdo significativa na frequéncia de linfocitos T
CD4*CD28 produzindo TNF-a, quando comparados pré e pos-tratamento, tanto

antes quanto apos o estimulo com SLA (tabela 5.3).
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Figura 5.12: Comparagio da média da frequéncia de linfocitos T CD4"CD28" produtores de
IL-10 apés a estimulagdo com SLA, em pacientes com LV pré e poés-tratamento especifico.
As células do sangue periférico de pacientes com LV pré (N=8) e pds-tratamento (N=5) foram
mantidas em cultura apos estimulo com 15 pug/mL de SLA. Apds 6 horas de cultura as hemacias
foram lisadas e os leucdcitos marcados com anticorpos anti-CD28 FITC, anti-IL-10 PE e anti-CD4
PECy5 e analisadas utilizando a técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram mostrados
como média e +/- desvio padrao. As médias foram comparadas usando programa estatistico JMP,
teste t para variaveis desiguais de duas amostras. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p<0,05.
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Tabela 5.3 — Porcentagem média de linfécitos T CD4*CD28" expressando TNF-a e IL-10, em
pacientes com LV, pré e pds-tratamento, antes e apds estimulo com SLA.

CD4'CD28"
TNF-a IL-10*
Meio 1,77 £ 0,82 1,15+0,56
Pré-
tratamento SLA 2,39 +£0,98 399+3,18
Meio 2,32+ 0,60 3,58 +2,49
Pos-
tratamento SLA 2,31 +£1,10 1,29 +£ 0,36

Os resultados foram mostrados como porcentagem média e +/- desvio padrdo. As médias foram comparadas
usando programa estatistico JMP, teste t pareado para variaveis com distribuigdo normal e Wilcoxon para
variaveis de distribuicdo ndo normal ou teste t do Excel para variaveis desiguais de duas amostras. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

* Diferenca estatisticamente significativa na comparagéo SLA pré e pds-tratamento

5.2.3 Analise da frequéncia de mondcitos CD14* produtores de TNF-a e IL-10 de

pacientes com Leishmaniose Visceral pré e pds-tratamento

A participagado dos mondcitos na producéo das citocinas proé-inflamatoria TNF-a e

anti-inflamatéria IL-10 ainda é pouco estabelecida na LV.

Observa-se na figura 5.13 a reducgao estatisticamente significativa na frequéncia
de mondcitos CD14*, estimulados com SLA, produzindo TNF-a, quando

comparada antes e apos o tratamento da LV.

N&o ocorreu variagdo com significancia estatistica na frequéncia média de
monocitos CD14* produtores de TNF-a, pré e pés-tratamento, quando em meio.
Também nado se observou variagao significativa na frequéncia de mondcitos
CD14* produtores de IL-10, quando comparados pré e pos-tratamento da LV,

tanto antes quanto apds estimulagdo com SLA (tabela 5.4).
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Tabela 5.4 — Porcentagem média de monécitos CD14* expressando TNF-a e IL-10 de
pacientes com LV, pré e pds-tratamento, antes e apds estimulo com SLA

CD14*
TNF-a. * IL-10
Meio 494 +£2,52 4,83 +2.97
Pré-
tratamento SLA 6,98 + 3,65 6,71 £5,19
Meio 3,92 +0,58 3,62+1,73
Pos-
tratamento SLA 433 +1,15 390+ 1,46

Os resultados foram mostrados como porcentagem média e +/- desvio padrdo. As médias foram comparadas
usando programa estatistico JMP, teste t pareado para variaveis com distribuicdo normal, ou teste t do Excel
para variaveis desiguais de duas amostras. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos
quando p<0,05.

* Diferenca estatisticamente significativa na comparacéo SLA pré e pos-tratamento da LV
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Figura 5.13: Comparagao da média da frequéncia de monécitos CD14* produtores de TNF-a
apos estimulagdao com SLA, de pacientes com LV pré e poés-tratamento especifico. As
células do sangue periférico de pacientes com LV pré (N=8) e pods-tratamento (N=5) foram
mantidas em cultura apdés estimulo com 15 pg/mL de SLA. Apés 6 horas de cultura as hemacias
foram lisadas e os mondcitos marcados com anticorpos anti-CD14 FITC e anti-TNF-a PE e
analisados utilizando a técnica de citometria de fluxo. Os resultados foram mostrados como média
e +/- desvio padrdo. As médias foram comparadas usando programa estatistico JMP, teste T do
Excel para variaveis desiguais de duas amostras. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p<0,05.

5.3 ANALISE DE CORRELAGCAO ENTRE LINFOCITOS T CD4*, CD8* E
MONOCITOS EXPRESSANDO CITOCINAS ANTES E APOS ESTIMULO
COM SLA, EM PACIENTES COM LEISHMANIOSE VISCERAL
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Na LV, a importancia das células produtoras de citocinas pr6 e anti-inflamatérias,
assim como, a expressdao de coestimuladores e marcadores de memoria e
citotoxicidade ainda nao estdo totalmente estabelecidos. A correlacao entre
monocitos e citocinas produzidas por estas células também é pouco conhecida.
Dessa forma, realizou-se a analise de correlagdo de linfécitos T e mondcitos
expressando tais marcadores em pacientes com LV, pré e pds-tratamento

especifico, tanto antes quanto apds o estimulo com SLA.

5.3.1 Correlacédo entre a frequéncia de linfécitos T CD4* produtores de citocina

pré-inflamatéria IFN-y e a frequéncia de linfocitos T CD4* expressando CD28

Observa-se correlagao positiva (R?=0,76) entre a frequéncia de linfécitos T CD4*
produtores de IFN-y e a frequéncia de linfécitos T CD4*CD28* de pacientes com
LV, pré-tratamento, antes de serem estimulados com SLA (figura 5.14). Apds o
estimulo com SLA ou apéds o tratamento a correlagdo entre essas subpopulacoes

celulares nio se manteve.
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Figura 5.14: Correlacdo entre linfocitos T CD4* produtores de IFN-y e linfocitos T CD4*CD28*
em pacientes pré-tratamento para LV, antes do estimulo com SLA. Os resultados foram
obtidos utilizando analise de correlagdo do programa de estatistica JMP. Os resultados foram
apresentados com “fit line”, com curvas de intervalo de confiangca de 95%, e considerados
estatisticamente significativos quando p< 0.05 (N=8).
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5.3.2 Correlagdo positiva entre a frequéncia de linfécitos T CD8" expressando

IFN-y e a frequéncia de linfécitos T CD8" expressando CD45RO, Granzima

A, e IL-10 nos pacientes com Leishmaniose Visceral pré-tratamento.

Conforme a figura 5.15, observa-se correlagdo positiva (R?*=0,60) entre a
frequéncia de linfocitos T CD8™ produtores de IFN-y e a frequéncia de linfécitos T
CD8" expressando CD45RO, em pacientes com LV pré-tratamento, antes do

estimulo com SLA (A). Esse resultado sugere que a produgdo de citocina pro

inflamatdria IFN-y esta relacionada com células experientes na LV.

No grafico B da mesma figura, observa-se correlagdo positiva (R*=0,69) entre
linfocitos T CD8™ citotdxicos (expressando Granzima A) e linfécitos T CD8*

produtores de IFN-y.

No grafico C, correlacionam-se positivamente (R2=0,52) os linfécitos T CD8"

produtores de IFN-y e os linfécitos T CD8* produtores de IL-10, sugerindo

imunomodulagao nessa subpopulagao linfocitaria.

Apos o estimulo com SLA ou apds-tratamento da LV nenhuma dessas

correlacées se manteve.
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Figura 5.15: Correlagdo entre linfocitos T CD8* produtores de IFN-y e linfécitos T CD8*
expressando CD45R0 (A), Granzima A (B) e IL-10 (C) em pacientes pré-tratamento para LV,
antes do estimulo com SLA. Os resultados foram obtidos utilizando analise de correlagdo do
programa de estatistica JMP. Os resultados foram apresentados com “fit line”, com curvas de
intervalo de confianga de 95%, e considerados estatisticamente significativos quando p< 0.05
(N=8).

5.3.3 Correlacdo entre a frequéncia de linfécitos T CD8" expressando CD45R0 e

frequéncia de linfécitos T CD8" expressando Granzima A nos pacientes com

Leishmaniose Visceral

Semelhante as correlagbes acima, observou-se correlagdo positiva (R?=0,70)

entre a subpopulacdo de linfécitos T CD8* expressando CD45RO e a
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subpopulacdo de linfocitos T CD8" expressando Granzima A (figura 5.16) em

células de pacientes com LV pré-tratamento, antes do estimulo com SLA.

Apos o estimulo com SLA ou apos-tratamento da LV esta correlacdo nido se

manteve.
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Figura 5.16: Correlagao entre linfocitos T CD8" expressando CD45RO e linfécitos T CD8*
expressando Granzima A em pacientes pré-tratamento para LV, antes do estimulo com SLA.
Os resultados foram obtidos utilizando analise de correlagéo do programa de estatistica JMP. Os
resultados foram apresentados com “fit line”, com curvas de intervalo de confianga de 95%, e

considerados estatisticamente significativos quando p< 0.05 (N=8).

5.3.4 Correlagao positiva entre a frequéncia de mondcitos e a frequéncia de
mondcitos CD14" produtores de citocinas pro-inflamatéria (TNF-a) e anti-

inflamatéria (IL-10)

Houve correlagao positiva entre a porcentagem total de mondcitos e a frequéncia
de mondcitos CD14* produtores da citocina pré-inflamatoéria TNF-a. (R?=0,72) e
anti-inflamatéria IL-10 (R?=0,56) em pacientes com LV pré-tratamento sem

estimulo com SLA (figura 5.17).

Apods o estimulo com SLA essa correlagdo ndo se manteve.
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Figura 5.17: Correlagdao entre a porcentagem total de mondcitos e a porcentagem de
monécitos CD14* produtores de TNF-y (A) e correlagcdo entre a porcentagem total de
monécitos e a porcentagem de monoécitos CD14* produtores de IL-10 (B) em pacientes pré-
tratamento para LV, antes do estimulo com SLA. Os resultados foram obtidos utilizando analise
de correlagao do programa de estatistica JMP. Os resultados foram apresentados com “fit line”,
com curvas de intervalo de confiangca de 95%, e considerados estatisticamente significativos
quando p< 0.05 (N=8).

