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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma das mais graves doencas tropicais
negligenciadas e fatal se ndo tratada. Os fatores de risco para o0 Obito e os
mecanismos imunopatogénicos da doenca ainda ndo estdo totalmente
estabelecidos. Assim, neste trabalho foram avaliadas citocinas plasméticas durante
a doenca ativa e ap0s o tratamento da LV e sua associa¢do com a coinfeccdo com
HIV e com a presenca de parametros clinicos e laboratoriais de gravidade da
doenca ou a ocorréncia de 6bito. Os niveis plasmaticos das citocinas IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-17A, TNF, IFN-gama foram obtidos pela citometria de fluxo, antes e apés o
tratamento da LV. Os pacientes com LV ativa apresentaram maiores concentracoes
plasmaticas de IL-2, IL-4 e IL-10 quando comparados aos pacientes ap0s tratamento
especifico. Pacientes coinfectados com HIV apresentaram menores niveis de IL-10
que pacientes com LV sem coinfeccdo com HIV, na andlise univariada. Menores
niveis de IFN-gama foram encontrados na analise univariada entre os pacientes que
apresentaram sangramentos e entre 0s pacientes que morreram, mostrando sua
possivel associacdo com a gravidade da doenca. A ocorréncia de ictericia foi
associada ao aumento de IL-10 na analise univariada. Observou-se correlacéo
negativa entre os niveis de hemoglobina e o nimero de leucécitos e os niveis
plasmaticos de IL-2 e IL-6. Também foi encontrada correlacdo positiva entre o
namero de leucécitos e os niveis de IL-10. Assim, esses achados destacam a
importancia da IL-2, IL-4 e IL-10 durante a LV ativa, a associacao entre a coinfec¢ao
LV/HIV e baixos niveis de IL-10 e o possivel papel das citocinas nos complexos

mecanismos envolvidos nos achados clinicos e laboratoriais na LV.

Palavras-chave: leishmaniose visceral, resposta imune, citocinas, HIV, fatores de

risco.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is one of the most severe neglected tropical diseases and fatal
if left untreated. Risk factors for death and immunopathogenesis of VL are still not
fully elucidated. Thus, in this study plasma cytokines were evaluated during active
disease and after VL treatment, as well as their association with HIV co-infection, and
clinical and laboratorial parameters of disease severity or death. Plasma levels of IL-
2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF and IFN-gamma were measured by flow cytometry,
in VL patients before and after treatment. Active VL patients showed higher IL-2, IL-4
and IL-10 plasma concentrations as compared to VL patients after specific therapy.
HIV co-infected patients showed lower levels of IL-10 as compared to patients with
VL without HIV, in univariate analysis. Lower levels of IFN-gamma were found in
patients who had bleeding episodes and it was also slightly lower in those who died,
in univariated analysis, showing its possible association with disease severity.
Occurrence of jaundice was associated with high IL-10. There were negative
correlation between hemoglobin levels and leukocyte numbers with plasma IL-2 and
IL-6. Positive association between leukocyte numbers with IL-10 were also found.
Therefore, these findings highlight the importance of IL-2, IL-4 and IL-10 during
active VL, the association between HIV co-infection and low IL-10 levels and the
possible role of cytokines in the complex mechanisms involved in clinical and

laboratorial findings in VL patients.

KEYWORDS: visceral leishmaniasis, immune response, cytokines, HIV, risk factors.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses estdo entre as doencas tropicais mais negligenciadas do
mundo. S8o doencas parasitarias causadas por protozoarios flagelados, do género
Leishmania spp., endémicas em grandes areas tropicais e subtropicais e na regiao
do Mediterraneo (WHO, 2007).

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar é a mais grave das quatro principais
sindromes clinicas associadas a Leishmania spp.: leishmaniose cutanea,
leishmaniose muco-cutanea, leishmaniose visceral e leishmaniose dérmica pés
calazar (CHAPPUIS et al., 2007).

Casos endémicos de leishmanioses sdo reportados em 98 paises e em trés
territérios nos cinco continentes. A cada ano, entre 200.000 e 400.000 casos de LV
ocorrem no mundo. Os dados referentes & mortalidade ndo sdo totalmente
confiaveis, pois, geralmente, referem-se apenas aos 0Obitos hospitalares. A taxa de
letalidade da LV é estimada em 10% (ALVAR et al., 2012; MATHERS,; EZZATI,
LOPEZ, 2007).

As diversas sindromes clinicas e as heterogéneas manifestacfes da doenca
estdo relacionadas a espécie do parasita, as caracteristicas intrinsecas do patégeno
como infectividade, patogenia e viruléncia e a resposta imune do hospedeiro
(MURRAY et al., 2005; MCCALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013).

A Leishmania spp. parasita macréfagos e células do sistema reticulo
endotelial. Os pacientes podem apresentar febre, aumento do volume ou
desconforto abdominal, devido a hepatomegalia e a esplenomegalia, e infec¢cdes
recorrentes ou sangramentos. O aumento discreto de enzimas hepdaticas, a
hipoalbuminemia e a hipergamaglobuinemia sdo comuns, porém, disfun¢éo hepatica
grave, ictericia e ascite ocorrem mais frequentemente na doenga avancada.
Alteracdes nas séries sanguineas como anemia, leucopenia e trombocitopenia sédo
frequentes, as quais refletem o envolvimento esplénico e da medula déssea.
Infeccbes graves e potencialmente letais sdo facilitadas devido a leucopenia.
Sangramentos espontaneos como petéquias, equimoses, gengivorragia e

sangramentos de grande volume ou letais podem ocorrer devido a plaquetopenia,
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disfuncdo hepética e coagulagdo intravascular disseminada (OSMAN; KAGER,;
OSKAM, 2000; MURRAY et al., 2005; van GRIENSVEN; DIRO, 2012).

Os fatores de risco para o0 Obito ou recidiva da doenca ainda ndo sao
totalmente conhecidos. Varios achados clinicos e laboratoriais como extremos de
idade, baixo indice de massa corporal, anemia, sangramentos, dispneia, ictericia,
edema, vomitos, presenca de infeccbes bacterianas e coinfecgdo com HIV tém sido
associados ao risco de Obito em pacientes com LV (SEAMAN et al., 1996; SANTOS
et al., 2002; WERNECK et al.,2003; COLLIN et al., 2004 ; de ARAUJO et al., 2012).

A LV humana apresenta complexa resposta imune, com corregulagédo de
citocinas pro, anti-inflamatorias e moduladoras, com supressao da producéo de IL-2,
IFN-gama e IL-12; e producdo aumentada de IL-4 e IL-10 (CARVALHO et al., 1985;
KHARAZMI et al.,, 1999; BACELLAR et al., 2000; CALDAS et al., 2005;
PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006).

O controle inicial da infeccdo esta associado a acao do IFN-gama e a sua
capacidade de ativacdo de macrofagos, levando a morte de parasitas intracelulares
pela inducéo de producdo de espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico (GANTT
et al., 2001). A IL-10 modula a ativacdo Thl e a producgéo de IL-12 e IFN-gama, e
leva a inibicdo da ativacdo dos macréfagos (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998). A
habilidade para inibir a ativacdo dos macréfagos, a baixa frequéncia de mondcitos
produtores de TNF no sangue periférico e a producéo insuficiente de IFN-gama nos
estagios iniciais da infeccdo podem estar associados ao desenvolvimento da LV nos
pacientes infectados com L. donovani (CALDAS et al., 2005; PERUHYPE-
MAGALHAES et al., 2006).

Devido a potencial letalidade e a complexa imunopatogenia da LV, a
expressado das citocinas plasmaticas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e IFN-gama,
pré e pos tratamento especifico, sua associacdo com a coinfeccdo LV/HIV e sua
relacdo com parametros clinicos e laboratoriais de gravidade e com o 6bito foram

avaliadas em pacientes com LV.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, do género Leishmania spp., endémicas
em grandes areas tropicais, subtropicais e na regido do Mediterraneo, e
consideradas pela Organizacdo Mundial da Saude como doencas tropicais
negligenciadas (WHO, 2007).

Sao descritas 20 espécies de Leishmania spp. como patogénicas para o
homem (LUKES et al, 2007). Esses protozoarios Sa80 micro-organismos
intracelulares obrigatorios, unicelulares, flagelados, portadores de cinetoplasto. Eles
infectam células do sistema reticulo endotelial e sdo transmitidos ao homem pela
picada de insetos vetores (PEARSON; SOUSA, 1996).

A doenca é transmitida pela picada de fémeas de flebotomineos de 30
espécies distintas, especificas de diferentes regides (SHARMA; SINGH, 2008). No
Velho e no Novo Mundo é transmitida, respectivamente, pela picada de insetos do
género Phlebotomus e Lutzomyia (MCCALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013). As
espécies do género Lutzomyia sdo encontradas em florestas e em &areas peri-
domiciliares, e se reproduzem em matéria organica quando em condicfes favoraveis
(LAINSON; RANGEL, 2005).

As leishmanioses compreendem quatro principais sindromes clinicas: a
leishmaniose cutanea, a leishmaniose mucocutanea, a leishmaniose visceral (LV),
também conhecida como calazar ou kala-azar, e a leishmaniose dérmica pos
calazar. A LV é a forma mais grave das leishmanioses, e, na sua apresentacao
clinica mais grave, € potencialmente fatal se ndo tratada (CHAPPUIS et al., 2007).

Os parasitas causadores da LV sdo membros do complexo Leishmania
donovani. O complexo Leishmania donovani compreendia quatro espécies,
previamente classificadas de acordo com as caracteristicas dos insetos vetores, dos
hospedeiros reservatérios e da patologia: L. archibald, L. chagasi, L. donovani e L.

infantum. Atualmente, diferenciados por métodos moleculares de sequenciamento
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de DNA, os parasitas do complexo Leishmania donovani séo classificados em duas
espécies: Leishmania donovani, e Leishmania infantum (pelas técnicas moleculares
de DNA a Leishmania chagasi é sinbnimo da Leishmania infantum) (LUKES et al.,
2007).

A expressao da doenca e as manifestacdes clinicas variam de acordo com a
espécie do parasita e a regido endémica. As manifestacbes heterogéneas das
leishmanioses sdo reguladas por propriedades do protozoario (infectividade,
patogenicidade e viruléncia) e por fatores relacionados a resposta imunoldgica do
hospedeiro (MURRAY et al., 2005; MCCALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013).

2.2 CICLO DE VIDA DA LEISHMANIA spp. NA LV

A Leishmania spp. apresenta morfologias distintas durante seu ciclo de vida.
A forma promastigota, alongada e mdvel, é encontrada no inseto vetor. Uma vez
inoculado na pele do hospedeiro vertebrado, o promastigota é, entdo, internalizado
por células do sistema fagocitico (neutréfilos, macrofagos e células dendriticas da
pele). Apds aproximadamente 12-24h da inoculacdo, o parasita promastigota
diferencia-se na forma amastigota, de aspecto arredondado, imével e intracelular
obrigatéria (SHARMA; SINGH, 2008). A Leishmania spp. € protegida da degradacédo
pelo fagolisossomo por uma série de processos adaptativos os quais inibem os
mecanismos de defesa do hospedeiro dentro dos vacuolos parasitéforos. A fusédo do
fagolisosomo-endossomo € inibida, as vias de sinalizagdo celular e a producdo de
oxido nitrico e de citocinas € alterada (CUNNINGHAM, 2002). Os amastigotas se
multiplicam por divisdo binaria, levando ao aumento do numero de parasitas
intracelulares até ao rompimento da célula infectada e a liberacdo dos protozoarios
para infeccdo de outras células. Na LV a Leishmania spp. dissemina-se pelo sistema
linfatico e vascular e infecta outras células do sistema reticulo-endotelial, resultando
em infiltracdo da medula 6ssea, em hepatomegalia, em esplenomegalia e, algumas
vezes, em linfadenomegalias (SHARMA; SINGH, 2008).

2.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Noventa e oito paises e trés territdrios nos cinco continentes reportam

transmissdo endémica das leishmanioses. No leste da Africa e no subcontinente
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indiano a LV é causada pela Leishmania donovani e na Europa, no norte da Africa e
na América Latina pela Leishmania infantum (sinbnimo da Leishmania chagasi no
Novo Mundo) (LUKES et al., 2007).

Sao estimados 200.000 a 400.000 novos casos de LV a cada ano no mundo.
Mais de 90% dos casos ocorrem em apenas seis paises: india, Bangladesh, Sud3o,
Sudado do Sul, Etidpia e Brasil. Os dados de mortalidade sdo extremamente
esparsos e refletem apenas Obitos hospitalares. A taxa de mortalidade da LV é
estimada em 10%, ou seja de 20.000 a 40.000 mortes pela doenca a cada ano no
mundo (MATHERS; EZZATI; LOPEZ, 2007; ALVAR et al., 2012).

Apesar de previamente descrita como zoonose rural, que esporadicamente
acometia o homem, a incidéncia da LV tem aumentado em grandes cidades. A
emergéncia de LV urbana e periurbana ndo ocorre apenas no Brasil. Paises como
Itdlia (GRAMICCIA et al., 2013), Espanha (ARCE et al., 2013. CHICHARRO et al.,
2013), Ird, México e Marrocos, também tém enfrentado a migracdo da LV para
zonas nao rurais (HARHAY et al., 2011). Varias cidades tém apresentado aumento
da incidéncia de LV no Brasil (ALVES; BEVILACQUA, 2004; DANTAS-TORRES,
2006; de ALMEIDA; MEDRONHO; WERNECK, 2011; DRUMOND; COSTA, 2011,).
A mudanca na distribuicdo da doenca pode ter sido influenciada pela reducéo dos
espacos e dos reservatérios naturais da doenca, pelas migracbes humanas, pela
grande populacdo canina urbana e pela adaptacdo dos insetos vetores aos
ambientes urbanos e periurbanos (GUERIN et al.,, 2002; HARHAY et al., 2011). O
aumento da incidéncia da LV no mundo parece estar associado principalmente as
migracoes, as falhas nas medidas de controle de disseminagdo da doenca e a
coinfeccao da LV com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (CHAPPUIS et al.,
2007; DESJEUX, 2001; DESJEUX, 2004;).

Os cédes domésticos constituem os principais reservatdrios urbanos para a L.
infantum e tém papel central no ciclo de transmissao para os homens (MORENO;
ALVAR, 2002). Além dos cdes domésticos, ha diversos reservatoérios silvestres para
a doenca, como raposas, gambés, tamanduas e outros mamiferos (LAINSON;
RANGEL, 2005).