5.3.5 Correlacdo positiva entre a frequéncia de mondcitos CD14™ produtores de

citocinas pro-inflamatéria (TNF-a) e anti-inflamatéria (IL-10)

Prosseguindo a analise de correlagdo em mondcitos, observa-se correlagao
positiva (R?=0,62) entre a frequéncia de mondcitos CD14* produtores de TNF-a. e
a frequéncia de monécitos CD14* produtores de IL-10, ndo estimulados com SLA,

em pacientes com LV antes do tratamento especifico.

Essa correlagdo ndo se manteve presente apos estimulagdo com SLA.
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Figura 5.18: Correlagao entre a porcentagem de mondcitos CD14* produtores de TNF-a e a
porcentagem de monécitos CD14* produtores de IL-10 em pacientes pré-tratamento para
LV, antes do estimulo com SLA. Os resultados foram obtidos utilizando analise de correlagédo do
programa de estatistica JMP. Os resultados foram apresentados com “fit line”, com curvas de
intervalo de confiangca de 95%, e considerados estatisticamente significativos quando p<0.05
(N=8).
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6 DISCUSSAO

Assim como em outras doencgas infecciosas, o espectro clinico da LV, desde as
formas assintomaticas até as graves, e o controle da infec¢do sao influenciados
pela relagdo parasita-hospedeiro. Grande parte dos pacientes infectados pelo
parasita ndo irdo desenvolver forma clinica da doenga, os quais apresentam
apenas exames sorologicos sugerindo o contato prévio com a Leishmania
(KHALIL, 2002; BADARO, 1986; EVANS, 1992).

A LV esta associada a supressdo na producao de citocinas de padrdo Th1, como
IFN-y e IL-12, e ao aumento de produgédo de citocinas como IL-4 e IL-10, em
linfécitos in vitro apds estimulagdo com antigenos de leishmania (KHARAZMI,
1999; CARVALHO, 1985, BACELLAR, 2000). A inabilidade no controle da
infecgao pela Leishmania parece estar associada a irresponsividade das células T
aos antigenos da Leishmania e a producéo de IL-10. A IL-10 bloqueia a ativagéo
Th1 e a resposta citotoxica pela regulacéo negativa na producao de IL-12 e IFN-y.
A IL-10 também inibe a ativacdo de macréfagos e a habilidade dessas células em
matar a Leishmania (RIBEIRO-DE-JESUS, 1998). Trabalhos mais recentes tém
sugerido maior complexidade da resposta imune na LV, com corregulagdo de
citocinas pro e anti-inflamatorias, e aumento sérico de IFN-y e IL-10 em pacientes
com doenga ativa quando comparados a populagdo nao infectada (CALDAS,
2005; PERUHYPE-MAGALHAES et al, 2006). Em estudos experimentais de
vacinas contra LV, a imunidade a doenca tem se mostrado dependente tanto dos
linfécitos T CD4* quanto dos T CD8*, pois ambas as subpopulagbes tém grande
aumento na produgao de IFN-y, apds a estimulagéo vacinal (BHAUMIK, NASKAR,
DE, 2009).

O estudo aqui exposto avaliou a expressdo de um marcador de
experiéncia/memoria, a expressao de marcadores de citotoxicidade e a producao
de citocinas por células do sangue periférico de pacientes com LV. Determinou-se

a expressao desses marcadores antes e apds a estimulacdo das células com
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antigeno soluvel de Leishmania (SLA), tanto no inicio da doenga, pré-tratamento
especifico, quanto apos o término do tratamento. O objetivo era avaliar se havia
diferenca na expressao de tais marcadores pelas subpopulacdes celulares

estudadas antes e apds a estimulacdo com SLA e pré e pos-tratamento da LV.

Avaliou-se a expressdo da molécula CD45RO em linfécitos T CD4" e CD8* de
pacientes com LV. O CD45R0O desempenha papel importante na sinalizagcao
mediada pelo receptor antigénico de linfécitos T e esta associado a
experiéncia/memoria. Estudou-se também a expressdao de Granzima A pelos
linfocitos T CD8*, um marcador de citotoxicidade nessa subpopulagao celular.
Analisou-se a producéo de citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, TNF-a, IL-17) e anti-
inflamatoria (IL-10) nas subpopulagdes celulares estudadas com o objetivo de
caracterizar fenotipicamente e funcionalmente o perfil das subpopulagdes de

linfocitos T e mondcitos na doenca.

Ao analisar os resultados, observou-se que o estimulo antigénico com SLA ngo foi
capaz de induzir alteragdo na frequéncia do marcador de experiéncia/memoria
CD45R0O em nenhuma das subpopulacdes linfocitarias estudadas em pacientes
no inicio dos sintomas, antes do tratamento da LV. Apds o tratamento dos
pacientes, entretanto, o estimulo com SLA foi capaz de induzir aumento na
frequéncia de linfocitos T CD8* expressando CD45RO (figura 5.1). Esse achado
sugere que a doenga gerou o aparecimento de linfécitos T CD8* de memdria, que
se mantiveram apos o tratamento e responderam ao estimulo com antigeno
especifico. Interessante observar a diminuicdo da frequéncia de linfocitos T CD8*
expressando a molécula de memodria CD45R0O, ao serem comparados pacientes
pré e pos-tratamento da LV (figuras 5.5 e 5.6). A diminui¢do desta subpopulagao
celular, ou seja, linfécitos T CD8" expressando CD45RO sugere que,
provavelmente, essas células desempenham papel mais especifico durante a
infeccdo ativa que apds a cura da doencga, ou talvez, na doenga ativa elas estejam
mais amplificadas, e apds melhora da doenca sofram diminuicdo de frequéncia. A
populagao de linfécitos T CD8" expressando o marcador de experiéncia/memoria
para a LV, de acordo com os resultados aqui apresentados, tende a diminuir apos

a cura, porém, mantém a capacidade de responder com aumento de frequéncia
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quando em novo contato com o antigeno, caracterizando antigeno-especificidade
nesses pacientes para essa doencga. Diferente desses resultados, Claréncio et al.
(2009) observaram redugdo na frequéncia de linfocitos T CD8* de sangue
periférico expressando CD45R0O durante a doencga ativa, voltando a niveis mais
altos de expressédo do CD45RO tanto em linfocitos T CD8" quanto em linfocitos T
CD4* apdés o tratamento da leishmaniose. N&do se pode afirmar a razdo da
diferenca desses achados, porém, Claréncio trabalha com pacientes provenientes
de Sado Luiz do Maranhdo (Maranh&do, Brasil) e Teresina (Piaui, Brasil), e a
apresentacao clinica e de gravidade dos pacientes provenientes dessas regides
parece ser diferente da dos pacientes provenientes da regido metropolitana de
Belo Horizonte (Minas Gerais, Brasil). A incidéncia de eventos hemorragicos nos
pacientes com LV no Maranh&o e Piaui, por exemplo, parece ser superior a dos
pacientes da Regido Metropolitana de Belo Horizonte, enquanto as complicagbes
infecciosas parecem ser mais comuns nestes que naqueles. A diferenca de
apresentacao clinica entre tais pacientes pode ser secundaria a diferentes cepas
do parasita, a fatores genéticos, a fatores ambientais, a comorbidades
infecciosasou a fatores imunoldgicos ainda ndo bem definidos (dados nao

publicados).

Em relacdo a expressdo de marcadores de experiéncia/memoéria em linfécitos T
CD4*, em pacientes com LV, pesquisadores demonstraram frequéncia
significativamente menor de linfocitos T CD4*CD45R0O*CD27* em pacientes com
doenca ativa em comparagcdo aos pacientes poés-tratamento ou a controles
saudaveis (HAILU, 2005). Neste estudo, a frequéncia de linfécitos T CD4*
expressando CD45R0O néo sofreu variagao significativa quando comparado pré e
pos-tratamento, porém, percebeu-se leve tendéncia ao aumento da frequéncia de
linfocitos T CD4* expressando CD45R0O apéds o estimulo com SLA em pacientes
pos-tratamento para LV. Esses achados podem sugerir a importancia de
experiéncia/memoria desta subpopulagdo celular, ou seja, linfécitos T CD4*
expressando CD45RO tanto no inicio (antes do tratamento), quanto apds a cura
da doenca. S40 necessarios, entretanto, mais estudos para melhor conhecimento

do real papel destas células na dindmica da LV.
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Os resultados demonstraram aumento na frequéncia de linfocitos T CD4*
produzindo IFN-y apds estimulagdo com SLA nos pacientes com LV, no inicio dos
sintomas, antes do tratamento especifico da leishmaniose (figura 5.2). Esse
achado sugere a participagédo da subpopulagéo de linfocitos T CD4* na produgéo
de IFN-y, importante citocina para a ativacdo dos macréfagos. Além da ativagao
de macréfagos, a producdo de IFN-y auxilia na evolugdo a cura da doenga,
porém, na populacdo em estudo, o aumento da produgao dessa citocina parece
nao ter sido suficiente para o controle da enfermidade. O aumento na producéao
de IFN-y apds o estimulo com SLA ndo se manteve apos o tratamento da LV,
talvez pelo fato da doenga ja ndo estar mais em atividade. Resultado semelhante
€ descrito na leishmaniose cuténea, na qual os linfécitos T CD4* s&o a principal
populagao produtora de IFN-y e na qual o SLA induz aumento na frequéncia de
linfécitos T CD4* produzindo IFN-y quando comparado a linfécitos T CD4* em
meio ndo estimulados com SLA (BOTTREL, 2001). Percebe-se, portanto, que a
antigeno-especificidade dessas células existe também para outras espécies de
Leishmania, podendo sugerir até mesmo a existéncia de antigenos comuns ou
similares entre as espécies que induzam a produgao dessa citocina. Observou-se
a reducao na expressao de IFN-y pelos linfocitos T CD4* tanto antes quanto apds
o estimulo com SLA (figura 5.7), quando analisados pré e pos-tratamento. De
forma semelhante, Caldas (2005) observou aumento dos niveis séricos de IFN-y
em pacientes com LV ativa e sua reducdo 30 dias apos o tratamento da LV,
porém, mantendo-se ainda em niveis mais elevados que os da populagdo nao

doente.