No Brasil a LV permanece endémica, com 4.105 casos confirmados
notificados ao Ministério da Saude no ano de 2011, 3.392 casos confirmados em
2012 e 3.470 casos confirmados no ano de 2013 (BRASIL, 2014). Considerando os
casos nao notificados, estima-se uma incidéncia de 4.200 a 6.300 casos de LV por
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ano no Brasil (ALVAR et al., 2012). O Estado de Minas Gerais é responsavel por
grande parte dos casos, tendo 506 casos confirmados no ano de 2011, 412 casos
confirmados em 2012 e 339 casos confirmados em 2013 (BRASIL, 2014). A LV
constitui uma das endemias infecciosas mais importantes do municipio de Belo
Horizonte, com incidéncia de 4,0/100.000 habitantes em 2011 (BELO HORIZONTE,
2012).

2.4 ASPECTOS CLINICOS

A LV caracteriza-se por amplo espectro clinico, desde formas assintomaticas
até formas classicas de grande gravidade da doenca (MURRAY et al., 2005). O
periodo de incubacéo geralmente varia de dois a seis meses, mas pode variar de
semanas a anos. O desenvolvimento de manifestacdes clinicas e a gravidade de
apresentacdo da doenca parecem estar associados a viruléncia do parasita e a
resposta imunolégica do hospedeiro. Parte dos individuos infectados nunca ira
desenvolver a forma clinica da doenca (BADARO et al., 1986b; KHALIL et al.,
2002;).

A infeccdo assintomética ou inaparente, mesmo gque ausentes 0s sintomas, é
geralmente identificada, em &areas endémicas, por teste intradérmico (reacdo de
Montenegro) oupor métodos soroldgicos ou moleculares, em pesquisas de inquérito
epidemiolégico.

A forma subclinica apresenta sintomatologia inespecifica (febre baixa, retardo
no crescimento, adinamia, hepatomegalia, hiper-gamaglobulinemia) sem
esplenomegalia. A maioria dos casos tera resolucdo espontanea, porém parte dos
casos pode evoluir para a forma classica da doenca (BADARO et al., 1986a; GAMA
et al., 2004;).

Os individuos com a forma classica da LV apresentam, tipicamente, febre,
hepatomegalia, esplenomegalia e citopenias (OSMAN; KAGER; OSKAM, 2000;
MURRAY et al., 2005).

Os pacientes apresentam inicio insidioso de febre, perda de peso e aumento
do figado e do baco. A hepatomegalia € associada ao parasitismo das células de
Kipffer e as alteragcdes da resposta imune (MURRAY, 2001). A esplenomegalia é
acompanhada de alterac6es na microarquitetura esplénica, incluindo expanséo da

vasculatura da polpa vermelha, neovascularizacdo da polpa branca e
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remodelamento das subpopula¢gbes do estroma celular (YURDAKUL et al., 2011).
Hipoalbuminemia e aumento leve a moderado de enzimas hepéticas sdo comuns, ja
disfunc@o hepatica, ictericia e ascite podem acontecer na doenca avancada. Os
pacientes podem apresentar caquexia e edema secundario a hipoalbuminemia (van
GRIENSVEN; DIRO, 2012).

Alteracbes das séries sanguineas como anemia, trombocitopenia e
leucopenia sdo frequentes, refletindo o acometimento do baco e da medula éssea. A
anemia pode estar associada ao sequestro e a destruicdo de hemacias no baco
aumentado de volume (VARMA; NASSEM, 2010). Pode estar associada a atividade
da L. donovani, a qual necessita de composto heme para crescer, contudo nao o
produz , fato responsavel pela lise das hemécias para acesso a hemoglobina e a
sobrevivéncia (THAKUR et al., 2013). Pode estar, também, associada a deficiéncia
de ferro e a resposta inflamatéria (COSTA et al., 2013) ou a outros mecanismos
imunolégicos, como ocorre na malaria e na anemia de Fanconi (DUFOUR et al.,
2003; KINRA; DUTTA, 2013). A reducdo dos leucdcitos pode ser atribuida ao
hiperesplenismo ou a invasdo medular pela L. donovani. Entretanto a intensa
producgéo de citocinas durante a LV ativa pode alterar o crescimento, a diferenciagéo
e a migragdo das células do sistema imune. A trombocitopenia pode estar
relacionada diretamente ao sequestro esplénico (VARMA; NASSEM, 2010) ou a
mecanismos de coagulacao intravascular disseminada (COSTA et al., 2013).

Podem ocorrer, espontaneamente, epistaxe, gengivorragia, petéquias e
outros sangramentos de maior importancia. Os sangramentos podem ser atribuidos
a plaguetopenia (VARMA; NASSEM, 2010), a disfuncéo plaquetaria (DUBE et al.,
1995), a coagulacéao intravascular disseminada (COSTA et al., 2013) e a disturbios
de coagulacdo devido ao acometimento hepético. Os pacientes podem apresentar
edema associado a hipoalbuminemia ou a insuficiéncia cardiaca devido a anemia
(van GRIENSVEN; DIRO, 2012).

InfecgcBes bacterianas como otites, pneumonias e sepses sdo comuns devido a
leucopenia e a frequente neutropenia (van GRIENSVEN; DIRO, 2012). Além disso,
0s pacientes podem apresentar hipergamaglobulinemia, devido a ativacao policlonal
de células B, possivelmente associada a estimulo direto por componentes da L.
donovani (BUNN-MORENO et al., 1985), que néo € relacionada ao controle da
doenca. Outras alteracbes como diarréia, vomitos, tosse, dispneia, insuficiéncia

renal, linfonodomegalias podem estar presentes (COSTA et al., 2010).
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Os pacientes com LV classica, ndo tratados, evoluem para o Obito dentro de
um a dois anos do inicio dos sintomas, geralmente devido a hemorragias ou a
infeccbes (MURRAY et al., 2005).

A apresentacao inicial da LV em pacientes portadores do HIV geralmente &
semelhante a apresentacdo em individuos ndo infectados pelo HIV, com febre,
esplenomegalia, pancitopenia, fraqueza e emagrecimento (HURISSA et al., 2010).
Porém, o acometimento do trato gastrointestinal e, esporadicamente, manifestacdes
cutdneas ou apresentacdes atipicas podem acontecer. Apesar das manifestacdes
clinicas semelhantes, pacientes com condicdo imunossupressora de base
(coinfectados com HIV, neoplasias hematoldgicas, transplantados e usuarios de
drogas imunossupressoras) apresentam alta taxa de mortalidade, maior faléncia ao
tratamento inicial e recidivas mais frequentes poés-tratamento que 0s pacientes
imunocompetentes. As causas para maior faléncia ao tratamento e para maior
probabilidade de recidiva nesses grupos nao séo bem estabelecidas. (FERNANDEZ-
GUERRERO et al., 2004; RITMEIJER et al., 2011; SINHA et al., 2011; COTA et al.,
2013).

Os fatores de risco para 6bito ou recidiva da LV poés-tratamento ainda nao
estédo totalmente elucidados. Pacientes com idade superior a 45 anos, com sinais
e sintomas prolongados da doenca (cinco meses ou mais), que apresentam baixo
indice de massa corporal ou anemia intensa apresentam maior risco de morrer
em decorréncia da LV (SEAMAN et al., 1996). Além desses fatores, idade inferior
a dois anos, diarréia, vomitos, sangramento ou grande esplenomegalia foram
associados ao maior risco de 6bito entre pacientes com LV no Sud&o (COLLIN et
al., 2004). No Brasil, criancas com menos de um ano de idade e pacientes com
comorbidades ou infec¢des bacterianas apresentavam maior risco de resposta
insatisfatoria ao tratamento da LV com antimonial pentavalente (SANTOS et al.,
2002). Evidenciou-se, também, que anemia intensa, febre por mais de 60 dias,
diarréia e ictericia sao fatores de risco para o 6bito (WERNECK et al.,2003). Mais
recentemente, um trabalho também realizado no Brasil descreveu que pacientes
com fraqueza, coinfeccdo com HIV, idade igual ou superior a 60 anos,
sangramentos, outras infeccdes ou ictericia apresentam maior chance de obito
por LV (ARAUJO et al., 2012).
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2.5 DIAGNOSTICO DA LV

Varios métodos complementares podem ser utilizados no diagndstico da LV.
Historicamente, este € confirmado pela observacao direta das formas amastigotas
da Leishmania spp. em exame de microscopia optica de aspirado de medula 6ssea,
aspirado esplénico, aspirado de linfonodos ou em exame anatomopatoldgico de
peca de biopsia (geralmente figado, baco ou linfonodos). Apesar da alta
especificidade, a sensibilidade da microscopia € variavel, apresentando-se em
aproximadamente 93 a 99% para o aspirado esplénico, 53 a 86% para o aspirado de
medula 6ssea e de 53 a 65% para o aspirado de linfonodo. A acurcia do exame
microscopico é influenciada pela habilidade do examinador e pela qualidade dos
reagentes utilizados (CHAPPUIS et al., 2007).

Testes soroldgicos, para pesquisa de anticorpos antileishmania, baseados em
aglutinacao direta, imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaio imunosorbente ligado a
enzima ELISA tém sido propostos, com alta acuracia no diagndstico da LV. No
Brasil, os testes mais utilizados pelos laboratorios de referéncia do Ministério da
Saude séo baseados na IFl. Em estudo brasileiro, o teste de IFI tem sensibilidade de
92,0% (83,8 — 96,5) e especificidade de 83,8% (75,1 — 90,0) (PEDRAS et al., 2008).
Os kits pra diagnostico rapido mais utilizados contém testes imunocromatograficos
em fita para deteccdo de anticorpos IgG, em plasma ou sangue total, contra o
antigeno recombinante rK39, antigeno protéico bem conservado dentro do complexo
L. donovani (KUMAR et al., 2013). Os testes com antigeno rK39 apresentam alta
sensibilidade e especificidade para as espécies causadoras de LV, sem reacdo
cruzada com as espécies causadoras de leishmaniose cutanea ou muco-cutanea,
mesmo em areas endémicas de sobreposicdo de ambas as doencas (MOLINET et
al., 2013). Uma metandlise, a qual compara o teste rapido ao antigeno rK39 — e
outros métodos soroldgicos, considerando o padrédo ouro a observacdo direta de
formas amastigotas de Leishmania spp., em espécimes hematoldgicos — apresentou
sensibilidade de 92% (91,49 — 92,99) e especificidade de 95% (94,30 — 95,48) para
o teste rapido imunocromatografico (MAIA et al., 2012).

A identificacdo laboratorial da leishmaniose pode ser feita, também, pela
deteccdo de material genético da Leishmania spp. por reacdo da cadeia da

polimerase (PCR) ou por hibridizagdo, em aspirado de medula 6ssea ou esplénico,
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material de bidpsia e, inclusive, em sangue ou soro dos pacientes (MURRAY et al.,
2005; MORENQO et al., 2006).

Em coinfectados com HIV, os testes sorologicos para LV apresentam menor
sensibilidade. Quando esses testes encontram-se positivos e este paciente
apresenta sintomatologia clinica para LV, os testes sorolégicos apresentam bom
valor diagnéstico. Contudo, testes sorologicos negativos ndo excluem a
possibilidade de LV nestes pacientes, por isso sdo necessarios testes moleculares
ou parasitolégicos adicionais (COTA et al., 2012).

Os anticorpos séricos contra a L. donovani permanecem detectaveis por
periodo de tempo ainda indeterminado, porém, sabe-se que este tempo é longo,
mesmo apos tratamento efetivo da doenca (SILVA et al.,, 2006). Os ensaios
sorologicos, portanto, ndo fazem distincdo entre doenca ativa e passada, nao
auxiliando no diagnéstico de recidivas. Outra limitagdo seria a proporcdo de
individuos saudaveis vivendo em &reas endémicas, que poderiam ter exames
sorologicos positivos, porém sem doenca ativa. Os testes sorolégicos devem ser
sempre utilizados em combinacdo com a definicdo clinica de caso suspeito para LV
(SUNDAR et al., 2006).

Portanto, o diagndstico da LV pode ser feito pela associacdo da historia
clinica e epidemioldgica e a observacdo direta do parasita ou 0 exame sorologico
positivo (BRASIL, 2003). O diagnostico pode também ser feito pela associacdo da
histéria clinica e epidemiolégica e pela observacdo do parasita em cultura de
material biolégico ou identificacdo de material genético das espécies do complexo L.

donovani, por PCR ou hibridizacéo.

2.6 TRATAMENTO DA LV NO BRASIL

Varias drogas, com diversos esquemas terapéuticos, tém sido utilizadas para
o tratamento dos pacientes com LV, entre elas os antimoniais pentavalentes, as
anfotericinas B, a pentamidina, a paramomicina e o0 miltefosin. No Brasil,
rotineiramente sdo utilizados os antimoniais pentavalentes (antimonial de n-metil
glucamina), e a anfotericina B (anfotericina B deoxicolato e formulagdes lipidicas da

anfotericina B) para o tratamento da LV.

2.6.1 Antimoniais pentavalentes
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Os antimoniais pentavalentes (antimonial de n-metilglucamina e
estibogluconato de sodio) estdo entre as drogas mais antigas para o tratamento da
LV. Os antimoniais foram, durante décadas, a primeira escolha para o tratamento de
pacientes com LV e continuam como primeira linha terapéutica em grande parte do
mundo. Em algumas regibes, especialmente na india, observa-se aumento
progressivo da resisténcia a droga e nessas regides o tratamento padrdo €,
geralmente, realizado com formulacdes de anfotericina B. (OLLIARO et al., 2005).
Entretanto, ndo tém sido reportadas taxas significativas de resisténcia a esse
tratamento no Brasil (MELO; FORTALEZA, 2013).

Os mecanismos de acdo dos antimoniais pentavalentes ainda séo incertos.
Apesar de ndo totalmente estabelecida, a acéo leishmanicida dos antimoniais
parece estar associada a glicélise, a inibicdo da fosforilacdo ADP dependente e a
inibicdo da topoisomerase | e da trypanothione redutase (CROFT; YARDLEY, 2002).

A medicacdo pode ser administrada por via venosa ou intramuscular. O
esquema terapéutico mais utilizado de n-metilglucamina, no Brasil, é de 20mg/Kg/dia
do antimonial, com dose méaxima diaria de 1215mg/dia, durante 20 a 40 dias
(BRASIL, 2006). Apesar da correlacdo observada entre a dose total da medicagéo e
a taxa de cura, o aumento da toxicidade parece estar relacionado ao aumento da
dose total da medicacdo (MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013). A eficacia no
tratamento com antimonial encontra-se acima de 95% em diversas partes do mundo,
onde a resisténcia aos antimoniais é baixa (MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ,
2013). Porém, pacientes coinfectados com HIV apresentam piores resultados, com
taxa de mortalidade até trés vezes maior com o0 uso dos antimoniais quando
comparada ao uso de formulag@es lipidicas de anfotericina B (COTA et al., 2013).
Os eventos adversos mais frequentemente associados aos antimoniais sao mialgia,
artralgia, elevacdo de transaminases, pancreatite e alteracdes eletrocardiogréficas,
sendo necessario o acompanhamento dos eventos adversos durante o uso da

medicacao.

2.6.2 Anfotericina B

As anfotericinas B se ligam aos precursores do ergosterol, levando a ruptura
da membrana e a morte da Leishmania spp (CROFT; YARDLEY, 2002). Diferentes
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esquemas terapéuticos e diferentes formulagcbes de anfotericina B tém sido
utilizados para o tratamento da LV, os quais, geralmente, apresentam altas taxas de
cura.

A anfotericina B deoxicolato (formulacdo convencional da anfotericina B) &
geralmente administrada na dose de 1mg/Kg/dia, por via intravenosa, em
administrac@o por mais de quatro horas, durante o periodo de 14 a 21 dias (MELO;
FORTALEZA, 2013). Apesar da eficacia do tratamento, o uso da anfotericina B
deoxicolato exige internacdo hospitalar e a medicacdo € sabidamente associada a
reacOes infusionais (febre, calafrios, flebites), a nefrotoxicidade, a hipocalemia e a
miocardite. A anfotericina B deoxicolato é tao efetiva quanto as formulacdes lipidicas
para o tratamento da LV (OLLIARO et al., 2005).

A anfotericina B lipossomal consiste na anfotericina B envolvida por colesterol
e outros fosfolipides em um lipossoma, o qual mantém a mesma eficacia dos
tratamentos com anfotericina B convencional, porém com maior estabilidade da
droga e menor toxicidade, especialmente menor nefrotoxicidade (OLLIARO et al.,
2005). A dose usualmente preconizada para tratamento da LV € de 20mg/Kg de
dose acumulada, em diversos esquemas terapéuticos. No Brasil, a anfotericina B
lipossomal é administrada, por via intravenosa, na dose de 3mg/Kg/dia, durante 7
dias ou 4mg/Kg/dia, durante 5 dias (BRASIL, 2006). Devido ao alto custo da
medicacdo e da internacdo hospitalar, diversos esquemas terapéuticos tém sido
testados nos pacientes com LV. Alguns estudos mostram esquemas de dose Unica
venosa de anfotericina B lipossomal, na posologia de 5mg/Kg ou 7.5mg/Kg, como
seguros e eficazes em aproximadamente 90% dos pacientes com LV, reduzindo,
dessa forma, os custos e o tempo de internacdo (SUNDAR et al., 2003). Porém,
estudos mais recentes ou outras regiées do mundo ndo consideram tais esquemas
como seguros, com taxas de falha terapéutica que contraindicam o uso de dose
Gnica (KHALIL et al., 2013). Portanto, apesar da recomendacdo de uso de dose
acumulada de 20mg/Kg, o melhor esquema terapéutico para tratamento da LV com
anfotericina B lipossomal ainda ndo estad totalmente definido. Uma metanalise
sugere que 0s esquemas terapéuticos com anfotericina B lipossomal sejam
superiores aos com antimonial entre os pacientes coinfectados com HIV. Entretanto,
0s pacientes coinfectados com HIV apresentam maior risco de recidivas (COTA,; de
SOUSA; RABELLO, 2011) e o melhor esquema de tratamento para estes ainda nao
esta estabelecido (COTA et al., 2013; BURZA et al., 2014).
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Os manuais de recomendacao de tratamento da LV do Ministério da Saude
do Brasil recomendam os antimoniais pentavalentes como primeira escolha ao
tratamento dos pacientes com LV e a anfotericina B deoxicolato como primeira
opcao de terapéutica a pacientes com LV grave (extremos de idade, ictericia,
fenbmenos hemorrdgicos, edema generalizado, toxemia, desnutricdo grave e
comorbidades), gestantes e pacientes com contra indicacdo ao uso dos antimoniais
(BRASIL, 2006). Porém, atualmente, o Ministério da Saude do Brasil tem
recomendado o uso da anfotericina B lipossomal a pacientes com mais de 50 anos,
aqueles com disfuncao renal, hepatica ou cardiaca, a individuos transplantados e a
casos muito graves de LV (BRASIL, 2011).

2.7 ASPECTOS IMUNOLOGICOS

A manifestacdo clinica da infeccdo por parasitas do complexo Leishmania
donovani é influenciada por fatores relacionados a viruléncia do parasita e a
resposta imune do hospedeiro. A resposta imune celular especifica tem importante
papel no controle da infeccao, levando a ativacdo de macrofagos e a resposta
citotdxica e, consequentemente, & morte dos parasitas intracelulares.

A LV humana apresenta complexa resposta imune, com corregulacdo de
citocinas pré e anti-inflamatorias, e aumento sérico de IFN-gama e IL-10 em
pacientes com doenca ativa, quando comparados a populacdo nao infectada
(CALDAS et al., 2005; PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006). Além das profundas
alteracdes na imunidade celular, ocorre ativacdo policlonal de células B, levando a
hipergamaglobulinemia e a elevados niveis de imunocomplexos circulantes (HAILU
et al., 2005).

A expressdo de varias citocinas como IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e
IFN-gama tem sido avaliada na imunopatogenia da LV. Considerando-se que essas
citocinas serdo alvo deste estudo, sdo descritos, abaixo, trabalhos relacionados ao

gue se sabe a respeito destas na LV.

2.7.11L-2

A IL-2 é importante fator de crescimento de células T. A resisténcia inicial a

infeccdo, na LV experimental, € associada a ativacdo de macrofagos pelo IFN-gama
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e a producédo de granuloma tecidual hepatico, levando a reducéo da replicacdo e a
destruicdo do parasita. Em estudos em animais, a IL-2 reduz a carga parasitaria
hepética devido ao aumento da expressdo de mRNA para IFN-gama in vivo, a
subsequente ativacdo de macroéfagos induzida por IFN-gama e a consequente morte
de parasitas intracelulares. Induz, também, a proliferacdo celular e o acumulo local
de células mononucleares, auxiliando na formac¢do dos granulomas teciduais e no
controle inicial da doenca (MURRAY et al., 1993).

Camundongos atimicos virgens BALB/c, infectados com L. donovani,
adquirem resisténcia e reduzem a carga parasitaria esplénica e hepatica apos quatro
semanas de infecgdo. Apesar desses animais permanecerem com baixas cargas
parasitarias por periodo de tempo prolongado, eles se tornam resistentes a recidiva
da doenca. A administracdo de anticorpos anti-IL-2 pode aumentar novamente a
carga parasitaria hepéatica em até cinco vezes, sugerindo a importante participacdo
da IL-2 na protecéo contra a LV (MURRAY; HARIPRASHAD; FICHTL, 1996).

Em camundongos, a IL-2 parece crucial no controle da atividade anti-
leishmania das células T. A IL-2 induz a producédo de IFN-gama durante a primeira
semana de infeccdo, que determina a protecao inicial do hospedeiro. Entretanto, a
IL-2 estimula, também, a replicacdo das células T com func¢bes regulatorias, cujas
acOes sdo mediadas pela IL-10, que suprime a resposta celular protetora do
hospedeiro. O tratamento precoce com anticorpos anti-IL-2 e anti-receptores de IL-2
(anti-IL-2R) associa-se a melhora clinica da doencga. Porém, o inicio do tratamento
apos uma semana de infeccao leva a reducéo no efeito protetor. O tratamento com
anticorpos anti-IL-10 funciona mesmo tardiamente apos a infeccdo. Os efeitos de
ambos tratamentos foram associados a reducédo de IL-10 e a elevacéo da producéo
de IFN-gama pelas células T CD4, sugerindo que as funcdes supressoras e
protetoras das células T nao foram definitivamente alteradas. As funcdes
regulatérias podem ser reduzidas e as fungdes de protecdo das células T podem ser
recuperadas com o bloqueio da IL-2 ou IL-10, dependendo do tempo de inicio da
infeccdo (BODAS et al., 2006).

Pacientes com LV geralmente ndo demonstram adequada resposta imune
celular. Dessa forma, em estudos com humanos, pacientes com LV ativa,
apresentam concentracdes plasméaticas de IL-2 menores que pacientes curados ou
com infec¢cdo assintomatica (COSTA et al., 2012). Criancas com LV grave, que

evoluiram para o 0bito ndo apresentavam dosagens plasmaticas detectaveis de IL-2



29

(GAMMA et al., 2013). Devido ao efeito de estimulacdo na replicacéo das células T,
a IL-2 pode aumentar a contagem de células T CD4 em pacientes HIV+, apesar
disso, o uso de IL-2 recombinante ndo foi associado a recuperacdo imune em um
paciente coinfectado com LV e HIV (BOSSOLASCO et al., 2007).

2.7.21L-4

A IL-4 é uma citocina produzida principalmente pelos linfécitos T CD4+ e
pelos mastdcitos ativados. Ela estimula a producdo de anticorpos IgE, importantes
na defesa de infec¢cdes helminticas; estimula o desenvolvimento de células Th2;
contribui, junto a IL-13, para uma forma de ativacdo de macrofagos que leva a
inibicdo da defesa contra microrganismos intracelulares e estimula o agrupamento
de leucécitos (GORDON; MARTINEZ, 2010; PAUL; ZHU, 2010).

A susceptibilidade aos patégenos intracelulares ocorre durante a transicao
precoce da imunidade inata a imunidade especifica. Classicamente, a IL-4 induz a
diferenciacdo de células T virgens para o perfil Th2, entretanto, o papel da IL-4 na
inducdo da resposta Th2 ndo esta totalmente elucidado. Em modelos experimentais,
a IL-4, quando presente na ativacdo inicial das células dendriticas, estimula a
produgéo de IL-12. Ao seu turno, a IL-12 estimula a resposta imune do tipo Thil,
protetora para L. major em camundongos BALB/C, previamente susceptiveis
(BIEDERMANN et al., 2001). Porém, camundongos cuja acao da IL-4 foi bloqueada,
como os camundongos IL-4(-/-) ou os camundongos IL-4 receptor alfa(-/-),
apresentam aumento de carga parasitaria hepética, retardo na maturacdo dos
granulomas hepaticos e diminuicdo na acado anti-leishmania nas fases iniciais da
infeccdo pela L. donovani (STAGER et al.,, 2003). Entretanto, quando presente
tardiamente, a IL-4 induz a diferenciagcdo para o perfil Th2 e a progressdo da
doenca, mesmo em animais previamente resistentes (BIEDERMANN et al., 2001). A
IL-4 inibe a ativacdo de macrofagos para a destruicAo de microrganismos
intracelulares e permite, assim, o aumento da replicacao intracelular da Leishmania
spp. (MIRALES et al., 1994).

Considerando a imunidade inata, pacientes com LV apresentam maior
frequéncia de neutréfilos e de células NK produtoras de IL-4 que pacientes tratados
e curados de LV (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005). Pacientes com LV ativa

apresentam maiores concentracdes plasmaticas de IL-4 que individuos sem LV
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(ZWINGENBERGE et al., 1990; COSTA, 2012; DUTHIE et al., 2014). As altas
concentragbes de IL-4 durante a doenga ativa podem ter importante papel na
inibicdo da ativacdo de macréfagos e na consequente diminuicdo da sua capacidade
de eliminacdo da Leishmania spp. intracelular.

Pacientes coinfectados LV/HIV apresentam maiores concentracdes de IL-4 e
IL-10 circulantes que pacientes HIV sem LV. As células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com coinfeccédo LV/HIV apresentam aumento de producéo de
IL-4 ap6s estimulacdo com fitohemaglutinina, 0 que ndo ocorre com pacientes HIV
sem LV. A IL-4 apresenta importante papel na manutencao do perfil de resposta
Th2 e, provavelmente, pode estar relacionada a pior resposta ao tratamento e a
maior risco de recidiva entre os pacientes coinfectados com o HIV (NIGRO et al.,
1999).

2.7.3IL-6

A IL-6 exerce efeitos em diferentes alvos moleculares e tipos celulares,
apresentando efeitos locais e sisttmicos em respostas inflamatérias agudas. Ela
pode ser produzida por mondécitos, células endoteliais e células Te ativa genes alvos
envolvidos na diferenciagéo, na sobrevivéncia, na apoptose e na proliferacéo celular.
Suas principais acfes consistem na inducédo da producao hepatica de proteinas de
fase aguda, na estimulacdo da producdo de neutréfilos na medula 6ssea, na
diferenciacao final e producao de anticorpos de linfocitos B ativados e na ativacao de
células T (HEINRICH et al., 2003). A IL-6, juntamente a IL-21, apresentam papel
crucial na diferenciacédo das células T auxiliares foliculares (TFH), as quais exercem
interacdo com células B nos centros germinativos dos foliculos linféides, mediando a
imunidade humoral, diferenciando plasmdcitos de vida longa e células B de
memoria, e cuja desregulacdo na producdo de anticorpos pode estar associada a
doencas autoimunes (CANNONS; LU; SCHWARTZBERG, 2013; PARK et al., 2014;
VINUESA; SANZ; COOK, 2009).

Quando comparados com individuos saudaveis, os niveis de IL-6 encontram-
se elevados em pacientes com LV durante a fase ativa da doenca. ApdOs o
tratamento, as concentragfes séricas de IL-6 reduzem rapidamente (CENINI et al.,
1993; ANSARI; SALUJA; SALOTRA, 2006). Os niveis de IL-6 permanecem em

baixos titulos por longo periodo de tempo, porém significativamente maiores que em



31

controles negativos (ANSAR; SALUJA; SALOTRA, 2006). Nos pacientes que
apresentam recidiva da LV, entretanto, observam-se altas concentra¢des séricas de
IL-6 logo ao diagnéstico da reativacdo (van der POLL; ZIJLSTRA; MEVISSEN,
1995). Em cées observam-se altas concentracdes de IL-6 durante a doenca ativa,
sugerindo que essa citocina pode, nesses animais, ser utii como marcador de
doenca em atividade (de LIMA; PEIRO; de OLIVEIRA VASCONCELOS, 2007).

A IL-6 parece exercer funcao critica na habilidade das células dendriticas em
inibir o desenvolvimento de células T CD4+ produtoras de IL-10, o que auxilia na
protecdo do hospedeiro contra a L. donovani na LV experimental (STAGER et al.,
2006).