Encontrou-se também reducéo significativa na frequéncia de linfécitos T CD4* ndo
estimulados com SLA produzindo IL-17, ao se comparar os pacientes pré e pos-
tratamento da LV (figura 5.8). Essa reducédo nao foi observada apds o estimulo
com SLA, comparando-se pré e pos-tratamento. Pouco se conhece sobre o papel
da IL-17 na LV. Em pacientes com leishmaniose cutanea e com mucosa existe
correlacao direta entre o numero de células expressando IL-17 nas lesbes e a
presenga de inflamacgao celular no sitio da lesdo (BACELLAR, 2009). A IL-17

parece ter papel importante no recrutamento de neutréfilos e consequentemente
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na inflamacao e tamanho das les6es da leishmaniose cutanea (LOPEZ KOSTKA,
2009). Tais dados sugerem que durante a LV ativa os linfécitos T CD4* participam
na producgao de IFN-y e IL-17, e apds a cura ocorre imunomodulagao de citocinas
pré-inflamatérias (IFN-y e IL-17) com redugdo da producdo de tais citocinas na
subpopulagcdo de linfécitos T CD4" e possivelmente a redugdo do processo
inflamatdrio associado a doenca ativa. Nao se observou alteracdo na frequéncia
de linfécitos T CD4* expressando as citocinas pro-inflamatéria TNF-o. e anti-
inflamatdria IL-10, apds o estimulo com SLA em pacientes pré ou pds-tratamento
para LV. Estudos mais especificos a respeito da IL-17 e sua participacao na LV

precisam ser realizados.

Quando analisada a agao do SLA sobre as subpopulagdes linfocitarias, o SLA néo
foi capaz de induzir variagdo significativa na expressao tanto de Granzima A
quanto das citocinas pré e anti-inflamatérias estudadas em linfocitos T CD8* de
pacientes pré-tratamento para LV. Apo6s o tratamento da leishmaniose, o SLA nao
induziu alteragdes na frequéncia de linfocitos T CD8" produzindo TNF-a ou IL-10.
A frequéncia de linfocitos T CD8" expressando IFN-y teve, entretanto, redugao
significativa apdés o estimulo com SLA (figura 5.3). Este achado sugere
imunorregulagdo, com reducao da frequéncia de linfécitos T CD8" produzindo a
citocina pro-inflamatoria IFN-y em pacientes com passado de LV tratada quando

em novo contato com antigenos de Leishmania.

Ao comparar a subpopulacéo de linfécitos T CD8* antes e apds o tratamento da
LV, foi encontrada nesta pesquisa reducdo na frequéncia de producido das
citocinas pré inflamatdrias IFN-y e TNF-q, tanto antes quanto apos o estimulo com
SLA (figuras 5.10 e 5.11). Observou-se também redugdo na frequéncia de
linfocitos T CD8*, ndo estimulados com SLA, expressando o marcador de
citotoxicidade Granzima A, quando comparados antes e apds o tratamento da LV
(figura 5.9). Existem poucos estudos sobre a produgdo de Granzima A na LV,
porém, em pacientes com leishmaniose cutanea e mucosa foi demonstrado que o
numero de células produtoras de Granzima A 0 se relaciona a extensao das
lesbes teciduais (FARIA et al, 2005). Aproximadamente 50 e 70% da Granzima A

produzida na leishmaniose mucosa e na leishmaniose cutanea, respectivamente,
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€ expressa nas lesdes teciduais pelos linfocitos T CD8" (FARIA et al, 2005). Os
achados deste trabalho de reducido da expressao de Granzima A pelos linfocitos
T CD8* apés-tratamento da LV sao, portanto, sugestivos de imunomodulagéo
apos a resolucao da doenga com reducao da atividade citotdxica e da producao
de citocinas proé-inflamatérias pelos linfécitos T CD8* apds a cura da doenga. Os
linfécitos T CD8+ nao sao considerados os principais produtores de IFN-y na
leishmaniose cutanea (BOTTREL, 2001), porém, no presente trabalho, observou-
se que essa subpopulacdo linfocitaria possui maior frequéncia de expressio de
Granzima A, IFN-y e TNF-a durante a doencga ativa que apds a cura, podendo
sugerir importante participagcao dessa subpopulagao celular na resposta imune da
LV.

A dinamica do sistema imune é extremamente complexa, e pouco se conhece
sobre os mecanismos de imunopatogénese das doencas infecciosas. Avaliando a
complexidade das interacbes celulares, os dados obtidos da aquisicdo na
citometria de fluxo foram analisados quanto a possiveis correlacbes entre a
expressdo de moléculas nas subpopulagdes celulares. O IFN-y € a principal e
mais potente citocina envolvida na ativagdo de macrofagos e a IL-10 uma potente
citocina anti-inflamatoria, modulando a ativagdo de macréfagos induzida pelo IFN-
v . O estudo encontrou correlagdo direta entre a frequéncia de linfocitos T CD8*
produzindo IFN-y e a frequéncia de linfécitos T CD8" produzindo IL-10 (figura
5.15). Resultado semelhante foi encontrado por Peruhype-Magalhées et al (2006),
na LV, ao determinar a correlagdo na producdo de IFN-y e IL-10 em leucdcitos
totais. Tal achado sugere o aumento simultdneo de uma citocina pré-inflamatéria
(IFN-y) e uma citocina anti-inflamatéria (IL-10), e, portanto, corregulacédo na

producao de tais citocinas e no processo imune de evolucdo da doenca.

Observou-se neste trabalho, redugao pequena, porém significativa, na frequéncia
média de linfocitos T duplo negativos CD4CD8" expressando TCR v3 apds o
estimulo com SLA em pacientes ainda sem tratamento especifico para a LV
(figura 5.4). A subpopulacéo de células T duplo negativos CD4-CD8- € a segunda

em frequéncia de expressdo de IFN-y na leishmaniose cutanea, antecedida



84

apenas pela subpopulagdo de linfécitos T CD4* (BOTTREL et al, 2001). Em
individuos n&o infectados, aproximadamente 80% das células T CD4-CD8- (DN)
expressa TCR yd (Antonelli et al.,2006; GOLLOB et al, 2008). Apesar de nao
termos conseguido determinar a frequéncia de expressao dos linfocitos T CD4-
CD8 (DN) af, € interessante notar que a frequéncia média da expressao de
linfécitos T CD4-CD8" (DN) yd nos pacientes com LV ativa, pré-tratamento, foi de
3,55%. Na leishmaniose cuténea é descrito redugédo na frequéncia de linfécitos T
DN yd (~1,27%) em relacdo aos controles n&o infectados (~3,17%). Ambas
subpopulagdes aff e yd expressam frequéncias mais altas de IFN-y, TNF-a e IL-
10, porém, a subpopulacdo de células T CD4:CD8 (DN) aff expressa com maior
frequéncia IFN-y e TNF-a, enquanto a subpopulagdo yd expressa mais IL-10,
tanto em cultura com meio, quanto apos o estimulo com SLA. Esses achados
sugeriram importante papel dessas células na imunidade inata. A maior
expresséao de IL-10, na subpopulagéo de células T DN y9, sugere papel regulador
dessa subpopulagdo, enquanto a subpopulagdo af teria papel na produgédo de
citocinas inflamatoérias (ANTONELLI et al, 2006). Na LV, LAGLER et al (2003)
descreveram um paciente infectado com Leishmania donovani que exibiu alta
frequéncia de linfécitos T CD4-CD8 (DN) yé produzindo IFN-y e TNF-a, porém,
produzindo também alta frequéncia de IL-10 quando comparado a controles nao
infectados, sugerindo importante participagdo dessa subpopulagdo celular na
resposta imune, e possivel imunorregulagcdo dessa subpopulagédo. A redugao da
expressdo de TCR yd na subpopulagdo de linfécitos T CD4-CD8- (DN) apds o
estimulo com SLA, no presente trabalho, pode, portanto, sugerir que o antigeno
soluvel de leishmania € capaz de regular negativamente a expressao de algumas

moléculas do sistema imune, entre elas o TCR y4.

Este trabalho demonstrou correlagdo entre a frequéncia de linfécitos T CD4*
expressando a molécula coestimuladora CD28 e linfocitos T CD4* produtores de
IFN-y em pacientes, pré-tratamento, antes de serem estimulados com SLA (figura
5.14). Apos o tratamento ou apds o estimulo com SLA essa correlagdo nao se
manteve. Esse resultado sugere maior producao de IFN-y em linfocitos T CD4* ao

mesmo tempo em que se encontra maior frequéncia de células com co-
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estimulacdo recente, expressando CD28, nessa subpopulagdo linfocitaria.
Estudos descrevem, na leishmaniose cutanea, outras correlagcbes nao
encontradas nesta pesquisa, como correlacdo positiva entre a expressao de
CD45RO em linfécitos T CD4" e a producédo de IL-10 e IFN-y nessa subpopulagao
apos estimulo com SLA (ANTONELLI et al, 2004).

Observou-se também correlagcédo positiva entre a frequéncia de linfocitos T CD8*
produtores de IFN-y e linfécitos T CD8* expressando o CD45RO, molécula que
esta relacionada a experiéncia/memoria (figura 5.15A) e entre linfécitos T CD8*
produtores de IFN-y e linfocitos T CD8" citotoxicos expressando Granzima A
(figura 5.15B), como também entre linfocitos T CD8" expressando Granzima A e
expressando CD45RO (figura 5.16), antes do estimulo com SLA, em pacientes
com doenca ativa pré-tratamento para LV. As correlagcdes descritas acima nao se
mantiveram apos o estimulo com SLA, sugerindo que este altera de modo distinto
a proliferacao/amplificacdo de tais células, modificando a correlacido
anteriormente existente. Essas correlacbes também ndo foram vistas apds o
tratamento para LV o que poderia sugerir que apds a cura essa subpopulagao
linfocitaria pode estar menos participativa na resposta imune que durante a
doenca ativa.

Observou-se correlagao direta entre a porcentagem de mondcitos e a frequéncia
de mondcitos CD14* produtores de TNF-a, e entre a porcentagem de mondcitos e
a frequéncia de mondcitos CD14* produtores de IL-10 no sangue periférico de
pacientes com LV pré-tratamento, antes do estimulo com SLA (figura 5.17). Apés
o estimulo com SLA essa correlagao ndo se manteve. Esse resultado sugere que
0 aumento percentual do niumero de mondcitos se relaciona a maior producao de
citocinas tanto pré quanto anti-inflamatdria nessa subpopulacao celular na LV. Os
resultados também mostraram correlagcdo positiva entre a frequéncia de
monocitos CD14* produtores de TNF-a e IL-10 em pacientes com LV, antes do
tratamento. Pesquisas anteriores em pacientes com leishmaniose cutanea
encontraram resultados semelhantes, com correlacdo positiva entre mondcitos
produzindo IL-10 e TNF-a tanto estimuladas com SLA (ANTONELLI, 2004; GAZE,

2006), quanto na cultura em meio sem estimulo, com estimulo com LACK ou
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antiCD3CD28 (ANTONELLI, 2004). Esses resultados sugerem mecanismo de
autorregulagao da producgao da citocina pré-inflamatéria TNF-a e da citocina anti-

inflamatdria IL-10 na subpopulagado de mondcitos CD14".