Apesar de ser considerada como citocina pro-inflamatéria, a IL-6 pode exercer
também sua funcédo por intermédio de acdes supressivas e anti-inflamatérias na LV.
Observa-se que camundongos IL-6 (-/-) com LV apresentam melhor controle da
replicacdo da L. donovani, morte precoce dos parasitas e resolucdo acelerada da
infeccdo hepatica (MURRAY, 2008).

Em estudo cujo objetivo é avaliar o papel das citocinas na gravidade da
apresentacdo clinica da LV, altos titulos de IL-6 foram encontrados entre o0s
pacientes que evoluiram para o Obito. A IL-6 estava direta e independentemente
associada a edema, a coagulacao intravascular disseminada, a neutropenia, a dano
hepatico, a producdo de proteinas de fase aguda e a inducdo de outras citocinas
como IL-1-beta, IFN-gama e IL-8, sugerindo papel importante da citocina na
letalidade da doenca (COSTA et al., 2013).

Na coinfeccdo LV/HIV, os parasitas estabelecem complexa relacdo no
microambiente celular. Em cultura de células humanas, o aumento dos niveis de IL-6
e TNF, devido a infeccdo pela Leishmania infantum, leva ao aumento da replicagao

viral do HIV nas células dendriticas e nas células T (GARG et al., 2009).

2.7.41L-10

A IL-10 inibe a ativacdo e a funcdo efetora das células T, mondcitos e
macrofagos. Regula o crescimento e a diferenciacdo de células B, células NK,
células T auxiliares, células T citotoxicas, mastocitos e granulécitos e influi na

diferenciacdo e fungdo das células T reguladoras. Dessa forma, a IL-10 esta
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envolvida no controle das respostas imunes inata e induzida por células e nos
mecanismos de tolerancia imunolégica (MOORE et al., 2001).

A IL-10 atua de forma decisiva quanto a inibicdo da resisténcia a L. donovani
(MURPHY et al., 2001). A IL-10 modula a ativacdo Thl o que leva a reducdo na
producdo de IL-12 e IFN-gama e inibe a ativacdo de macrofagos e a habilidade
dessas células em destruir a Leishmania spp. (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998). As
células mononucleares do sangue periférico de individuos com LV tratada
apresentam alto indice de proliferacdo quando estimuladas com antigeno de L.
infantum. O indice de proliferacdo e a producdo de IFN-gama sao reduzidos na
presenca de neutralizantes de IL-12 ou na presencga de IL-10 recombinante, fato o
qgual destaca a importancia dessas citocinas na patogénese da LV (BACELLAR et
al., 2000).

Em modelos experimentais, a infeccao inicial pela L. infantum pode levar a
regulacdo negativa de fatores de transcricdo em culturas de macrofagos humanos
isolados, levando a falha na ativacéo classica dos macréfagos. Entretanto, a adi¢ao
de células T virgens estimula a producdo de citocinas de padrdo Thl como IL-6 e
IFN-gama e, simultaneamente, a producédo de citocinas moduladoras, como IL-10.
As modificagbes precoces no microambiente do sitio de infeccdo podem, portanto,
conduzir ao desenvolvimento de uma resposta protetora Thl, e em seguida pela
modulacdo dessa mesma resposta, determinando o curso inicial da resposta imune
contra a L. infantum (ETTINGER; WILSON, 2008).

Os pacientes com LV ativa apresentam niveis plasmaticos de IL-10 maiores
que pacientes assintomaticos, curados ou controles ndo infectados (COSTA et al.,
2012; KURKJIAN et al., 2006; ANSARI; SALUJA; SALOTRA, 2006; PERUHYPE-
MAGALHAES et al., 2006; CALDAS et al., 2005; HAILU et al.,2005). Os niveis de IL-
10 diminuem significativamente apoOs tratamento especifico da LV (ANSARI,
SALUJA; SALOTRA, 2006).

Os elevados niveis de IFN-gama, de TNF, de IL-6 e de IL-10 estdo
associados ao estado de doenca na LV, evidenciando a complexa interacdo entre
citocinas inflamatorias e regulatérias na doenca (PERUHYPE-MAGALHAES et al.,
2006). Em individuos infectados com L. donovani, a presenca da IL-10 e sua
capacidade de inibir a ativacdo de macrofagos para a destruicdo dos parasitas
intracelulares, a baixa frequéncia de mondcitos produtores de TNF no sangue

periférico e a deficiéncia da producdo do IFN-gama nos estagios iniciais da infec¢ao
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podem estar associadas ao desenvolvimento da LV (CALDAS et al., 2005;
PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006).

Os pacientes com coinfeccédo LV/HIV apresentam menores dosagens de IL-10
gue pacientes com LV sem coinfeccdo com HIV (MEDRANO et al., 1998; COSTA et
al., 2013). As células mononucleares do sangue periférico de pacientes coinfectados
com HIV produzem mais IL-10 apds estimulacdo que os pacientes HIV sem
coinfeccdo. Este aumento na producédo de IL-10 pode estar associado a falhas de
tratamento e a recidivas mais frequentes da LV nessa populacdo (NIGRO et al.,
1999).

Além disso, os niveis circulantes de IL-10 se correlacionam significativamente
a carga parasitaria na LV (VERMA et al., 2010).

Os pacientes que evoluem para cura apoOs tratamento da LV apresentam
queda significativa de IL-10, ap0s o tratamento especifico. A permanéncia dos niveis
de IL-10 em pacientes aparentemente curados foi associada a recidiva da LV
(MONDAL et al., 2010). J4 os que apresentam sinais de gravidade para LV exibem
altos niveis de IL-10 (GAMA et al., 2013)

2.75IL-17A

A IL-17A é uma citocina produzida principalmente pelas células Th1l7 e atua
estimulando a producdo de quimiocinas e de TNF, sendo capaz de recrutar
neutréfilos e mondécitos e aumentar a geracao desses primeiros na medula 6ssea.
Estimula, também, a producédo de substancias antimicrobianas como as defensinas,
as quais demonstram-se importantes ao mecanismo de defesa propiciado pela acao
dos neutrdfilos, em sua capacidade de ingerir e de matar bactérias e fungos
extracelulares (OUYANG; KOLLS; ZHENG, 2008). A diferenciacdo das células Th17
€ estimulada pelo TGF-beta, assim como a diferenciacdo de células T virgens para
células T regulatérias CD4+CD25+FoxP3+ (Treg), colocando as células Thl7 em
estreita interrelacdo com as células Treg (KORN et al., 2009).

Na leishmaniose mucosa, camundongos com deficiéncia de regulacéo
mediada pela IL-10 apresentam lesGes maiores e niveis de IFN-gama e IL-17 mais
elevados. O IFN-gama contribui para a regulagéo da resposta IL-17. O bloqueio do
IFN-gama leva ao aumento de IL-17 e a piora das lesbes (GONZALEZ-LOMBANA et
al., 2013).
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As células mononucleares do sangue periférico de pacientes humanos com
leishmaniose cutanea ou mucosa produzem maiores concentracdes de IL-17 que
pacientes controle. Existe correlacdo fortemente positiva entre o numero de células
expressando IL-17 e a intensidade do infiltrado inflamatério nas lesGes de
leishmaniose cutanea, sugerindo a participacdo da IL-17 na patogénese das
leishmanioses (BACELLAR et al., 2009).

Pacientes com LV em atividade apresentam maiores niveis de IL-17 (DUTHIE
et al.,, 2014; ELSHAFIE et al., 2011). A IL-17 e a IL-22 s&o citocinas fortemente
associadas a protecdo contra LV em humanos. Durante surto de LV no Sudao,
verificou-se que o risco de passado de LV em individuos produzindo baixos niveis de
IL-17 era 20 vezes maior que em individuos produzindo altos niveis de IL-17.
Pacientes naturalmente resistentes, com niveis elevados de IL-17 e IL-22, podem
reagir mais rapidamente a infeccéo por L. donovani atraindo efetores da imunidade
inata e recrutando células Thl para os tecidos, aumentando, consequentemente, a
atividade microbicida dos fagocitos. Dessa forma Thl e Thl7 podem apresentar
papel complementar na protecdo contra LV (PITTA et al., 2009).

Estudo experimental para tratamento da LV com curdlan (nova droga
imunomoduladora) mostra que a medicacéo leva a producao de citocinas de padréao
Thl e Thl7 e a melhora clinica em camundongos BALB/c infectados com L.
donovani, sugerindo, também, o papel complementar das respostas Thl e Th17 no

controle e na melhora precoce da LV (GHOSH et al., 2013) .

2.7.6 TNF

O TNF é produzido por macrofagos, por células dendriticas e por linfécitos T.
E capaz de ativar as células endoteliais, levando a inflamac&o e a coagulacéo, de
ativar neutrdfilos, de aumentar a sintese hepética de proteinas de fase aguda, de
aumentar o catabolismo celular e de desencadear a apoptose em diversos tipos
celulares. O TNF exerce papel essencial na cascata de citocinas de varias doengas
inflamatorias (PARAMESWARAN; PATIAL, 2010).

Em estudos animais, o TNF é essencial no recrutamento de linfocitos para a
formacao de granulomas hepaticos, necessarios a reducao da replicacao inicial da L.
donovani. A produgéo de oxido nitrico sintase induzivel, necessaria para a morte dos

parasitas intracelulares, € diminuida em camundongos deficientes em TNF. Dessa
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forma, destaca-se a importancia do TNF para o controle da LV (WILHELM et al.,
2001; ENGWERDA et al., 2004).

Apesar do papel do TNF no controle inicial da infec¢ao pela Leishmania spp.,
0S pacientes com LV ativa apresentam maiores dosagens plasmaticas de TNF que
os individuos ndo infectados ou com infec¢ao assintomatica (BARRAL-NETTO et al.,
1991; PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006; COSTA et al., 2012). Porém, observa-
se baixa frequéncia de leucocitos produtores de TNF no sangue periférico dos
individuos com doenca ativa, especialmente de mondcitos produtores de TNF, fato o
qual sugere que outros sitios corporais acometidos pela L. chagasi podem ser os
responsaveis pela producéo de TNF na LV (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006).
Os niveis séricos de TNF reduzem rapidamente apds o tratamento especifico,
entretanto, pacientes que ndo respondem ao tratamento mantém niveis elevados de
TNF (BARRAL-NETTO et al., 1991).

Em pacientes com LV apés o tratamento, o aumento na producédo de IL-12,
TNF e IFN-gama por células mononucleares de sangue periférico estimuladas por
antigeno especifico de L. donovani foi associado a cura da LV. Os individuos que
ndo apresentam aumento da producdo de IL-12, TNF e IFN-gama estimulo-
especifico apresentam maior risco de recidiva da doenca, o que reforca a
participacéo dessas citocinas no controle da LV (MONDAL et al., 2010).

O TNF estad fortemente associado a gravidade clinica da LV. Pacientes
exibindo sangramentos espontaneos apresentam maiores dosagens de TNF que
aqueles sem sangramentos. Descreve-se, também, correlacdo negativa entre 0s
niveis de TNF e a contagem de neutréfilos nos pacientes com LV (COSTA et al.,
2013).

A participacdo do TNF no controle inicial das leishmanioses também pode ser
destacada pelos diversos relatos de casos de LV e leishmaniose cutanea em
pacientes em uso de drogas anti-TNF para tratamento de doencas autoimunes (de
LEONARDIS et al., 2009; KRITIKOS et al., 2010).

Ao se avaliar a coinfecgdo com HIV, o aumento dos niveis de IL-6 e TNF,
secundério a infeccdo pela L. infantum, leva ao aumento da replicagdo viral em
cultura de células dendriticas e de células T humanas (GARG et al.,, 2009). Os
pacientes coinfectados com LV e HIV apresentam maiores concentracdes séricas de
TNF e IFN-gama que os pacientes com HIV sem LV. As dosagens de TNF podem

permanecer aumentadas mesmo apOs o tratamento da LV. Durante o curso da
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doenca, os pacientes coinfectados com HIV apresentam queda da contagem de
linfécitos T CD4+ e aumento transitério da viremia, o qual sugere que o TNF pode ter
relacdo com a complexa interacdo LV/HIV, levando a curso mais acelerado da
infeccéo pelo HIV (MEDRANO et al., 1998).

2.7.7 IFN-gama

O IFN-gama é a principal citocina ativadora dos macréfagos. O IFN-gama
ativa diversas vias de sinalizagcao e fatores de transcricédo, induzindo a producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), a producdo de éxido nitrico e de enzimas
lisossdbmicas, destruindo micro-organismos intracelulares fagocitados nos
macrofagos. Promove, entre varias funcdes, a diferenciacédo de células T CD4+ para
o perfil Thl e inibe a diferenciacdo de células Th2 e Thl7; estimula a expresséo de
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal e a apresentacdo de
antigenos, amplificando a resposta imunoldgica dependente de células T (BILLIAU;
MATTHYS, 2009).

A resisténcia inicial a infeccdo pela L. donovani esta associada a acao do IFN-
gama e a ativacdo de macréfagos, induzindo a producdo de ROS e oxido nitrico e,
consequentemente, levando a destruicdo dos parasitas intracelulares (GANTT et al.,
2001).

O desenvolvimento da LV apds a infeccdo inicial pela L. donovani esta
associada a supressao Thl e ao aumento de producéo de citocinas Th2 como IL-4 e
moduladoras como a IL-10 (KHARAZMI et al.,, 1999; CARVALHO et al., 1985;
BACELLAR et al., 2000).

Os individuos com LV ativa apresentam niveis plasmaticos de IFN-gama
maiores que 0s pacientes assintomaticos, os curados ou os controles néo infectados
(CALDAS et al.,, 2005; HAILU et al.,2005; COSTA et al.,, 2012). Neutrofilos,
eosinofilos, células NK, células T CD4+ e células T CD8+ produtoras de IFN-gama
sdo encontradas mais frequentemente no sangue periférico de doentes com LV ativa
que em assintomaticos ou n&o infectados. (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006).
Apos tratamento, a diminuigdo significativa dos niveis de IFN-gama e IL-10 ocorre
(CALDAS et al., 2005; ANSARI; SALUJA; SALOTRA, 2006). Apesar das

concentracdes séricas de IFN-gama durante a doenca ativa, a falha na atividade do
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IFN-gama pode estar relacionada a presenca de elevados niveis de IL-10 e de TGF-
beta, citocinas que diminuem a ativagdo dos macrofagos (NYLEN; SACKS, 2007).