Os resultados ainda n&o esclarecem todo o mecanismo imune na LV, porém, a
caracterizagao inicial e a determinacao das diferentes fungcdes das subpopulacdes
linfocitarias e de mondcitos no sangue periférico, podem ser importantes para
abrir novos rumos na pesquisa em busca de novas terapéuticas e vacinas. O
presente trabalho demonstrou a importancia dos linfocitos T CD4* e T CD8* na
LV, o complexo controle da producéo de citocinas e a interacido e modulacédo da
resposta imune pelas subpopulacdes de linfocitos e de mondcitos. Estudos mais
aprofundados sobre a dindmica e a imunorregulagcdo dessas subpopulac¢des
devem ser realizados, para que no futuro possa ser aplicada a ciéncia em
beneficio da saude de pessoas sob o risco de infeccao ou até mesmo daqueles

que ja adquiriram a doenca.
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7 CONCLUSOES

O SLA induziu aumento na frequéncia média de linfocitos T CD4* produtores de
IFN-y de pacientes com LV, antes do tratamento especifico, porém néo foi capaz
de alterar a frequéncia de linfécitos T CD4* expressando CD45R0O, TNF-a ou IL-
17.

A subpopulagdo de linfécitos T CD4* produtores de citocinas pré-inflamatérias
IFN-y e IL-17 apresentou diminui¢cao de frequéncia, apds o tratamento especifico,
da LV. Nao houve variagdo significativa na frequéncia de linfécitos T CD4*
expressando CD45R0O ou produzindo TNF-a ou IL-10 quando comparados pré e

pos-tratamento.

O SLA induziu diminuicdo da média de frequéncia de linfécitos T CD4*CD28"
produtores de IL-10 em pacientes com leishmaniose visceral pds-tratamento,
porém nao alterou a média de frequéncia de expressao de IL-10 em linfécitos T
CD4*CD28 pré-tratamento.

Observou-se correlagao positiva entre a frequéncia de linfécitos T CD4*
expressando CD28 e a frequéncia de linfocitos T CD4* produtores de IFN-y em

pacientes com LV pré-tratamento, antes do estimulo com SLA.

O SLA induziu aumento na frequéncia de linfécitos T CD8* expressando CD45RO
e diminuicdo de linfocitos T CD8* produtores de IFN-y nos pacientes com LV
apo6s o tratamento especifico; porém, o SLA nao foi capaz de induzir alteragao

significativa na frequéncia de expressao de Granzima A, TNF-a e IL-10.

Os linfocitos T CD8* apresentaram reducéo da expressdao de CD45R0O, Granzima
A, IFN-y e TNF-a quando comparados pré e pos-tratamento especifico da LV.
N&o foi observada variagdo significativa na frequéncia de linfocitos T CD8*
produtores de IL-10 pré e pds-tratamento.
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Observou-se correlagdo positiva entre a frequéncia de linfécitos T CD8"

expressando IFN-y e a frequéncia de linfécitos T CD8" expressando CD45RO,

Granzima A e IL-10 nos pacientes com LV pré-tratamento. Apds o tratamento ou

apos o estimulo com SLA essas correlacdes ndo se mantiveram.

Observou-se correlacdo entre a frequéncia de linfécitos T CD8* expressando

CD45R0 e a frequéncia de linfécitos T CD8* expressando Granzima A.

O SLA induziu reducédo na frequéncia média de linfécitos T CD4CD8 (DN)
expressando o TCR yd em pacientes pré-tratamento, apds o estimulo com SLA.
Nao houve variagdo na frequéncia de linfocitos T CD4-CD8  (DN) expressando

TCR yd quando comparada pré e pos-tratamento.

O SLA induziu redugao na frequéncia de mondcitos CD14* produtores de TNF-a
em pacientes pos-tratamento para LV. Nao foi observada variacdo na frequéncia

de mondécitos CD14* produtores de IL-10.

Observou-se correlagcao positiva entre a frequéncia de mondcitos totais e a
frequéncia de mondcitos CD14* produtores de citocinas pro-inflamatéria (TNF-a.)
e anti-inflamatoria (IL-10) e correlagdo positiva entre a frequéncia de mondcitos

CD14* produtores de TNF-a e IL-10 em pacientes com LV pré-tratamento.
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8 PROPOSICOES

Espera-se que este estudo inicial possa comegar a auxiliar a desvendar os
fatores que predispdem os individuos a desenvolver a LV. Fazem-se necessarios
estudos mais aprofundados, os quais contribuiriam para melhor conhecimento da
doenga e possivelmente para melhor controle da infecgdo, seja pelo
desenvolvimento de vacinas, seja pelo uso de terapéuticas mais eficazes para

tratamento dos pacientes. Propde-se:

e Estudar aspectos imunolégicos dos pacientes que apresentam LV

clinicamente manifesta e aqueles com LV inaparente.

e Determinar aspectos imunologicos dos pacientes com LV que possam

estar relacionados a gravidade da apresentacgéao clinica da doenca.

e Avaliar a correspondéncia entre niveis séricos de citocinas e a produgao

pelas subpopulacdes celulares na LV.

e Estudar aspectos imunolégicos que possam estar associados a cura ou

recidiva da LV apods tratamento.
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PROTOCOLO LEISHMANIOSE VISCERAL

Parte 1 - Identificagcao

1.1 Nome:

1.2 Numero de registro na pesquisa:

1.3 Numero do prontuario PA:

1.4 Numero do prontuario HC:

1.5 Data de Nascimento: / /

1.6 ldade completa em anos até a data da entrevista:

1.7 Municipio onde reside atualmente: UF

1.8 Endereco:

1.9 Telefone:

1.10 Telefone:

1.11 Profissao:

1.12 Sexo: Masculino — 1 Feminino — 2

1.13 Naturalidade: UF

Parte 2 — Diagnéstico

2.1 Teste rapido: Positivo — 1 Negativo —2 N&o realizado - 9

2.2 RIFI: Positivo — 1 Negativo —2 Nao realizado - 9
A - Titulo:
2.3 ELISA: Positivo — 1 Negativo —2 Nao realizado - 9

2.4 Mielograma: Positivo — 1 Negativo —2 Nao realizado - 9

A — Laudo:

2.5 Cultura: Positivo — 1 Negativo—2 N3&o realizado - 9
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Parte 3 — Anamnese e Exame Fisico

3.1 1° sintoma:
3.2 Tempo do inicio dos sintomas (dias): __
3.3 Numero de atendimentos médicos prévios:
3.4 Contato com cdes em domicilio:  Sim — 1 Nao — 2
3.5 Cao com diagndstico prévio de calazar:Sim —1 N&o — 2
3.6 Peso anterior ao inicio dos sintomas: Kg
3.7 Peso atual: Kg
3.8 Febre: Sim—1 Nao — 2
3.9 Epistaxe: Sim -1 Nao — 2
3.10 Adinamia: Sim — 1 Néo — 2
3.11 Hiporexia: Sim -1 Nao -2
3.12 Dor abdominal: ~ Sim — 1 Nao -2
3.13 Diarréia: Sim -1 Nao -2
3.14 Hepatomegalia: Sim -1 Nao -2
A — Distancia Ax: cm
B —Distancia RCD: _  cm
3.15 Esplenomegalia: Sim — 1 Nao -2
A—-DistdnciaRCE: _ cm
B-Boyd:
3.16 Anemia: Sim -1 Nao -2
A-Hb:__
B-Ht:
3.17 Plaquetopenia: Sim —1 Nao -2
A — Contagem de plaquetas: /mm3
3.18 Leucopenia: Sim -1 Nao — 2
A — Contagem de leucdcitos: /mm3
3.19 Neutropenia: Sim -1 Nao — 2
A — Contagem de neutrofilos: /mm3
3.20 Infeccao prévia: Sim — 1 Nao -2
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A — Qual:

3.21 Sangramentos (exceto epistaxe): Sim — 1

A — Qual:

3.22 Comorbidades: Sim —1

A — Qual:

N&o -2

3.23 Outros:

Nao -2

3.24 Duracao da febre apds inicio do tratamento (dias):

Parte 4 — Tratamento

4.1 Droga:

A — Dose diaria:
B — Dose por peso:

mg/dia
mg/Kg/dia

C — Dose acumulada a suspensao da droga:

D — Data de inicio do uso: [

E — Data do término do uso: )

F — Tempo de uso: dias

G — Via de administragao: VO — 1 IM -2 IV -3
4.2 Droga:

A — Dose diaria: mg/dia

B — Dose por peso: mg/Kg/dia

C — Dose acumulada a suspensao da droga:

D — Data de inicio do uso:
E — Data do término do uso:

F — Tempo de uso:

4.3 Droga:

1

[/

dias
G — Via de administragao: VO — 1 IM-2 V-3

A — Dose diaria:
B — Dose por peso:

mg/dia
mg/Kg/dia

C — Dose acumulada a suspensao da droga:

D — Data de inicio do uso:
E — Data do término do uso:

F — Tempo de uso:

1

[/

dias
G — Via de administragao: VO — 1 IM-2 IV-3
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Parte 5 — Efeitos colaterais

Data de inicio:

5.1 Nausea/vomitos: / / [ T

5.2 Mialgia: / / T T T O I

5.3 Cefaleia: / / [ T

5.4 Anorexia: / / T T T O I

5.5 Artralgia: / / R T T T I

5.6 Dor abdominal: / / [ T

5.7 Palpitagbes: / / R T T T I

5.8 Parestesias: / / [ T

5.9 Febre: / / R T T T I

5.10 Rash: / / [ T

5.11 Alteragbes do paladar: / / R T T T I

5.12 Alteracdes comportamentais: / / T T T T I I

5.13 Insuficiéncia renal: / / R T T T I

5.14 Pancreatite: / / [ T

5.15 Cardiotoxicidade: / / [ T

5.16 Disturbio hidro-eletrolitico: / / T T I O O I

5.17 Mielotoxicidade: / / [ T

5.18 Flebite: I T T O O I O

Parte 6 — Evolugao

6.1 Tempo de acompanhamento: meses I

6.2 Cura—1 Obito—2 Recidiva—3 ||




106

Parte 7 — Exames complementares

DATA

Hb

Ht

Plaq

Leucécitos

Seg

Bast

Linf

Eos

Mono

Baso

At. Prot.

RNI

AST

ALT

FA

GGT

Bb DIl

Alb./Glob.

Amilase

Lipase

Ureia

Creatinina

LDH

ECG

QTc

ST

Eco

US abdome

Bacgo

Figado

TC abdome

Bacgo

Figado
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APENDICE B —- CONSENTIMENTO ESCLARECIDO PARA ADULTOS

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esclarecimento e autorizacdo para inclusdo em protocolo de pesquisa para pacientes
adultos com quadro clinico de leishmaniose visceral.

Pesquisadores: Dra. Regina Lunardi Rocha, Dr. Ricardo Luiz Fontes Moreira ¢ Dra. Maria Vitdria
Assumpcdo Mourao.

Introdugao: Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa denominada: “Resposta
imunologica na leishmaniose visceral clinicamente manifesta, pré e pds tratamento, ¢ na
leishmaniose visceral inaparente”.

Antes de aceitar participar desta pesquisa ¢ importante que vocé leia e entenda a explicagdo sobre
tudo que sera feito nesta pesquisa. Esta declaragdo descreve o objetivo, a coleta de sangue,
beneficios, riscos, segredo dos dados, e seu direito de sair do estudo a qualquer momento.
Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre o resultado do estudo.

Objetivo: Nosso objetivo € estudar a defesa do corpo em individuos com leishmaniose que
desenvolveram sintomas da doenca e naqueles que tiveram contato com o parasita que causa a
leishmaniose (Leishmania chagasi), mas ndao desenvolveram a doenga.

Procedimentos: Para que vocé participe do nosso estudo € preciso que vocé tenha leishmaniose
visceral e ainda ndo tenha iniciado tratamento especifico. Ndo existe restricdo de cor de pele, sexo
ou idade.

Nosso grupo colhera a historia da sua doenga, realizara o exame fisico e colhera duas amostras de
sangue (6 mL cada — aproximadamente 2 colheres de café) para realizagdo em laboratdrio dos
exames investigados nesta pesquisa. A primeira amostra de sangue sera colhida antes do inicio do
tratamento e a segunda apds o término do tratamento especifico.

Riscos: A técnica para coleta de sangue ¢ idéntica a técnica utilizada para outros exames de sangue
comuns. Os riscos sdo minimos para vocé, podendo surgir pequeno hematoma (mancha roxa) e dor
leve momentanea no local da pungdo. Caso vocé tenha qualquer problema depois da puncdo da
coleta de sangue para a pesquisa, sera tratado prontamente pela equipe do estudo.

Danos: No caso de vocé apresentar alguma reagdo durante a realizagdo do estudo, devera entrar em
contato com os médicos responsaveis pelo estudo: Dra. Regina Lunardi nos telefones 9992-6773 ¢
3223-6773 ou Dr. Ricardo Moreira nos telefones 9189-5624 ¢ 3423-7007 ou Dra. Maria Vitdria
nos telefones 3335-8970 ou 9177-7035 e recebera todos os cuidados médicos necessarios providos
pelo Hospital das Clinicas da UFMG ou pelo Hospital Infantil Jodo Paulo II da FHEMIG. Vocé
nao abrird mao de seus direitos legais ao assinar este termo de consentimento esclarecido.

Beneficios: Ndo havera beneficio pessoal imediato da sua participa¢do na pesquisa.

Confidencialidade: Todos os dados obtidos serdo utilizados para o seu acompanhamento e com a
finalidade da pesquisa. O sangue colhido sera utilizado para esta pesquisa e caso reste algum
sangue apos nossas analises, 0 mesmo sera armazenado para possiveis estudos futuros, nos quais
sera novamente solicitado seu consentimento. Seu nome nao sera usado diretamente e sera
mantido em segredo até onde é permitido por lei. O pesquisador e, sob certas circunstancias, o
Comité de Etica em Pesquisa das institui¢des participantes poderdo verificar e ter acesso aos dados
confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicagdo dos dados ndo o identificara.

Desligamento: A sua participagdo neste estudo é voluntaria e voc€ ndo deixara de receber cuidados
ou tratamento em caso de recusa para participar da pesquisa. Vocé podera desistir da participagao
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em qualquer momento, sem interrup¢ao da assisténcia que vem sendo prestada. Sua participacao
nesta pesquisa também podera ser finalizada se forem identificadas outras causas de doenga que
ndo a leishmaniose ou se o programa for cancelado.

Compensacido: Vocé ndo receberd qualquer compensagdo financeira por sua participagdo no
estudo.

Contatos: Em caso de duvidas, em qualquer momento da pesquisa, vocé podera entrar em contato
com a equipe responsavel:

Dra. Regina Lunardi: 9992-6773 e 3223-6773

Dr. Ricardo Moreira: 9189-5624 e 3423-7007

Dra. Maria Vitéria: 9177-7035 e 3335-8970

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG): Av. Antonio Carlos, 6627 - Unidade
Administrativa II — 2° andar, Campus Pampulha, Belo Horizonte — MG, CEP 31270-901. Telefone:
3409-4592.

Comité de Etica em Pesquisa da FHEMIG: 3239-9552.

Termo de consentimento:

Eu, , declaro que fui bem informado (a) a
respeito da pesquisa “Resposta imunologica na leishmaniose visceral clinicamente
manifesta, pré e poOs tratamento, € na leishmaniose visceral inaparente”. Tive a
oportunidade de fazer perguntas e ter respostas as minhas duvidas a respeito do estudo.
Estou ciente que os riscos da coleta de sangue sdo muito pequenos, que as informagdes
obtidas sdo sigilosas e somente serdo utilizadas em meu beneficio e para os fins da
pesquisa e caso reste algum sangue coletado nesta pesquisa, 0 mesmo sera armazenado
para possiveis estudos posteriores. Assino este termo de consentimento voluntariamente e
recebo uma cdpia assinada do mesmo, até que eu decida o contrario.

Belo Horizonte, de de

Paciente

Testemunha

Pesquisador
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APENDICE C — CONSENTIMENTO ESCLARECIDO MENOR DE 6 ANOS

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esclarecimento e autorizacio para inclusio em protocolo de pesquisa para
responsavel legal por paciente menor de idade (até 6 anos) com quadro clinico de
leishmaniose visceral.

Pesquisadores: Dra. Regina Lunardi Rocha, Dr. Ricardo Luiz Fontes Moreira e Dra. Maria Vitoria
Assumpgdao Mourdo.

Introducdo: O menor sob sua responsabilidade esta sendo convidado(a) a participar de uma
pesquisa denominada: “Resposta imunologica na leishmaniose visceral clinicamente manifesta, pré
e pos tratamento, e na leishmaniose visceral inaparente”.

Antes de aceitar participar desta pesquisa ¢ importante que vocé leia e entenda a explicacdo sobre
tudo que sera feito nesta pesquisa. Esta declaragdo descreve o objetivo, a coleta de sangue,
beneficios, riscos, segredo dos dados, e seu direito de sair do estudo a qualquer momento.
Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre o resultado do estudo.

Objetivo: Nosso objetivo ¢ estudar a defesa do corpo em individuos com leishmaniose que
desenvolveram sintomas da doenca e naqueles que tiveram contato com o parasita que causa a
leishmaniose (Leishmania chagasi), mas nao desenvolveram a doenga.

Procedimentos: Para que o menor participe do nosso estudo ¢ preciso que ele tenha leishmaniose
visceral e ainda ndo tenha iniciado tratamento especifico. Nao existe restricdo de cor de pele, sexo
ou idade.

Nosso grupo colhera a historia da doenga, realizard o exame fisico e colhera duas amostras de
sangue (6 mL cada — aproximadamente 2 colheres de café¢) para realizagdo em laboratorio dos
exames investigados nesta pesquisa. A primeira amostra de sangue sera colhida antes do inicio do
tratamento e a segunda apds o término do tratamento especifico.

Riscos: A técnica para coleta de sangue ¢ idéntica a técnica utilizada para outros exames de sangue
comuns. Os riscos sdo minimos para o menor, podendo surgir pequeno hematoma (mancha roxa) e
dor leve momentéanea no local da pungdo. Caso ele tenha qualquer problema depois da pungdo da
coleta de sangue para a pesquisa, sera tratado prontamente pela equipe do estudo.

Danos: No caso do menor apresentar alguma reacdo durante a realiza¢do do estudo, vocé devera
entrar em contato com os médicos responsaveis pelo estudo: Dra. Regina Lunardi nos telefones
9992-6773 e 3223-6773 ou Dr. Ricardo Moreira nos telefones 9189-5624 ¢ 3423-7007 ou Dra.
Maria Vitoria nos telefones 3335-8970 ou 9177-7035 e ele recebera todos os cuidados médicos
necessarios providos pelo Hospital das Clinicas da UFMG ou pelo Hospital Infantil Jodo Paulo 11
da FHEMIG. Vocé ndo abrira mao de seus direitos legais ao assinar este termo de consentimento
esclarecido.

Beneficios: Nao havera beneficio pessoal imediato da participagdo na pesquisa.

Confidencialidade: Todos os dados obtidos serdo utilizados para o acompanhamento do menor ¢
com a finalidade da pesquisa. O sangue colhido sera utilizado para esta pesquisa e caso reste algum
sangue apos nossas analises, 0 mesmo sera armazenado para possiveis estudos futuros, nos quais
sera novamente solicitado seu consentimento. O nome do menor nédo sera usado diretamente e sera
mantido em segredo até onde é permitido por lei. O pesquisador e, sob certas circunstancias, o
Comité de Etica em Pesquisa das instituigdes participantes poderdo verificar e ter acesso aos dados
confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicagdo dos dados ndo o identificara.
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Desligamento: A participag@o neste estudo ¢ voluntaria e o menor ndo deixara de receber cuidados
ou tratamento em caso de recusa para participar da pesquisa. Vocé podera desistir da participagao
em qualquer momento, sem interrup¢do da assisténcia que vem sendo prestada. A participagdo
nesta pesquisa também podera ser finalizada se forem identificadas outras causas de doenca que
ndo a leishmaniose ou se o programa for cancelado.