Os pacientes com LV sintomaticos apresentam diminuicdo na producao de
IFN-gama pelos linfécitos T CD4" e T CD8", ap0s estimulagdo, quando comparados
a individuos assintomaticos ou a populacéo controle. Porém, pacientes com infeccéo
assintomatica pela L. donovani apresentam producédo de IFN-gama em linfocitos T
CD4" e T CD8" semelhantes a populagdo nio infectada. Isso sugere o papel da
supresséo de resposta dessas subpopulacdes celulares para a evolucdo da doenca
(HAILU et al., 2005).

No que tange aos pacientes, 0s que apresentam sinais e sintomas
classicamente relacionados a gravidade na LV apresentam menores concentracfes
de IFN-gama e maiores niveis de IL-10 circulantes que o0s pacientes sem sinais de
gravidade (GAMA et al., 2013).

Os portadores do HIV coinfectados com LV apresentam maiores niveis
séricos de IFN-gama que portadores do HIV sem LV (MEDRANO et al.,, 1998).
Porém, as células mononucleares do sangue periférico de pacientes coinfectados
com HIV produzem menos IFN-gama apés estimulacdo que as de pacientes HIV+
sem coinfeccdo, podendo a menor producdo de IFN-gama antigeno-induzida estar
associada a maior chance de falha de tratamento nos pacientes com a coinfeccéo
LV/HIV (NIGRO et al., 1999).

Apesar do grande avanco na compreensdo dos aspectos imunolédgicos
associados a leishmaniose, o papel das citocinas na resposta imune na LV e sua
relacdo com a gravidade de apresentacdo clinica da doenca ainda néo estéo
totalmente esclarecidos.

Dessa forma, partindo da hip6tese que as citocinas tém importante acao na
imunopatogenia da doenca, foram aqui comparadas as dosagens plasmaticas das
citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e IFN-gama antes e apds o tratamento
de pacientes com LV. Considerando a hipétese de que as citocinas estdo envolvidas
na gravidade da apresentagdo clinica da LV, foi avaliada a associagdo entre as
dosagens plasmaticas das mesmas citocinas e a coinfeccdo com HIV, e entre as
citocinas e a presenca de fatores de risco para gravidade e para 6bito, como
sangramentos espontaneos, dispneia, ictericia, hemoglobina basal, global de

leucdcitos, contagem de plaguetas e evolugéo para 6bito.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a expressao de citocinas plasmaticas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,
TNF e IFN-gama em pacientes com LV ativa e pés-tratamento, a sua relacdo com a

coinfeccao LV/HIV e com parametros clinicos e laboratoriais de gravidade na LV.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a expressao das citocinas plasmaticas em pacientes com LV antes
e apos o tratamento especifico.

Comparar a expressao das citocinas plasmaticas em pacientes com LV e em
pacientes com a coinfeccdo LV/HIV.

Avaliar a relacdo entre a expressdo das citocinas plasmaticas e a ocorréncia
de Obito em pacientes com LV.

Avaliar a relacdo entre os niveis plasmaticos das citocinas e a ocorréncia de
critérios clinicos de gravidade da LV.

Avaliar a correlacdo entre as citocinas estudadas e os dados hematoldgicos

nos pacientes com LV.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 DELINEAMENTO

O presente trabalho apresenta dois delineamentos de pesquisa distintos. Para
a avaliacdo da expressao das citocinas plasméticas na doenca ativa foi realizado um
estudo experimental, no qual as dosagens das citocinas foram comparadas antes e
apos o tratamento especifico da LV. Para a avaliacdo da associacdo das dosagens
das citocinas e a presenca da coinfeccdo com HIV, ou a presenca de parametros
clinicos e laboratoriais de gravidade da LV ou o 6bito foi realizado um estudo

transversal, com os pacientes com LV antes do tratamento especifico.
4.2 PACIENTES

Foram identificados 40 pacientes, internados ou atendidos consecutivamente
no Hospital Eduardo de Menezes da Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas
Gerais (FHEMIG), no periodo de agosto de 2013 a fevereiro de 2014, que
apresentaram pelo menos dois de trés sinais, a saber: i) febre; ii) hepatomegalia
e/ou esplenomegalia e iii) citopenias. Desses pacientes, 21 tiveram confirmacéo do
diagnéstico de LV e foram incluidos no estudo. Ndo houve restricdo de sexo, de

idade ou de cor de pele dos pacientes.
4.2.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo pacientes com manifestacdes clinicas e
epidemiologia compativeis com LV, antes do inicio do tratamento especifico, e com
diagnoéstico confirmado por observacdo direta do parasita em aspirado de medula
0ssea ou presenca do parasita pelo PCR positivo ou teste sorologico positivo para
infeccdo  por Leishmania do complexo Leishmania donovani (teste
imunocromatografico de pesquisa de anticorpos anti-rK39 ou imunofluorescéncia

indireta), excluidos outros diagndsticos.
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4.2.2 Critériode excluséo

Pacientes em uso de drogas imunomoduladoras (corticoides em dose

imunossupressora, quimioterapicos, citostaticos etc).
4.2.3 Caracterizagéo dos pacientes

Foram estudados inicialmente 40 pacientes, dos quais 21 tiveram diagndstico
confirmado de LV. Entre os pacientes excluidos, 11 tiveram confirmacdo de
patologia diferente da LV, a qual justificava os sinais e sintomas, sete nao tiveram
confirmacédo de LV por nenhum dos métodos utilizados e um se recusou a participar
do estudo, entretanto o seu diagnéstico ndo era de LV.

Dos pacientes incluidos na pesquisa 14 (66,67%) eram masculinos. A idade
dos pacientes variou de 15 a 68 anos, com média de aproximadamente 42 anos e
mediana de 39 anos.

O diagnéstico da LV foi realizado por observacdo direta do parasita em
aspirado de medula 6ssea em 17 pacientes (80,95%), por associacdo de sinais e
sintomas clinicos e exame soroldgico em trés pacientes (14,29%) e em um (4,76%)
pela histéria clinica compativel, pela sorologia positiva e pela deteccdo de L.
donovani por PCR em sangue periférico.

Febre esteve presente em 85,71% dos pacientes, hepatomegalia em 85,71%
e esplenomegalia em 80,95% dos pacientes. Além disso, todos apresentavam
anemia, com hemoglobina variando de 5,7g/dL a 10,4g/dL, média de 8,0g/dL. O
global de leucécitos variou de 400cel/mm® a 4.900cel/mm®, com média de
1.631cel/mm®. O nimero de neutréfilos variou de 60cel/mm?® a 2.378cel/mm?®, com
média de 821cel/mm?®. O nimero de linfécitos variou de 140cel/mm? a 2.450cel/mm?,
com média de 600cel/mm?. A dosagem de plaquetas variou de 16.000cel/mm?® a
149.000cel/mm?, com média de 77.381cel/mm?.

A coinfecgdo com HIV estava presente em sete pacientes, sendo seis com
diagnaostico prévio do HIV, em uso irregular de antirretrovirais. Em outro paciente, o
diagnostico de HIV foi estabelecido em funcéo do diagnostico da LV. Nos pacientes
coinfectados com HIV, a contagem média de linfécitos T CD4+ foi de 80cel/mm?,

variando de 4 a 171cel/mm? (Tabela 4.1).



41

Tabela 4.1: Dados demograficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes com LV pré-
tratamento, internados no Hospital Eduardo de Menezes, de agosto de 2013 a
fevereiro de 2014 (N=21 pacientes).

N (%)
DADO DEMOGRAFICO, CLINICO OU LABORATORIAL ou
MEDIA + DESVIO PADRAO
SEXO M 14 (66,67%)
IDADE (anos) 42 + 16

DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO EM ASPIRADO DE

MEDULA OSSEA 17 (80,95%)

FEBRE 18 (85,71%)
HEPATOMEGALIA 18 (85,71%)
ESPLENOMEGALIA 17 (80,95%)
HEMOGLOBINA (g/dL) 8,0+15
GLOBAL DE LEUCOCITOS (cel/mm®) 1.631 + 975
PLAQUETAS (cel/mm®) 77.381 + 39.586
COINFECCAO COM HIV 7 (33,33%)

As citocinas plasmaticas foram dosadas antes e, aproximadamente, 40 dias
apos o inicio do tratamento especifico. Como a opc¢éo terapéutica para tratamento
da LV ficou a escolha dos médicos assistentes, optou-se por um periodo de coleta
das amostras de sangue apOs o0 tratamento que seria compativel com qualquer
esquema de tratamento. Porém, dos 21 pacientes acompanhados, 20 foram tratados
com anfotericina B lipossomal na dose total de 20mg/Kg e um paciente foi tratado
com anfotericina B deoxicolato, dose total de 25mg/Kg.

Foram obtidas 12 amostras ap0s o tratamento. Entre os pacientes cujas
amostras ndo foram coletadas apds o tratamento trés haviam evoluido para 6bito,
dois apresentavam critérios sugestivos de recidiva da doenca na data da coleta da
amostra, apés o tratamento, e quatro ndo retornaram para nova coleta de sangue.
Por isso, ndo foi possivel a coleta do material apds o tratamento, mesmo com a
tentativa de busca ativa dos pacientes. Apesar da gravidade dos doentes, nenhum
apresentava critérios de sindrome de resposta inflamatéria sistémica no momento da

coleta do sangue antes ou apos o tratamento.

4.2.4 Tamanho da amostra

Devido a escassez de dados na literatura, foram analisadas, para o calculo
amostral, somente as dosagens de IL-10, de TNF e de IFN-gama, em estudos
prévios (ANSARI; SALUJA; SALOTRA, 2006; CALDAS et al.,, 2005).,Para obter
poder de 80% e erro alfa de 0,05 e considerando o desfecho de diferenca entre as

dosagens de citocinas antes e apds o tratamento especifico, 0 tamanho da amostra
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seria de nove pacientes. Quando considerado o desfecho de diferenga nas
dosagens das citocinas entre pacientes coinfectados ou ndo com HIV, para o
mesmo poder e erro, analisando as dosagens de IL-10 e IFN-gama em estudos
prévios (MEDRANO et al.,, 1998), o tamanho da amostra poderia ser de 21
pacientes, dos quais sete deveriam ser coinfectados com HIV. Foi utlizado o
programa estatistico Power and Sample Size Calculation 3.0.43.( Dupont WD,
Plummer WD, free software, USA).

4.3 METODOS

4.3.1 Historia clinica e exame fisico

Os pacientes foram submetidos a anamnese detalhada e ao exame clinico
minucioso pelo doutorando. Estes ou seus responsaveis legais foram convidados a
participar voluntariamente do estudo e, a eles, foi apresentado o TCLE. Os
individuos que aceitaram participar da pesquisa tiveram seus dados demograficos,
clinicos e laboratoriais anotados em formulario proprio da pesquisa, para
caracterizacdo da populacédo de pacientes em estudo (APENDICE A). Os exames
laboratoriais de acompanhamento dos pacientes suspeitos de LV foram coletados de

acordo com a rotina dos médicos assistentes.

4.3.2 Obtencéo e congelamento do plasma

Os pacientes foram submetidos a puncéo venosa para coleta de aliquota de
sangue (6mL), para a dosagem das citocinas, antes e aproximadamente 40 dias
apos o inicio do tratamento especifico,. As amostras de sangue pré-tratamento
foram colhidas no momento em que se tinha a suspeita de LV, portanto os pacientes
ja apresentavam sinais e sintomas sugestivos da doenca.

ApoOs as coletas, as amostras de sangue periférico foram imediatamente
centrifugadas e tiveram o plasma separado ou foram encaminhadas imediatamente
para processamento no Laboratorio de Biologia das Interacdes Celulares (LABIC/
ICB/UFMG). As amostras foram centrifugadas a 1.200 rpm por 10 minutos, a

temperatura ambiente (20°C), o plasma foi separado e congelado a -20°C.
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4.3.3 Preparo das amostras

O plasma foi descongelado em banho-maria a temperatura de 37°C. As
amostras foram novamente centrifugadas na microcentrifuga por 10min a 14.000rpm

e foi separado o sobrenadante.

4.3.4 Preparo dos padrdes

As dosagens das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e IFN-gama
foram realizadas utilizando o BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit.

As esferas de padrao liofilizado humano Th1/Th2/Th1l7 foram transferidas
para um tubo Falcon, identificado como “Top Standard - TS”. O padrao foi
reconstituido com 2mL do Reagente G. O tubo reconstituido permaneceu em
repouso por 15 minutos, a temperatura ambiente. Foram, entdo, numerados 8 tubos
de FACS para realizacdo de diluicGes seriadas: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128
e 1/256. Foram adicionados 300 pL de reagente G em todos os tubos e, entéo,
transferidos 300 pL da solugéo “Top Standard” para o frasco 2. A nova solugao foi
homogeneizada delicadamente. Foram realizadas dilui¢des seriadas, utilizando 300
pL da solucéo do frasco %2 para o ¥4 e assim sucessivamente até a diluicdo de 1/256.
Foi utilizado um tubo adicional apenas com o Reagente G, como Controle Negativo

(CN), com total contabilizado em 10 tubos para a curva de padrdes.

4.3.5. Preparo da mistura de beads

A mistura de beads foi preparada imediatamente antes do uso, considerando
o volume de 3 pL de cada suspensédo de beads para cada ensaio. O volume total de
cada suspenséo de beads foi adicionado em tubo Unico para preparacdo da mistura.
Foram utilizados 21pL da mistura de beads para cada amostra. Os frascos contendo
as beads foram homogeneizados no vortex antes de pipeta-las, tanto durante o
preparo, quanto na distribuicdo dos 21 pL/tubo. A mistura de beads foi utilizada logo

apos o preparo.
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4.3.6. Execucéo das reacoes

Foram adicionados 21pL da mistura de beads a 25 pL dos padrdes, nas
diluicdes previamente definidas, e a 25uL das amostras, nos respectivos tubos.
Foram adicionados em todos os tubos 22 uL do Reagente B (Reagente de deteccgéo
marcado com PE). As amostras foram incubadas por 3h, a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Foram adicionados 500 pL do Reagente F (wash buffer) em cada
tubo. Os tubos foram centrifugados a 1.300rpm, por 7 min, a 18°C. O sobrenadante
foi aspirado com bomba de vacuo. Foram novamente adicionados 150 pL do
Reagente F em cada tubo.

4.3.7. Aquisicéo e Analise dos dados

As amostras foram analisadas por citometria de fluxo (FACSCanto II, BD,
USA). A aquisicdo das amostras foi feita utilizando o software especifico (BD
FACSDiva™, Softflow, USA). A analise dos dados foi realizada por meio da
construcdo de curvas de calibracdo obtidas a partir dos padrées de citocinas do Kkit,
utilizando software especifico (FCAP Array, BD, USA). Apés a construcdo das
curvas, a concentragdo dos analitos nas amostras foi determinada em pg/mL, a
partir dos valores de Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI) obtidos na leitura da

Fluorescéncia 2.

4.3.8 Analise dos resultados

Os resultados foram apresentados em tabelas e em graficos. As variaveis
qualitativas foram apresentadas como valores absolutos e relativos (porcentagem) e
as quantitativas como média e desvio padrdo. As proporcbes das variaveis
categoricas foram comparadas utilizando o teste Qui-quadrado ou o teste exato de
Fisher.

Para comparacao das dosagens das citocinas em pacientes apresentando ou
nao critérios de gravidade para a LV, foram realizados testes para avaliacdo de
distribuicdo Gaussiana das variaveis continuas (teste Kolmogorov-Smirnov, teste de

normalidade D’Agostino e Pearson e teste de normalidade de Shapiro-Wilk) e,
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posteriormente, realizados os testes de Mann-Whitney ou t de Student para
comparacao de dados ndo paramétricos ou paramétricos, respectivamente.

Para andlise das dosagens de citocinas antes e ap0s o tratamento (amostras
pareadas, ndo paramétricas) foi utilizado o teste Wilcoxon pareado.

Foram realizadas, também, analises de correlacdo entre as dosagens das
citocinas e os dados hematolégicos, utilizando o teste de Spearman.

Foram realizadas analises de regressdo logistica, entre as variaveis
dicotbmicas associadas a gravidade da LV e entre as dosagens das citocinas, as
quais foram testadas, na analise multivariada, as variaveis que apresentaram, na
andlise univariada, associagdo com p<0,2.

Analises de regressao linear foram realizadas considerando como variaveis
de desfecho as variaveis continuas associadas a gravidade da LV, procurando
associacdo entre estas e as dosagens das citocinas. Foram realizados teste de
normalidade do residuo de cada modelo com o teste estatistico Shappiro-Wilk e
teste de heterocedasticidade com o Breusch-Pagan.

Os resultados das analises univariadas e os modelos finais da regressao
logistica e das andlises de regressao linear foram considerados estatisticamente
significativos quando p<0,05 (JUUL, 2008).

A analise estatistica foi realizada ao se fazer uso do programa GraphPad
Prism 5.0. (GraphPad Software, San Diego, California, USA) e STATA 11
(StataCorp, USA).

4.4 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto deste trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais — COEP/UFMG (ETIC 103.0.287.203/08),
pelo Nucleo de Etica em Pesquisa do Hospital Eduardo de Menezes da Fundagéio
Hospitalar do Estado de Minas Gerais — NEP/HEM/FHEMIG e pelo Comité de Etica
em Pesquisa da FHEMIG — CEP/FHEMIG (Registro 123/2008, CAAE 103.0.287.203-
08) (ANEXOS A, B, C, D, E).
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ABSTRACT

Background: Visceral leishmaniasis (VL) is one of the most severe neglected
tropical diseases that can progress to death if left untreated. Risk factors for death
and immunopathogenesis of VL are still not fully elucidated. Thus, we evaluated
plasma cytokine levels during active disease and after specific therapy, as well as
their association with HIV co-infection and clinical and laboratorial parameters of
disease severity or death.

Methods: Plasma levels of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF and IFN-gamma were
measured by Cytometric Bead Array in VL patients before and after treatment.
Cytokine levels were associated with HIV co-infection and with parameters of severity
such as bleeding, jaundice, anemia and leukocyte counts.

Results: Active VL patients showed higher IL-2, IL-4 and IL-10 plasma
concentrations as compared to VL patients after specific therapy. Interestingly, HIV
co-infected patients showed lower levels of IL-10 as compared to HIV-/VL cases.
Lower levels of IFN-gamma were found in patients who had bleeding episodes and
they were also slightly lower in those who died, showing its correlation with disease
severity. However, occurrence of jaundice was associated with higher IL-10. IL-2 and
IL-6 were negatively correlated to hemoglobin levels and leukocytes counts. Positive
association among leukocytes numbers with IL-10 was also found.

Conclusion: Considering these findings, we highlight the association of IL-2, IL-4
and IL-10 with disease activity and the association between HIV co-infection and low
IL-10 levels. While IL-2 and IL-6 were associated with lower white blood cell counts
and hemoglobin, indicating severity, IL-10 was associated with higher leukocytes
numbers, but also with jaundice, highlighting the complex mechanisms involved in VL

progression.

KEYWORDS: visceral leishmaniasis, immune response, cytokines, HIV, risk factors.
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AUTHOR SUMMARY

Visceral leishmaniasis (VL) is a parasitic disease, endemic in east and northen
Africa, Mediterranean region, Indian subcontinent and in Latin America. There are
200,000 to 400,000 new cases each year in the world. Patients present fever,
enlargement of liver and spleen, and reduced blood cell counts. If untreated, the
disease is potentially fatal, and patients die by secondary infection, bleeding or
cachexia. The host’s immune response is closely related to disease development or
protection. Cytokines, small proteins involved in cell signaling may be associated with
disease immunopathogenesis. In this study, the authors highlight the importance of
cytokines during active VL, the association between HIV co-infection and cytokines
levels and the possible role of cytokines in clinical and laboratorial findings in VL
patients. This study may contribute to better understanding mechanisms of VL
immunopathogenesis and exhort new studies exploring the role of cytokines in
clinical and laboratory findings in VL patients.

INTRODUCTION

Leishmaniasis, infectious diseases caused by kinetoplastid flagellates
protozoan of the genus Leishmania spp., are endemic in large areas of the tropics,
subtropics and Mediterranean, and are amongst the most neglected tropical diseases
[1]. There are four main clinical syndromes of leishmaniasis: cutaneous
leishmaniasis, muco-cutaneous leishmaniasis; visceral leishmaniasis (VL) (also
known as kala-azar); and post-kala-azar dermal leishmaniasis. VL is the most severe
syndrome, which is fatal if left untreated [2]. Case fatality rate is estimated in 10%,
with about 20,000 to 40,000 leishmaniasis deaths per year in the world [3, 4].

Disease expression is influenced by parasite species, parasite characteristics
such as infectivity, pathogenicity and virulence, and by the host’s immune response.
These factors lead to heterogeneous clinical manifestations [5, 6]. VL patients can
present insidious fever, weight loss and enlargement of liver and spleen. Changes in
blood characteristics such as anemia, thrombocytopenia and leukopenia are
frequent, reflecting bone marrow and spleen involvement in VL. Hypoalbuminemia,
hypergammaglobulinemia and mild to moderate increases in liver enzymes are
common. Hepatic dysfunction, jaundice and ascites may occur in advanced disease.
Patients can show spontaneous bleeding due to thrombocytopenia, liver involvement

or disseminated intravascular coagulation. In addition to VL typical symptoms,
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potentially lethal recurrent bacterial infections can happen because of leukopenia [5,
7, 8].

Despite sporadic atypical presentation, with cutaneous or gastrointestinal
involvement, patients with VL/HIV co-infection commonly show similar clinical
presentation to patients with VL without HIV [9]. However, HIV co-infected patients
have poor outcome with high risk of treatment failure, relapse and death [10 — 13].

Although many clinical symptoms have been identified, risk factors for death or
relapse of VL are still not fully elucidated. Extremes of age, low body mass index,
anemia, bleeding, dyspnea, jaundice, edema, vomiting, bacterial infections and HIV
co-infection have been associated with increased risk of death among VL patients
[14 — 18].

Human VL shows complex immune response, with suppression of production
of Thl cytokines such as IL-2, IFN-gamma and IL-12, and increased production of
Th2 and modulatory cytokines, such as IL-4 and IL-10 in patients with active disease
[19 — 23]. Resistance to initial infection is associated with IFN-gamma activity and
macrophage activation, leading to death of intracellular parasites mediated by
reactive oxygen species and nitric oxide production [24]. IL-10 modulates Thl
activation leading to reduced IL-2 and IFN-gamma production and inhibits activation
of macrophages and the ability to kill Leishmania spp. [25]. The ability of IL-10 to
inhibit macrophages activation, associated with low frequency of TNF-producing
monocytes in peripheral blood and impaired production of IFN-gamma in early stages
of infection, may be associated with VL development in L. donovani infected
individuals [19, 20].

Considering the possible role of cytokines in VL pathogenesis, this work
proposes to evaluate the relationship between plasma levels of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-17A, TNF and IFN-gamma and disease activity, HIV co-infection, and clinical and
laboratorial parameters of VL severity or death.

MATERIALS AND METHODS
Ethical considerations and study design

The study was carried out at Eduardo de Menezes Hospital during the period
of August 2013 until February 2014 in the city of Belo Horizonte, a referral center for
infectious diseases in Minas Gerais State, in Brazil. This study received approval

from the Human Research Ethics Committee of Federal University of Minas Gerais
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(ETIC 103.0.287.203/08) and the Human Research Ethics Nucleus of Eduardo de
Menezes Hospital (Reg. 123/2008, CAAE 103.0.287.203-08).

Forty patients with signs and suggestive symptoms of VL (fever,
splenomegaly, hepatomegaly and/or cytopenias) were analysed. Twenty-one eligible
patients with confirmed diagnosis of VL by direct observation of parasites in bone
marrow aspirate, positive test of Polymerase Chain Reaction or positive serologic test
for L. donovani were enrolled in the study. After agreeing to participate, a statement
of informed consent was obtained from all patients or their legal representative.
Cytokines were measured by flow cytometry before and 40 days after beginning the
specific treatment. No patient had signs or symptoms of systemic inflammatory
response syndrome (SIRS) at the moment of blood collection for cytokines
measurements. No patients were taking immunosuppressive drugs such as
corticosteroids in immunosuppressive doses or chemotherapeutic drugs (Figure 1).

Clinical and laboratorial parameters of VL patients as spontaneous bleeding,
dyspnea, jaundice, hemoglobin, leukocytes and platelets counts and HIV co-infection

were evaluated.

Cytokines measurements

All patients were submitted to venipuncture for collection of 6 mL of peripheral
blood. The samples were centrifuged at 1,200 rpm for 10 minutes at room
temperature (20 °C), plasma was separated and frozen at -20 °C. Plasma was later
thawed in a water bath at a temperature of 37 °C. The samples were centrifuged
again in a microcentrifuge for 10 minutes at 14,000 rpm to remove suspended
particles and the supernatant was collected.

We used BD™ Cytometric Bead Array (CBA) kit Human Cytokine
Th1/Th2/Thl7 to measure IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF and IFN-gamma,
according to manufacturer’s instructions.

The samples were read in a flow cytometer (FACSCanto Il, BD). The
acquisition of samples was performed using specific software (BD FACSDiva™, BD).
Data analysis was performed using a specific software (FCAP Array, Softflow)
through the construction of calibration curves obtained from the patterns of cytokine
kit. After construction of the curves, the analyte’s concentration in the samples was
determined in pg/mL based on the values of Mean Fluorescence Intensity (MFI)

obtained in the second fluorescence reading.
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Statistical analysis

Due to the lack of data in literature, we calculate the sample size based on two
outcomes: differences in cytokines before and after treatment and among VL patients
HIV co-infected or not. Considering levels of IL-10 and IFN-gamma (cytokines most
studied), for a power of 80%, alpha error of 0.05 and outcome of differences in
strengths of cytokines before and after specific treatment, the sample size was nine
patients. When considering the outcome of difference between measurement of
cytokines among HIV co-infected patients or not, for same power and error, the
sample size could be up to 21 patients, seven of whom HIV co-infected. We used
literature data and Power and Sample Size Calculation 3.0.43 ( Dupont WD,
Plummer WD, USA) software.

Results were shown as tables or graphs, and qualitative variables were
expressed as absolute value and percentages, and quantitative variables were
expressed as means and standard deviation. The proportion of categorical variables
was compared using X* or Fisher's exact test. For continuous variables, Mann-
Whitney test or Student t-test were used for non-parametric or parametric data.
Wilcoxon matched-pairs rank test was used for paired non-parametric data.
Spearmam correlation analysis was performed for non-parametric data. Logistic
regression analyses were made considering variables with p<0.2 in univariate
analysis. Linear regression analyses were performed for continuous variables.
Results were considered statistically significant when p<0.05. Statistical analysis
were performed using the GraphPad Prism 5.0. (GraphPad Software, San Diego
California USA) and STATA 11 (StataCorp, USA) softwares.

RESULTS

During the study period, 40 patients were assessed for eligibility. Twenty one
patients had a confirmed diagnosis of VL by direct observation of the parasite in bone
marrow aspirate (N=17), positive test of Polymerase Chain Reaction in blood (N=1),
or positive serologic test for infection with L. donovani complex (N=18) and were
enrolled in the study. Amongst the excluded patients, 11 had confirmation of other
specific diagnoses; seven patients had no laboratory confirmation of L. donovani

infection and one refused to participate in the study.
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Fourteen patients included in the study were male. Patients’ ages ranged from
15 to 68 years, with a median of 39 years old. Analyzing the eligibility criteria, 85.71%
of patients had fever, 85.71% of patients had hepatomegaly and 80.95% of patients
had splenomegaly. All patients had anemia, and basal hemoglobin ranged from
5.7g/dL to 10.4g/dL, mean of 7.96g/dL. White blood cell counts ranged from 400/mm?
to 4,900/mm?® mean of 1,631/mm?>. Neutrophil counts varied from 60/mm?® to
2,378/mm3, mean of 821 neutrophils/mm3. Lymphocytes levels were between
140/mm?® and 2,450/mm® mean of 600cels/mm?®. Platelet counts ranged from
16,000/mm?® to 149,000/mm?3, mean 77,381/mm?>. Seven patients (33%) were co-
infected with HIV. Amongst HIV co-infected patients, only one had HIV diagnosis
associated with the occurrence of VL. Six patients were in irregular use of highly
active antiretroviral therapy, and the mean of CD4+ Tcells was 80 cells/mm? (range
from 4 to 171 cells/mm?).

Twenty patients were treated with liposomal amphotericin B (total of 20mg/Kg)
and one patient was treated with deoxycholate amphotericin B. After treatment we
obtained samples of blood from 12 patients. Three patients died, two patients
presented suggestive criteria of disease recurrence at the time of sample collection
and four patients did not return for medical monitoring.