Compensacio: Vocé ou o menor sob sua responsabilidade ndo receberdo qualquer compensacéo
financeira pela participagdo no estudo.

Contatos: Em caso de duvidas, em qualquer momento da pesquisa, vocé podera entrar em contato
com a equipe responsavel:

Dra. Regina Lunardi: 9992-6773 ¢ 3223-6773

Dr. Ricardo Moreira: 9189-5624 e 3423-7007

Dra. Maria Vitéria: 9177-7035 e 3335-8970

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG): Av. Anténio Carlos, 6627 - Unidade
Administrativa II — 2° andar, Campus Pampulha, Belo Horizonte — MG, CEP 31270-901. Telefone:
3409-4592.

Comité de Etica em Pesquisa da FHEMIG: 3239-9552.

Termo de consentimento:

Eu, , responsavel legal pelo(a) menor
, declaro que fui bem informado(a) a
respeito da pesquisa “Resposta imunoldgica na leishmaniose visceral clinicamente
manifesta, pré e pos tratamento, e na leishmaniose visceral inaparente”. Tive a
oportunidade de fazer perguntas e ter respostas as minhas duvidas a respeito do estudo.
Estou ciente que os riscos da coleta de sangue sdo muito pequenos, que as informagdes
obtidas sdo sigilosas e somente serdo utilizadas em beneficio do menor e para os fins da
pesquisa e caso reste algum sangue coletado nesta pesquisa, 0 mesmo sera armazenado
para possiveis estudos posteriores. Assino este termo de consentimento voluntariamente e
recebo uma cdpia assinada do mesmo, até que eu decida o contrario.

Belo Horizonte, de de

Responsavel legal pelo paciente

Testemunha

Pesquisador
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APENDICE D — CONSENTIMENTO ESCLARECIDO RESPONSAVEL E

MENOR ENTRE 7 E 12 ANOS
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esclarecimento e autorizacio para inclusio em protocolo de pesquisa para
responsavel legal e paciente menor de idade (entre 7 e 12 anos) com quadro clinico de
leishmaniose visceral.

Pesquisadores: Dra. Regina Lunardi Rocha, Dr. Ricardo Luiz Fontes Moreira e Dra. Maria Vitoria
Assumpgdao Mourdo.

Introducfo: Vocé responsavel e o menor sob sua responsabilidade estdo sendo convidados(as) a
participar de uma pesquisa denominada: “Resposta imunoloégica na leishmaniose visceral
clinicamente manifesta, pré e pos tratamento, e na leishmaniose visceral inaparente”.

Antes de aceitarem participar desta pesquisa ¢ importante que vocés leiam e entendam a explicagdo
sobre tudo que sera feito nesta pesquisa. Esta declaragdo descreve o objetivo, a coleta de sangue,
beneficios, riscos, segredo dos dados, e seu direito de sair do estudo a qualquer momento.
Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre o resultado do estudo.

Objetivo: Nosso objetivo ¢ estudar a defesa do corpo em individuos com leishmaniose que
desenvolveram sintomas da doenca e naqueles que tiveram contato com o parasita que causa a
leishmaniose (Leishmania chagasi), mas nao desenvolveram a doenga.

Procedimentos: Para que o menor participe do nosso estudo ¢ preciso que ele tenha leishmaniose
visceral e ainda ndo tenha iniciado tratamento especifico. Nao existe restricdo de cor de pele, sexo
ou idade.

Nosso grupo colhera a historia da doenga, realizard o exame fisico e colhera duas amostras de
sangue (6 mL cada — aproximadamente 2 colheres de café¢) para realizagdo em laboratorio dos
exames investigados nesta pesquisa. A primeira amostra de sangue sera colhida antes do inicio do
tratamento e a segunda apds o término do tratamento especifico.

Riscos: A técnica para coleta de sangue ¢ idéntica a técnica utilizada para outros exames de sangue
comuns. Os riscos sdo minimos para o menor, podendo surgir pequeno hematoma (mancha roxa) e
dor leve momentéanea no local da pungdo. Caso ele tenha qualquer problema depois da pungdo da
coleta de sangue para a pesquisa, sera tratado prontamente pela equipe do estudo.

Danos: No caso do menor apresentar alguma reagdo durante a realizacdo do estudo, vocés deverdo
entrar em contato com os médicos responsaveis pelo estudo: Dra. Regina Lunardi nos telefones
9992-6773 e 3223-6773 ou Dr. Ricardo Moreira nos telefones 9189-5624 ¢ 3423-7007 ou Dra.
Maria Vitoria nos telefones 3335-8970 ou 9177-7035 e ele recebera todos os cuidados médicos
necessarios providos pelo Hospital das Clinicas da UFMG ou pelo Hospital Infantil Jodo Paulo 11
da FHEMIG. Vocés nao abrirdo mao de seus direitos legais ao assinar este termo de consentimento
esclarecido.

Beneficios: Nao havera beneficio pessoal imediato da participagdo na pesquisa.

Confidencialidade: Todos os dados obtidos serdo utilizados para o acompanhamento do menor ¢
com a finalidade da pesquisa. O sangue colhido sera utilizado para esta pesquisa e caso reste algum
sangue apos nossas analises, 0 mesmo sera armazenado para possiveis estudos futuros, nos quais
sera novamente solicitado seu consentimento. O nome do menor nédo sera usado diretamente e sera
mantido em segredo até onde é permitido por lei. O pesquisador e, sob certas circunstancias, o
Comité de Etica em Pesquisa das instituigdes participantes poderdo verificar e ter acesso aos dados
confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicagdo dos dados ndo o identificara.
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Desligamento: A participag@o neste estudo ¢ voluntaria e o menor ndo deixara de receber cuidados
ou tratamento em caso de recusa para participar da pesquisa. Vocés poderdo desistir da participagdo
em qualquer momento, sem interrup¢do da assisténcia que vem sendo prestada. A participagdo
nesta pesquisa também podera ser finalizada se forem identificadas outras causas de doenca que
ndo a leishmaniose ou se o programa for cancelado.

Compensacio: Vocé ou o menor sob sua responsabilidade ndo receberdo qualquer compensacéo
financeira pela participagdo no estudo.

Contatos: Em caso de dividas, em qualquer momento da pesquisa, vocés poderdo entrar em
contato com a equipe responsavel:

Dra. Regina Lunardi: 9992-6773 ¢ 3223-6773

Dr. Ricardo Moreira: 9189-5624 e 3423-7007

Dra. Maria Vitéria: 9177-7035 e 3335-8970

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG): Av. Anténio Carlos, 6627 - Unidade
Administrativa II — 2° andar, Campus Pampulha, Belo Horizonte — MG, CEP 31270-901. Telefone:
3409-4592.

Comité de Etica em Pesquisa da FHEMIG: 3239-9552.

Termo de consentimento:

Eu, , responsavel legal pelo(a) menor

, € eu, ,
o menor, declaramos que fomos bem informados(as) a respeito da pesquisa “Resposta
imunoldgica na leishmaniose visceral clinicamente manifesta, pré e pos tratamento, e na
leishmaniose visceral inaparente”. Tivemos a oportunidade de fazer perguntas e ter
respostas as nossas duvidas a respeito do estudo. Estamos ciente que os riscos da coleta de
sangue sdo muito pequenos, que as informagdes obtidas sdo sigilosas e somente serdo
utilizadas em beneficio do menor e para os fins da pesquisa e caso reste algum sangue
coletado nesta pesquisa, o0 mesmo sera armazenado para possiveis estudos posteriores.
Assinamos este termo de consentimento voluntariamente e recebemos uma copia assinada
do mesmo, até que decidamos o contrario.

Belo Horizonte, de de

Responsavel legal pelo paciente

Paciente (menor entre 7 e 12 anos de idade)

Testemunha

Pesquisador
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APENDICE E — CONSENTIMENTO ESCLARECIDO RESPONSAVEL

MENOR ENTRE 13 e 17 ANOS
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esclarecimento e autorizacio para inclusio em protocolo de pesquisa para
responsavel legal por paciente menor de idade (entre 13 e 17 anos) com quadro clinico
de leishmaniose visceral.

Pesquisadores: Dra. Regina Lunardi Rocha, Dr. Ricardo Luiz Fontes Moreira e Dra. Maria Vitoria
Assumpgdao Mourdo.

Introducdo: O menor sob sua responsabilidade esta sendo convidado(a) a participar de uma
pesquisa denominada: “Resposta imunologica na leishmaniose visceral clinicamente manifesta, pré
e pos tratamento, e na leishmaniose visceral inaparente”.

Antes de aceitar participar desta pesquisa ¢ importante que vocé leia e entenda a explicacdo sobre
tudo que sera feito nesta pesquisa. Esta declaragdo descreve o objetivo, a coleta de sangue,
beneficios, riscos, segredo dos dados, e seu direito de sair do estudo a qualquer momento.
Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre o resultado do estudo.

Objetivo: Nosso objetivo ¢ estudar a defesa do corpo em individuos com leishmaniose que
desenvolveram sintomas da doenca e naqueles que tiveram contato com o parasita que causa a
leishmaniose (Leishmania chagasi), mas nao desenvolveram a doenga.

Procedimentos: Para que o menor participe do nosso estudo ¢ preciso que ele tenha leishmaniose
visceral e ainda ndo tenha iniciado tratamento especifico. Nao existe restricdo de cor de pele, sexo
ou idade.

Nosso grupo colhera a historia da doenga, realizard o exame fisico e colhera duas amostras de
sangue (6 mL cada — aproximadamente 2 colheres de café¢) para realizagdo em laboratorio dos
exames investigados nesta pesquisa. A primeira amostra de sangue sera colhida antes do inicio do
tratamento e a segunda apds o término do tratamento especifico.

Riscos: A técnica para coleta de sangue ¢ idéntica a técnica utilizada para outros exames de sangue
comuns. Os riscos sdo minimos para o menor, podendo surgir pequeno hematoma (mancha roxa) e
dor leve momentéanea no local da pungdo. Caso ele tenha qualquer problema depois da pungdo da
coleta de sangue para a pesquisa, sera tratado prontamente pela equipe do estudo.