To evaluate cytokine expression during active VL, plasma cytokines were
measured before and after specific treatment. Were performed paired analyses of
cytokines levels (N=12). Plasma IL-2, IL-4 and IL-10 levels significantly decreased
after treatment. There were no significant differences in IL-6, IL-17A, TNF and IFN-
gamma concentration in patients with VL before and after specific drug therapy
(Figure 2).

Evaluating possible differences in HIV co-infected patients, we compared
some clinical features to those without co-infection. No significant differences in sex,
age, baseline hemoglobin, leukocyte, neutrophils or lymphocytes, platelets, presence
of signs and symptoms as bleeding, dyspnea, edema, jaundice, recent bacterial
infection or history of kidney injury were identified (data not shown).

Plasma levels of cytokines were compared in patients with VL and VL/HIV co-
infection. Lower concentrations of IL-10 were found in patients with HIV co-infection
than in patients without HIV (p=0.01) in univariate analysis. However, in logistic
regression model, significant difference in IL-10 levels was not maintained (p=0.06).

There were no significant differences in plasma concentrations of IL-2, IL-4, IL-6, IL-
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17A, TNF and IFN-gamma in patients with VL and with VL and HIV co-infection
(Figure 3).

In order to assess the possible association between cytokines and death,
plasma levels of cytokines were compared between patients who died and those who
did not die. Patients who died had lower level of IFN-gamma than patients who did
not die (p<0.05). However, this association was not maintained in logistic regression
models. No significant differences between IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A and TNF
concentrations were found among those who progressed or not to death (Figure 4).

To assess cytokine production in patients presenting signs and symptoms
associated with severity, we compared the plasma cytokine levels between patients
who had or had not spontaneous bleeding, dyspnea or jaundice. Patients presenting
spontaneous bleeding had lower plasma concentrations of the inflammatory cytokine
IFN-gamma than those who had no evidence of bleeding in univariate analysis
(p=0.03). When we analyzed patients with VL without HIV co-infection, and in logistic
regression models, significant difference in IFN-gamma levels was not maintained
between those who had or had not bleeding. Patients presenting jaundice had higher
IL-10 levels than patients without jaundice in univariate analysis (p=0.03). However,
considering only patients with VL without HIV co-infection, and in logistic regression
models, this difference was not maintained. No significant differences in other
cytokine levels were observed in patients presenting or not bleeding, dyspnea or
jaundice.

Hematological findings may be associated with severity or risk of death in
patients with VL. Linear regression analysis between cytokines and laboratory data
such as hemoglobin, leukocytes and platelets were made prior to treatment onset.
There was negative association between basal hemoglobin levels and plasma
concentrations of IL-2 and IL-6. Negative association between leukocyte counts and
measurements of IL-2 and IL-6, and positive association between leukocytes and IL-
10 were found. (Table 1). There were no significant associations between platelet
counts and IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF and IFN-gamma.

DISCUSSION
Patients with VL pre-treatment have a higher plasma concentrations of IL-2,
IL-4 and IL-10, as compared to VL patients after treatment. In initial experimental

infection, IL-2 reduces parasite load due to increased hepatic expression of IFN-
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gamma mRNA, subsequent macrophages activation and consequent death of
intracellular parasites. IL-2 induces cell proliferation and local accumulation of
mononuclear cells, assisting hepatic granuloma formation and initial disease control
[26]. However, IL-2 also stimulates the replication of regulatory T cells, whose IL-10
mediated actions suppresses cell protective response in later stages [27]. IL-4
induces differentiation to Th2 profile and disease progression even in resistant
animals [28]. Previous studies have shown that VL patients have higher neutrophils
and NK cells producing IL-4 expression than cured patients [29] and higher serum IL-
4 than subjects without VL [30 — 32]. IL-4 acts in macrophage activation in a pathway
leading to the inhibition of the control of intracellular microorganisms, allowing
increased intracellular replication of L. donovani [33, 34]. IL-10 modulates Thl
activation leading to lower production of IL-12 and IFN-gamma. IL-10 also inhibits
macrophages activation and the ability of these cells to kill Leishmania spp. [25]. It
has been shown that active VL patients exhibit greater IL-10 levels than
asymptomatic, cured or uninfected controls [19, 20, 31, 35 — 37]. Interestingly,
peripheral blood mononuclear cells from treated VL patients, stimulated with L.
infantum antigen, have high proliferation index; however, proliferation index and IFN-
gamma production are reduced in presence of recombinant IL-10 [23]. Thereby,
although high levels of IL-2 were observed in patients with active VL as compared to
VL patients after treatment, this cytokine cannot control the disease, possibly due to
high IL-4 and IL-10 levels which may facilitate disease progression. The high IL-4
and IL-10 plasma concentrations in active VL can be directly responsible for inhibition
of macrophage activation and maintenance of VL.

HIV infection has been considered an important risk factor for relapse and
death in VL [9, 37]. VL and HIV co-infection have been observed primarily among
HIV patients with irregular use, or no use, of highly active antiretroviral therapy
(HAART). Nevertheless, HAART use and increased CD4+ levels are not associated
with full protection against relapse [38, 39]. Despite lymphopenia caused by HIV,
there was no significant difference between lymphocyte number in co-infected
patients and those without HIV co-infection (p=0.75). This finding is probably due to
the fact that VL itself led to significant subsequent leukopenia and lymphopenia. T
cell suppression is intimately involved in VL immunopathogenesis. T cells of
untreated VL patients did not respond with increased proliferation and IFN-gamma

production upon Leishmania spp. antigen stimulation. However, lymphocyte
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proliferation and increased IFN-gamma production happened when stimulation
occurred in the presence of anti-IL10 [40]. Mononuclear cells from HIV co-infected
patients produce more IL-10 upon stimulation than HIV+ that are not VL co-infected.
This increase in IL-10 production may be associated with treatment failure and
relapses of VL in this population [41]. Despite the fact that controversial participation
of IL-10-producing regulatory T cells (CD4+CD25+FoxP3+) in VL has been shown,
an important part of plasma IL-10 is produced by other T cell subsets [42 — 44].
Although presenting similar lymphopenia, HIV co-infected patients have lower
expression of CD4+ T cells, primary target cells of HIV infection. Depletion of CD4+
subpopulation may be associated to low plasma concentrations of IL-10 found in
patients co-infected with HIV and VL. Despite lower plasma concentrations of 1L-10,
HIV patients have poor control of VL, probably due to lower IFN-gamma-induced
antigen production [40] and weak overall immune response.

We observed low IFN-gamma concentration among patients who died
(p<0.05) in univariate analysis, and IFN-gamma is a classic macrophage activator.
Leishmania spp. is an intracellular parasite of macrophages, and macrophage
activation is important for control of VL [24]. Patients who relapsed VL have
negligible increase in levels of antigen-induced IFN-gamma after VL treatment,
suggesting the inability of these patients to devise an adequate immune response to
control L. donovani infection [45]. Thus, it is possible that low levels of IFN-gamma
could be associated with decrease in macrophage activation and parasite
elimination, leading to patients’ death.

Several studies attempt to define clinical or laboratory risk factors of poor
prognosis in patients with VL. Some authors have described higher frequency of
spontaneous bleeding and jaundice in VL patients with fatal outcomes [18, 46 — 48].
Our data shows that patients with VL and spontaneous bleeding have lower IFN-
gamma plasma concentrations in univariate analysis. Costa et al. found different
results, showing that bleeding is associated with high levels of IFN-gamma. Costa et
al. also found association between high serum IFN-gamma and IL-6 and increased
serum fibrin degradation products, suggesting an involvement of IL-6 and IFN-
gamma in disseminated intravascular coagulation [49]. It is possible that the
differences between our results and those of Costa et al. are due to parasite

characteristics, population characteristics (in our study patients did not have signs or
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symptoms of SIRS in the moment of blood collection) or previous experience of
immune adaptive response.

Some authors have described anemia as a risk factor for poor prognosis in VL
[17, 47,48]. VL patients often present with normocytic, normochromic anemia.
Multiple pathophysiologic mechanisms have been described for anemia in VL
patients. Red blood cells can be sequestered and destroyed due to enlarged spleen
[50]. Lowering of hemoglobin levels may be related to direct activity of L. donovani,
which requires exogenous heme compound for growth in cultures, by intrinsic
deficiency for heme synthesis. Leishmania spp. requires erythrocytes lysis to acquire
hemoglobin and to survive [51]. In this study, VL patients exhibit negative association
between IL-6 and hemoglobin in linear regression model (p=0.03). Inflammatory
cytokine IL-6 have been shown to induce hepcidin production. Hepcidin is the central
regulatory protein that controls intestinal iron absorption and block the metal export
from tissue stores, leading to the retention of iron within macrophages. This
mechanism results in limited available iron for extracellular pathogens, but can result
in the development of anemia [52, 53]. Thus, negative association between
hemoglobin levels and IL-2 and IL-6 concentrations open perspectives for possible
role of these cytokines in complex pathophysiology of anemia in VL.

Leukopenia is common in VL patients, and severe neutropenia has been
associated with mortality in these patients [46, 48]. Leukocyte reduction can be
attributed to hypersplenism or direct bone marrow invasion by L. donovani. However,
intense cytokine production in VL patients can alter growth, differentiation and
migration of immune cells. IL-2 is a potent signal for T cells, NK cells and other cells
activated by cytokines proliferation [54]. In experimental VL, early resistance to L.
donovani was associated with macrophages activation and liver granuloma
formation. IL-2 can reduce parasite load by IFN-gamma mRNA expression enhanced
and macrophage activation, and by proliferation and migration of immune cells and
granuloma formation [26, 55]. IL-10 has modulating action on growth and
differentiation of B cells, T cells, mast cells and inhibits production of granulocyte
survival mediators, controlling inflammatory responses [56]. IL-10 acts in a decisive
way inhibiting macrophages activation and L. donovani resistance [25, 57].
Regulatory and protective T cell functions can be changed with blocking of IL-2 or IL-
10, depending on the time of onset of infection [23, 27]. Thus, negative association

between IL-2 levels and leukocyte counts, and positive association between IL-10
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and leukocyte counts, found in this study, may reflect an attempt to stimulate cell
proliferation, inhibited by IL-10 modulating action.

Therefore, considering these findings, we highlight the importance of IL-2, IL-4
and IL-10 during active disease; the association of HIV co-infection and low IL-10
levels, reinforcing CD4+ T cells participation in IL-10 expression; the likely role of IL-6
in multiple pathophysiologic mechanism of anemia and a complex interaction among

IL-2 and IL-10 and leukocyte counts in VL patients.
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TABLE

Table 1: Models of linear regression analysis performed for hematological data and
cytokines measurements, in VL patients (N=21) before specific treatment.

Coef. [95% conf. interval] Std. err. p

Hemoglobin

Adj. R-squared=0.38

IL-6 -0.0040 -0.0075 -0.0005 0.0017 0.03
IL-2 -0.1330 -0.2402 -0.0257 0.0511 0.02
cons 8.9971 8.2000 9.7943 0.3794 0.00
Leukocytes

Adj. R-squared=0.39

IL-10 10.3676 2.1283 18.6069 3.9052 0.02
IL-6 -2.3799 -4.7929 0.0330 1.1436 0.05
IL-2 -91.1500 -161.4187 -20.8813  33.3056 0.01
cons 1861.771 1285.371 2438.171 273.1992 0.00
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FIGURES LEGENDS

Figure 1. Flowchart summarizing the study

Figure 2: Comparison between plasma cytokines concentration in patients with
VL during active disease and after treatment. Paired plasma levels of IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL17A, TNF and IFN-gamma were measured by cytometry in plasma of
VL patients before and after specific treatment (N= 12). The results are expressed as
scattering of individual values and lines linking the same patient before and after
treatment. Wilcoxon matched-pairs rank test was used. Results were considered

statistically significant when p<0.05.

Figure 3: Comparison between plasma cytokine concentration in patients with
VL and in patients with VL and HIV co-infection. Plasma levels of IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IL17A, TNF and IFN-gamma were measured by cytometry in plasma of VL
patients (N=14) and in patients with VL and HIV co-infection (N=7), before specific
treatment. The results are expressed as scattering of individual values and lines
represent median with interquartile range. Mann-Whitney test was used. Results

were considered statistically significant when p<0.05.

Figure 4. Comparison between plasma cytokine concentration in patients with
VL stratified by outcome. Plasma levels of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL17A, TNF and
IFN-gamma were measured by cytometry in plasma of VL patients who died (N=3)
and in patients who didn’t die (N=18), before specific treatment. The results are
expressed as scattering of individual values and lines represent median with
interquartile range. Mann-Whitney test was used. Results were considered

statistically significant when p<0.05.
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6 CONCLUSOES

Os pacientes com LV ativa apresentam maiores concentracdes plasmaticas
de IL-2, de IL-4 e de IL-10 antes do tratamento especifico que apos o tratamento.
N&o houve diferenca significativa nas dosagens plasméticas de IL-6, de IL-17A, de
TNF e de IFN-gama antes e ap0s o tratamento da LV.

Os pacientes coinfectados com HIV e com LV apresentaram, na analise
univariada, menores niveis plasmaticos de IL-10 que os pacientes com LV sem
coinfeccdo com HIV. Entretanto, essa diferenca ndo se manteve na analise
multivariada (p=0,06). N&o houve diferenca significativa nas concentracfes
plasmaticas de IL-2, de IL-4, de IL-6, de IL-17A, de TNF ou de IFN-gama entre os
pacientes com LV coinfectados ou ndo com HIV.

Os pacientes com LV que evoluiram para Obito apresentaram menores
dosagens plasmaticas de IFN-gama que aqueles que ndo evoluiram para o 6bito, na
analise univariada. Nao houve diferenca significativa nos niveis plasméaticos de IL-2,
de IL-4, de IL-6, de IL-10, de IL-17A ou de TNF entre os pacientes que evoluiram ou
nao para obito.

A presenga de sangramentos foi associada a menores dosagens plasméticas
de IFN-gama e a presenca de ictericia foi associada a maiores niveis de IL-10 na
analise univariada. Tais achados ndo se mantiveram na analise multivariada. Nao
houve associacao entre a presenca de dispneia e nenhuma das citocinas estudadas.

Houve associacdo negativa entre a hemoglobina e os niveis plasméticos de
IL-2 e de IL-6. Observou-se associagao positiva entre a contagem de leucdcitos e as
dosagens de IL-10 e associa¢cao negativa entre a os leucocitos e os niveis de IL-2 e
de IL-6. Nao houve associacdo entre as citocinas estudadas e o numero de

plaguetas.
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7 CONSIDERACOES

O maior limitador do presente estudo foi 0 niumero de pacientes avaliados.
Apesar de adequado a comparacdo de pacientes antes e apds o0 tratamento
especifico e também adequado a avaliagdo das citocinas em pacientes coinfectados
ou néo pelo HIV, a variabilidade das dosagens de citocinas em humanos € grande,
por isso, amostras maiores poderiam corroborar de forma mais concreta o0s
resultados encontrados. Inclusive poderiam permitir que se mantivessem algumas
associa¢cfes encontradas na analise univariada que nao se mantiveram nas analises
multivariadas.