Danos: No caso do menor apresentar alguma reacdo durante a realiza¢do do estudo, vocé devera
entrar em contato com os médicos responsaveis pelo estudo: Dra. Regina Lunardi nos telefones
9992-6773 e 3223-6773 ou Dr. Ricardo Moreira nos telefones 9189-5624 ¢ 3423-7007 ou Dra.
Maria Vitoria nos telefones 3335-8970 ou 9177-7035 e ele recebera todos os cuidados médicos
necessarios providos pelo Hospital das Clinicas da UFMG ou pelo Hospital Infantil Jodo Paulo 11
da FHEMIG. Vocé ndo abrira mao de seus direitos legais ao assinar este termo de consentimento
esclarecido.

Beneficios: Nao havera beneficio pessoal imediato da participagdo na pesquisa.

Confidencialidade: Todos os dados obtidos serdo utilizados para o acompanhamento do menor ¢
com a finalidade da pesquisa. O sangue colhido sera utilizado para esta pesquisa e caso reste algum
sangue apos nossas analises, 0 mesmo sera armazenado para possiveis estudos futuros, nos quais
sera novamente solicitado seu consentimento. O nome do menor nédo sera usado diretamente e sera
mantido em segredo até onde é permitido por lei. O pesquisador e, sob certas circunstancias, o
Comité de Etica em Pesquisa das instituigdes participantes poderdo verificar e ter acesso aos dados
confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicagdo dos dados ndo o identificara.
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Desligamento: A participag@o neste estudo ¢ voluntaria e o menor ndo deixara de receber cuidados
ou tratamento em caso de recusa para participar da pesquisa. Vocé podera desistir da participagao
em qualquer momento, sem interrup¢do da assisténcia que vem sendo prestada. A participagdo
nesta pesquisa também podera ser finalizada se forem identificadas outras causas de doenca que
ndo a leishmaniose ou se o programa for cancelado.

Compensacio: Vocé ou o menor sob sua responsabilidade ndo receberdo qualquer compensacéo
financeira pela participagdo no estudo.

Contatos: Em caso de duvidas, em qualquer momento da pesquisa, vocé podera entrar em contato
com a equipe responsavel:

Dra. Regina Lunardi: 9992-6773 ¢ 3223-6773

Dr. Ricardo Moreira: 9189-5624 e 3423-7007

Dra. Maria Vitéria: 9177-7035 e 3335-8970

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG): Av. Anténio Carlos, 6627 - Unidade
Administrativa II — 2° andar, Campus Pampulha, Belo Horizonte — MG, CEP 31270-901. Telefone:
3409-4592.

Comité de Etica em Pesquisa da FHEMIG: 3239-9552.

Termo de consentimento:

Eu, , responsavel legal pelo(a) menor
, declaro que fui bem informado(a) a
respeito da pesquisa “Resposta imunoldgica na leishmaniose visceral clinicamente
manifesta, pré e pos tratamento, e na leishmaniose visceral inaparente”. Tive a
oportunidade de fazer perguntas e ter respostas as minhas duvidas a respeito do estudo.
Estou ciente que os riscos da coleta de sangue sdo muito pequenos, que as informagdes
obtidas sdo sigilosas e somente serdo utilizadas em beneficio do menor e para os fins da
pesquisa e caso reste algum sangue coletado nesta pesquisa, 0 mesmo sera armazenado
para possiveis estudos posteriores. Assino este termo de consentimento voluntariamente e
recebo uma cdpia assinada do mesmo, até que eu decida o contrario.

Belo Horizonte, de de

Responsavel legal pelo paciente

Testemunha

Pesquisador
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APENDICE F — CONSENTIMENTO ESCLARECIDO MENOR ENTRE 13

E 17 ANOS
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esclarecimento e autorizacio para inclusdo em protocolo de pesquisa para menor de
idade (entre 13 e 17 anos), alfabetizado, com quadro clinico de leishmaniose visceral.

Pesquisadores: Dra. Regina Lunardi Rocha, Dr. Ricardo Luiz Fontes Moreira ¢ Dra. Maria Vitdria
Assumpcdo Mourao.

Introdugao: Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa denominada: “Resposta
imunologica na leishmaniose visceral clinicamente manifesta, pré e pds tratamento, ¢ na
leishmaniose visceral inaparente”.

Antes de aceitar participar desta pesquisa ¢ importante que vocé leia e entenda a explicagdo sobre
tudo que sera feito nesta pesquisa. Esta declaragdo descreve o objetivo, a coleta de sangue,
beneficios, riscos, segredo dos dados, e seu direito de sair do estudo a qualquer momento.
Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre o resultado do estudo.

Objetivo: Nosso objetivo € estudar a defesa do corpo em individuos com leishmaniose que
desenvolveram sintomas da doenca e naqueles que tiveram contato com o parasita que causa a
leishmaniose (Leishmania chagasi), mas ndao desenvolveram a doenga.

Procedimentos: Para que vocé participe do nosso estudo € preciso que vocé tenha leishmaniose
visceral e ainda ndo tenha iniciado tratamento especifico. Ndo existe restricdo de cor de pele, sexo
ou idade.

Nosso grupo colhera a historia da sua doenga, realizara o exame fisico e colhera duas amostras de
sangue (6 mL cada — aproximadamente 2 colheres de café) para realizagdo em laboratdrio dos
exames investigados nesta pesquisa. A primeira amostra de sangue sera colhida antes do inicio do
tratamento e a segunda apds o término do tratamento especifico.

Riscos: A técnica para coleta de sangue ¢ idéntica a técnica utilizada para outros exames de sangue
comuns. Os riscos sdo minimos para vocé, podendo surgir pequeno hematoma (mancha roxa) e dor
leve momentanea no local da pungdo. Caso vocé tenha qualquer problema depois da puncdo da
coleta de sangue para a pesquisa, sera tratado prontamente pela equipe do estudo.

Danos: No caso de vocé apresentar alguma reagdo durante a realizagdo do estudo, devera entrar em
contato com os médicos responsaveis pelo estudo: Dra. Regina Lunardi nos telefones 9992-6773 ¢
3223-6773 ou Dr. Ricardo Moreira nos telefones 9189-5624 ¢ 3423-7007 ou Dra. Maria Vitdria
nos telefones 3335-8970 ou 9177-7035 e recebera todos os cuidados médicos necessarios providos
pelo Hospital das Clinicas da UFMG ou pelo Hospital Infantil Jodo Paulo II da FHEMIG. Vocé
nao abrird mao de seus direitos legais ao assinar este termo de consentimento esclarecido.

Beneficios: Ndo havera beneficio pessoal imediato da sua participa¢do na pesquisa.

Confidencialidade: Todos os dados obtidos serdo utilizados para o seu acompanhamento e com a
finalidade da pesquisa. O sangue colhido sera utilizado para esta pesquisa e caso reste algum
sangue apos nossas analises, 0 mesmo sera armazenado para possiveis estudos futuros, nos quais
sera novamente solicitado seu consentimento. Seu nome nao sera usado diretamente e sera
mantido em segredo até onde é permitido por lei. O pesquisador e, sob certas circunstancias, o
Comité de Etica em Pesquisa das institui¢des participantes poderdo verificar e ter acesso aos dados
confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicagdo dos dados ndo o identificara.

Desligamento: A sua participagdo neste estudo é voluntaria e voc€ ndo deixara de receber cuidados
ou tratamento em caso de recusa para participar da pesquisa. Vocé podera desistir da participagao



116

em qualquer momento, sem interrup¢ao da assisténcia que vem sendo prestada. Sua participacao
nesta pesquisa também podera ser finalizada se forem identificadas outras causas de doenga que
ndo a leishmaniose ou se o programa for cancelado.

Compensacido: Vocé ndo receberd qualquer compensagdo financeira por sua participagdo no
estudo.

Contatos: Em caso de duvidas, em qualquer momento da pesquisa, vocé podera entrar em contato
com a equipe responsavel:

Dra. Regina Lunardi: 9992-6773 e 3223-6773

Dr. Ricardo Moreira: 9189-5624 e 3423-7007

Dra. Maria Vitéria: 9177-7035 e 3335-8970

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG): Av. Antonio Carlos, 6627 - Unidade
Administrativa II — 2° andar, Campus Pampulha, Belo Horizonte — MG, CEP 31270-901. Telefone:
3409-4592.

Comité de Etica em Pesquisa da FHEMIG: 3239-9552.

Termo de consentimento:

Eu, , declaro que fui bem informado (a) a
respeito da pesquisa “Resposta imunoldgica na leishmaniose visceral clinicamente
manifesta, pré e pos tratamento, e na leishmaniose visceral inaparente”. Tive a
oportunidade de fazer perguntas e ter respostas as minhas duvidas a respeito do estudo.
Estou ciente que os riscos da coleta de sangue sdo muito pequenos, que as informagdes
obtidas sdo sigilosas e somente serao utilizadas em meu beneficio e para os fins da
pesquisa e caso reste algum sangue coletado nesta pesquisa, 0 mesmo serd armazenado
para possiveis estudos posteriores. Assino este termo de assentimento voluntariamente e
recebo uma copia assinada do mesmo, até que eu decida o contrario.

Belo Horizonte, de de

Paciente (menor entre 13 e 17 anos de idade)

Testemunha

Pesquisador
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ANEXO A - PARECER DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA DA UFMG

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE: INFECTOLOGIA E
MEDICINA TROPICAL
PROJETO DE MESTRADO

ALUNO: Ricardo Luiz Fontes Moreira
ORIENTADORA: Profa. Dra. Regina Lunardi Rocha

Este projeto “Resposta imunolégica na Leishmaniose Visceral clinicamente
manifesta, pré e pos tratamento, e na Leishmaniose Visceral Inaparente” foi aprovado
pelo Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical.
conforme parecer anexo, datado de 16/09/08. Assim fica ratificada sua aprovacao pelo
Departamento de Clinica Médica para posterior encaminhamento ao COEP/UFMG.

Belo Horizonte, 16 de setembro de 2008.

Nl

Prof. J os?»@ﬁffg§(§t§§;g~;¢£"§ff\‘eira
Chefe’doﬂepanmﬁggtﬁ;ﬂéfﬁnica Médica
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ANEXO B - PARECER DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA DA UFMG

CAMARA DO DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA
PARECER N° 74/2008

TiTULO DO PROJETO:

RESPOSTA IMUNOLOGICA NA LEISHMANIOSE VISCERAL CLINICAMENTE
MANIFESTA PRE E POS TRATAMENTO E NA LEISHMANIOSE VISCERAL
INAPARENTE

INTERESSADOS:
Profa. Regina Lunardi Rocha (orientadora)
Ricardo Luiz Fontes Moreira (mestrando)

HISTORICO:

A Leishmaniose visceral é doenga prevalente em nosso meio, inclusive com relatos de
significativo aumento de sua incidéncia em Belo Horizonte e regiéo metropolitana, o que
justifica novos estudos para aperfeigoar seu diagnéstico e melhorar o entendimento dos
diversos aspectos clinicos. O presente estudo tem como objetivo estudar o padrdo de resposta
imunolégica entre individuos que manifestam sinais e sintomas da doenga antes e apds o
tratamento especifico e, também, a resposta imunolégica nos individuos que apesar de
infectados ndo manifestaram sintomas.

MERITO:

Trata-se de um estudo de coorte com individuos com diagnéstico de leishmaniose visceral,
clinicamente manifesta ou assintomaticos, para avaliar, por meio da citometria de fluxo, a
resposta imunolégica antes e ap6s o tratamento. Os critérios de inclusdo e exclusdo estdo bem
estabelecidos. A introdugio e a justificativa da pesquisa estdo bem fundamentadas em extensa
reviso da literatura, apresentando significativa lista de referéncias. A metodologia estd bem
explicitada e adequada aos objetivos do estudo. Os pesquisadores afirmam que ndo havera
custo adicional para as instituigSes onde seré realizada a pesquisa, pois o Unico exame fora da
rotina do servigo tera seus custos assumidos pelos préprios.

Quanto 2 questdo ética, os pesquisadores garantem a participagéo voluntéria e assumem o
compromisso de divulgar os resultados sejam eles favoréveis ou ndo, preservando o sigilo em
relago 4 identificagdo dos individuos avaliados e assumindo riscos minimos aos participantes,
uma vez que ser4 realizada apenas uma coleta de amostra sangiiinea por pessoal bem treinado.
Declaram nio haver nenhum conflito de interesse com qualquer instituigdo. Em anexo foram
apresentados seis modelos de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, dirigidos aos
paraticipantes adultos, para criangas alfabetizadas e para os responsaveis pelas criangas
menores de idade, especificos para os grupos com e sem sintomatologia aparente, que, salvo
melhor juizo, estdo de acordo com o que preconiza a Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional
de Satde. )

CONCLUSAO: Diante do exposto, consideramos o projeto relevante e exeqiiivel, sendo pela
sua aprovagdo sem ressalvas. E relevante citar que o projeto em tela ja foi também aprovado
pelo Colegiado do Programa de Pés-graduagdo em Ciéncias da Satde: Infectologia e Medicina
Tropical.

Belo Horizonte, 05/1 1/2008

aprovauo O parecer do relator

Prof. Eduardo Carlos Tavares
. em Q07 /4y /. QI

Relator
Iy oo S /VQ/\%

I <,
oMaria Wr«/{l f”//ar/) o
. chefe de Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina - UFMG




ANEXO C — PARECER UNIDADE FUNCIONAL PRONTO ATENDIMENTO

DO HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFMG

p
:’(
§

inaparente”

_Unidade Funcional MEMORANDO /w*
Pronto Atendimento 4,«-,): GESQUALIS
W GESTAC PELA QUALIDADE 58 SAUCH
Data da Emissdo: |N.2do memorando: Cédigo:113201 Pagina:1/1
29/10/08 00070/08
De: Dra. Paula Martins
Gerente UFPA
Para:

Assunto: Parecer Projeto de Pesquisa “Resposta imunoldgica na leishmaniose visceral

Prezado Senhor,

Atendendo a solicitagdo do mestrando Dr. Ricardo Luiz Fontes Moreira, aut
do Projeto de Pesquisa “resposta imunoldgica na leishmaniose visceral clinicamente manifesta, pré e
pos-tratamento e leishmaniose visceral inaparente”, nas dependéncias fisicas do Pronto Atendimento ,

estando 0 mesmo sob a orientac&o da professora Dra. Regina Lunard Rocha.

Atenciosamente,

Dol e

Dra. Paula Martins
Paula Mars

Cocrdenaca
HC/U

orizamos a realizagao

120
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ANEXO D — PARECER UNIDADE FUNCIONAL PEDIATRIA DO HOSPITAL
DAS CLINICAS DA UFMG

Unidade Funcional Pediatria
Hospital das Clinicas
Universidade Federal de Minas Gerais

ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA

Titulo do Projeto:

“Resposta Imunolégica na Leishmaniose Visceral clinicamente
manifesta, pré e pos tratamento, e na Leishmaniose visceral

inaparente.”

Orientadora:
Dra. Regina Lunardi Rocha

Pesquisador Responsavel:
Ricardo Luiz Fontes Moreira

Recomendagdes/restricdes para o desenvolvimento da pesquisa:

O objetivo do projeto é avaliar o padrio de resposta imunolégica em
individuos com Leishmaniose visceral sintoméatica e assintomatica antes e
depois do tratamento especifico.O projeto é relevante, bem fundamentado
teoricamente e nao oferece riscos aos pacientes.

O projeto foi aprovado por unanimidade por esse Colegiado.

31 de Outubro de 2008.

.

‘\I! T aha .

g LI07 o

Ciﬁe :‘ifb -; pegicar wC-UFHS
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ANEXO E - PARECER UNIDADE FUNCIONAL CLINICA MEDICA DO
HOSPITAL DAS CLIiNICAS DA UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
———==tdade rederal de Minas Gerais
Hospital das Clinicas

Parecer da Unidade Funcional de Clinica Médica

Comissio de pesquisa

Nome do Projeto: "Resposta imunolégica na Leishmaniose Visceral clinicamente manifesta,
pré e pés tratamento, e na Leishmaniose Visceral inaparente”

Local: Hospital das Clinicas, unidades de internagdo sétimo andar e terceiro andar, ala sul.

Autor principal: Ricardo Luiz Fontes Moreira

Descricédo breve do projeto: O projeto tem por objetivo estudar a de fesa do corpo em
individuos com leishmaniose visceral que desenvolveram sintomas da doenca e naqueles que
tiveram contato com o parasita que causa a leishmaniose, mas ndo desenvolveram a doenga.

Sugestées/esclarecimentos 0 projeto de pesquisa trata de questSes de uma infeccio

importante no nosso meio, trazendo subsidios para se avaliar o que leva, ou contribui, para
que uns pacientes desenvolvam a doenga e outros n3o, ndo sendo suficiente, portanto, apenas
a presencga do parasita. Considerando a posicdo do Hospital das Clinicas na rede, a pesquisa
podera contribuir para que o processo de adoecimento das pessoas na sociedade seja melhor
compreendido.

Conclusio:

1. Aprovado sem ressalvas (X)

Podera ser iniciadq imediatamente.

2. Aprovado com ressalvas ()

Podera ser iniciado, mas os esclarecimentos deverdo ser encaminhados para UFCLM, no
maximo em uma semana para aprovacao definitiva, sob pena de ndo aprovagio.

3. Néo aprovado ( )

A

Necessita de modificagdes su7a qi}?ﬂantes de ser iniciady /
/ ULV, Yo A -

A=

Vera Licia de Aratjo Nogueira Lima

Coordenadora de enfermagem do servigo de der| tologia/da),Jnid}de Funcional Clinica Médica
(NIn Ww/opo Don Vo Vs

Jose Roberto Siquéira"tastro — Gerente da Unidade Funcional Clinica Médica
Belo Horizonte, 31 de outubro de 2008.
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ANEXO F — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA FHEMIG

MIG

FUNDACAO HOSPITALAR DO
ESTADO DE MINAS GERAIS

PARECER N°123/08

Registro CEP/FHEMIG: 123/08 (este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0103.0.287.203-08
Data: 20/11/2008

Hospital Infantil Jodo Paulo II

Pesquisador Responsavel: Regina Lunardi Rocha

DECISAO:

O Comité de Etica em Pesquisa, (CEP/FHEMIG), aprovou no dia 13 de Novembro de 2008 o projeto de
pesquisa intitulado: « “Resposta Imunoldgica na Leishmaniocse Visceral Clinicamente Manifesta, Pré e Pos
Tratamento, ¢ na Leishmaniose Visceral Inaparente”.

Relatérios parciais e finais devem ser encaminhados ao CEP/FHEMIG com um intervalo minimo de seis
meses (entre os relatérios), a partir da data de inicio da pesquisa.

e Formulario CAAE — Certificado de Apresentagdo para Apreciagdo Etica — deveré ser assinado, pelo
pesquisador responsével, nos espagos apropriados, e em seguida o NEP devera encaminhar a este
CEP/FHEMIG 02 (duas) vias devidamente assinadas, enquanto que a outra devera ser entregue ao
pesquisador responsavel.

—
\é’ o :
Vanderson Assis Romualdo
Vice-Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

Alameda Vereador Alvaro Celso, 100 — Santa Efigénia — Belo Horizonte/ MG
CEP: 30150-260 — Fone: (031) 3239-9500 - Fax: (031) 3239-9579
Site: http: /www.fhemig.mg.gov.br/  E - mail: fhemig@fhemig.mg.gov.br
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ANEXO G - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 103.0.287.203/08

Interessado(a): Profa. Regina Lunardi Rocha
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Faculdade - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 15 de janeiro de 2009, apés atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Resposta imunolégica na
leishmaniose visceral clinicamente manifesta, pré e pés tratamento,
e na leishmaniose visceral inaparente” bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepi@prpg.ufing.br
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ANEXO H - FOLHA DE APROVAGAO DA DISSERTAGAO

FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640

DECLARACAO

A Comissdo Examinadora abaixo assinada, composta pelos professores
doutores: Regina Lunardi Rocha, Enio Roberto Pietra Pedroso e Lis Ribeiro do
Valle Antonelli, aprovou a defesa da dissertagdo intitulada:“ESTUDO
FENOTIPICO DAS SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS T E
MONOCITOS, ESTIMULADOS OU NAO COM ANTiGENO SOLUVEL
DE LEISHMANIA, EM PACIENTES COM LEISHMANIOSE VISCERAL
PRE E POS- TRATAMENTO ESPECIFICO” apresentada pelo mestrando
RICARDO LUIZ FONTES MOREIRA para obtencio do titulo de mestre em
Infectologia e Medicina Tropical, pelo Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias da Salde: Infectologia e Medicina Tropical da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal de Minas Gerais, realizada em 04 de setembro de
2009.

Profa. Regina Lunardi Rocha
Orientadora

Prof. Enio Roberto Pietra Pedroso

Zw j v I::\.&,Q 08
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Profa. Lis Ribeiro do Valle Antonelli