Apesar do tamanho da amostra nédo ter sido calculado para a avaliacdo da
associacao entre as citocinas e os achados clinicos e laboratoriais e a gravidade na
LV, devido a escassez de estudos na literatura, optamos por realizar as analises e
discutir os resultados, uma vez que estes apresentam grande plausibilidade
bioldgica.

O presente estudo abre perspectivas para outros novos, no que se refere a
relacdo entre as citocinas e a sua participacdo nos achados clinicos e laboratoriais
de pacientes com LV. Em especial, destaca-se o papel das citocinas na
fisiopatologia de diversos achados como, por exemplo, sua participagdo na anemia
dos pacientes com LV, antes considerada quase exclusivamente como secundaria
ao hiperesplenismo.

O estudo também reforca a possibilidade de que a IL-10 e outras citocinas ou
subpopulacdes celulares especificas estejam envolvidas na grande frequéncia de
recidivas da LV em pacientes com LV coinfectados com HIV.

Apesar dos resultados encontrados no presente trabalho, muito ainda ha de
se pesquisar para avaliar o papel das citocinas nas doencas infecciosas e sua
potencial participacdo na gravidade da apresentacéo das doencas.
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APENDICE A - PROTOCOLO DE PESQUISA

I FROTOCOLO LEISHMANIOSE WISCERAL

Parte 1- Hertificagdo

1.1 Mome:

1.2 Himero de registro na pesquis a:
1.3 Hospital:  HC -1 HIJFII -2 HEM =3

1.4 Himero da prontu ario:

1.5 D ata de Mascmento: _ &

1.6 Idade completa em anos até a data da entrevista:

1.7 Municipio onde reside atualmente: UF
1.2 Enderago:
1.8 Telefone:
1.0 Telefone:

1.11 Profiss da:

1.2 Sexa basculing —1 Feminino —2

1.13 Naturalidad e: UF

Parte 2 — Diagndstico

2.1 Teste rapido: Positive —1 Megativo —2 Miarealzads -9

22 RIFI: Pesitivo —1 Megative —2 Mao realzado- 9
A= Titula:
23 ELISA Positive —1 Megativo —2 Mao realzado - 9

2.4 Miglograma: Positive =1 Megatwa—2 Mo realzade -9

A —Laudo:

25 Cultura: Fositivo —1 Megativo —2 N30 realzado -9
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Parte 2 — Anarnese & Exame Fisico

3.1 1" =sintoma:

2.2 Tempo doinicio dos sintomas (dias:

2.2 Mimero de atendimentos médicos prévies:

ZAHMNAIDS:
2.5 Edema:

Sim—1 Mio -2
Sim—1 Maa -2

2.6 Peszo anterior ao inicio dos sintomas:

3.7 Peso atual: kg

3.8 Febre: Sim—1

2.8 Epistaxe: Sim—1

310 Adinamia: Sim=1

211 Hiporesda: Sim—1

2312 Dorabdominal: Sim—1

313 Wamitos: gim—1

214 DiEpnéia: Sim—1

315 leterica Sim—1

3.6 Diarréia: Sim —1

317 Hepatomegalia:  S5im—1
A —Distancia o o
B-Citincia RCD:____ cm

3.18 Esplenomegalia: Sim—1
A—Dietancia RCE: ___ om
B—Boyd:

219 Anemia Sim —1
A—Hb
B—Ht___

3.20 Plaquetopenia:  S5im—1

A —Contagem de plaquetas:
321 Leucopenia: Sim—1

A —Contagem de leucdcitos:

H3o -2
MNio-2
Nio -2
Nio-2
Hio -2
Nio -2
Nio -2
Hio—2
Hio—2
Nio-2

Mao -2

MWio—2
fmm3

Hio-2
fmmz
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2.22 Neutropenia: Sim—1 Mo -2 [

A —Contagem de neutrifilos: fmim3 I__1_1
229ALT ou AST = 100UKL Sim—1 Mao -2 (]
3.25 Infecpdo prévia: Sim—-1 Mio -2 [

A—Cual _1_1
225 Sangramentos (ecceto epistace): Sim—1 Mo -2 (]

A—Cual _1_1
327 Comorbidad es: Sim—1 Mio -2 L1

A—Cual: _1_1
3.22 Outros:

329 Duragdn da febre apbs inicio do tratame nto (dias):

Farte 4 — Tratament o
44 Droga: L1
A —Dose diaria: mg'dia 1
B —Dose por peso; mg'kgidia |

C —Dose acumulada a suspensdo da droga:

[—Datadeinicio douse ¢/

E —Data do términe do wsa: 4 f

F — Tempao de uso: dias

Ihf =2 =3

& —Wia de administragdo: W0 —1
42 Droga:
A —Dose diaria: mg'dia
B —Doseporpeso; _ mg'kgdia

C —Doze acumulada a suspens3o da droga:
[—Datadeinicio douse ¢/

E —Data do términe do wsa: 4 f

F — Tempao de uso: dias
& —Wia de administragdo: W0 —1

Ihf =2 =3
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FParte 5 — Efeitos colaerais

[ata de inicio:

5.1 Hause atvimitos: ! i

5.2 hialgia: ! !

5.3 Cefaleia: ! !

5.9 Anorex a; ! !

5.5 Artralgia: ! i
5.6 Dor abdominal: ! !

5.7 Palpitagdes: L)
5.8 Parestesias: ! !
5.9 Febre: ! !

5.0 R ash: ! !

511 Alteraces do paladar: ! !

5.12 Aleragt ez comportamentais: ! £
5.12 Irsuficiéneia renal: ! !

5.14 F ancre atite: ! !

5,15 Cardiotoxicid ade: ! !

5.16 Distarbio hidre eletralitico: ! !

5.7 Mielotoxicid ade: ! !

5.12 Fle bite: ! !

Parte & — BEwolugsio

5.1 Tempo de acompanhamento: MEs &5

G2 Cura—1  Obito—2 Reddva—3
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Farte 7 — Exames complementanas

DATA

He

H

Ftag

Lo uchcits

Sey

Bast

Eb ¥

AlbAGhb.

Amikaa

Lipass

Lk

Craatinima

LOH

ECG

UTe

Lt5 abdome

Bago

Figgenlo

TG abdome

Baga

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

Parecer n°. 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, apds atendidas as solicitagbes 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. Amtonic Carfos, 6627 — Unidade Administrativa 1T - 2° awdar — Safa JNS — Cep:31270-01 ~ BH-MG
Tekefax: (031) 34094592 - c-muil: cuepearpeps ufmg be

ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFMG
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFMG DA

EXTENSAO DO PROJETO

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

Projeto n®. CAAE - 103.0.287.203-08

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

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 19 de dezembro de 2012, a extensfo do projeto de pesquisa
intitulado "Resposta imunolégica na leishmaniose visceral
clinicamente manifesta, pré e pés tratamento, e na leishmaniose
visceral inaparente”.

A extensdo & vélida por dois anos (19 de dezembro de 2012 a 18
de dezembro de 2014).

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

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Cavlos, 6627 — Unidade Administrativa 1] - 2* andar — Sala 205 - Cep:3)270-901 - BH-MG
Teletix: (031) 2409.4592 - g-mail. coopdiprpq ufingbe



ANEXO C - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA FHEMIG

1=

FHEMIQ COMITE DE ETICA EM PESQUISA

runND:
PRTAD

AL HOWNT ALAR
8 MINAS G RAY

FUNDAGAO HOSPITALAR DO ESTADO DE MINAS GERAIS

Titulo:

“Resposta imunolégica na leishmaniose visceral clinicamente manifesta, pré e pos
tratamento, e na leishmaniose visceral Inaparente”
Folha de Rosto: 22401

Pesquisadores:
Pesquisadores: Regina Lunardi Rocha
Titulagdo: Médica — Doutora

Pesquisadores: Ricardo Luiz Fontes Moreira
Titulagdo: Médico ~ Especialista

Pesquisadores: Maria Vitéria Assumpgio Mourdo

Titulagao: Médica — Especialista

Histérico:

Recebimento do projeto pelo CEP - 15 de outubro de 2008.

Recebimento do projeto pelo Parecerista — 15 de outubro de 2008.

Apresentagiio do projeto na Reunido do CEP ~ 13 de novembro de 2008.

Entrega do Relatério pelo Parecerista ao CEP — 18 de novembro de 2007.

Resumo do estudo:

Visio Geral:

- A leishmaniose visceral & uma zooncse cua Incdéncia vem aumentando em Belk Herizonte & regifio
metropolitana nee (imos anos, causando desde formas inaparentes de irfeciio até Tormas
sintométicas graves levanco 80 dbto. O estudo avaliard as diferencas no padrio de resposta
imunolégica nos casos com manifestagdo clinica & naqueles com infecgdo inaparents,

Objetivos:

- “Esludar a resposta imunoldgica em individuos com leshmanose visceral manifesta e nagueles
individuos nfectados, porém com forma naparente da doenga.”

Metodologia:

- Estudo de coorte com 10 pacientes dom doenga manifesia e 10 pacientes com nfecgo inaparents,
de todas as fsixss etsrlas, com diagndstico realizado no Hoespital das Clinicas/UFMG ou
HIUPINFHEMIG, no primeiro grupo @ familares ou vizinhos dos mesmos ,no segundo grupo. Serdo
coletadas amostras de sangue para exame sorologico e dados de proaludnio médico.
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6 -~ Protegio dos Participantes:
- Esta pesquisa apresenta baixo risco, pois se baseia na aplicagio de questionario;
- Esta pesquisa apresenta baixos riscos aos pacientes, pols a (nica intervengio
realizada consiste na coleta de aliquota de sangue de 6 a 8 ml, por profissionais
capacitados. - Os pesquisadores garantem o cumprimento da resolug&o 196/96.

- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE):
- O TCLE usa de linguagem clara e acessivel tanto para paclente como para
profissionais;
- Esclarece os possiveis riscos e beneficios;
- Deixa claro que o individuo tem liberdade para participar, recusar ou se retirar do
trabalho a qualquer momento e sem nenhum prejuizo ou nus;
- Esclarece que ndo havera custo nem remuneragio ao participante;
- Garante o sigilo e anonimato no tratamento das informagdes;
- Disponibiliza trés contatos telefénicos para esclarecimentos de dividas,
7 - Consideragbes e Mérito:

- Projeto: Relevante, pertinente e de valor ciantifico.

- Metodologia: Adequada para s2 alcangar o objetivo proposto.

- Curriculos: Os pesquisadores apresentam curriculo suficiente para a
condugao do trabalho

- Cronograma: Adequado

- Folha de Rosto Devidamente preenchida e assinada

- Orgamento: Adequado e de responsabilidade dos proprics pesquisadores
-TCLE: Adequado

- Aspectos Eticos: O projeto cumpre a Resolugdo 106/96 do CNS;

8~ Parecer:
APROVADO,

Belo Horizonte, 18 de Novembro de 2008, Y_ ﬁ
anderson Assls Romualdo

Vice-coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

Alameda Vereazor Aharo Calso, 100 ~ Sants ESpinia ~ Belo Horzonie! NG
CEP: 30130-200 - Fone: (031} R235-0500 - Fax (031) R235-6570
St bt Mwww e mg govbd € - mal MaenipS@ ey mg gov be
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ANEXO D — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA FHEMIG DA

~

EXTENSAO E EMENDAS AO PROJETO
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ANEXO E — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL
EDUARDO DE MENEZES - FHEMIG

o

HOSPITAL EDUARDD DE MENEZES — HEM/FHEMIG

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

PARECER CONSUBSTANCIADD

1 IDENTIFICAGAO
Titulo do projeto: “Resposta imunoldgica na leishmaniose visceral clinic ifesta, pré @ pos tra nto,

@ na lelshmansase visceral Inaparente”.
Pesqusador responsivel: Regina Lunard Rocha (orientadora)

Pesquisador autorizados (doutarandol: Ricarda Luiz Foates Moreira

Instituicdo de origem: Universidade Federal de Minas Gerais

Instituiches onde 3 pasquisa serd reakzada:

*  Hospital das Clinicas da UFMG;

*  Hospetal Infantll Jodo Paulo Il = FHEMIG;

* Hospital Eduardo de Menezes ~ FHEMIG {solicitagdo atual de Inclusio).
frea temitica; Cléncias da Satde — Medicina — Nivel Epidemiolégico

OBSERVACAD- Os pesquisadores vém solidtar a extensio 6o projeto (aprovado em 2008 pelo CER/FHEMIG ¢ em
2009 pelo COER/UFMG) e de suas emendas {apravadas em 2013 por ambos os Comitids) devido a inten¢do de
ncluir pacientes atendidos no HEM na casulstica de sua pesquisa (o pasquisad fatiza 3 importincia do HEM

no contovta do atondimanta an: parientec ram eichmanines vicesral sen MG & recaalta n farn de que trahatha
como infectologista 3 instituigdo)

2 MARCO TEORICO E JUSTIFICATIVA

Dados do Ministério da Saude tém demanstrado, nos Ultimos angs, o na Jetalidade da
lelshmaniose viscaral no Brasil, passando de 3,4% em 1994 para 5,7% ém 2009 Em selo Horizonte, 3 letalidade
d:doememmxlmoalsx Destzforma.os.x, dores p dar a ai légica dos

pach com visceral dinl manifesta pré tratamento e avaliar 3 ewsténcla ou nio de




101




o Grupo2 (“controles”}: Pacientes com leishmaniose visceral dir manifesta, forms nio-grave

Coleta dos dados: o padentes serfio identificados através de busca ativa nas unidades de internagdo das
instituigBes participantes &, postericrmente, serso acompanhados nos respectivas ambulatdnios.

Todos o5 pa did. 2 participagio no estudo serdo submetidos 3 anamnese e exame dinio
pov um dos pesquisadores ¢ serdo venficados em prtmtusno os dados para confirmacio dos critérios de
i e h cllnloo 05 p es para canfirmacio da k-mvmr-osevisneval sao
realizados na rotina habitual dos pacsentes com susperta da leishman) Casa r irio o diag

soralégico podera ser feito através de teste rdpido para detecsdo de anticorpos contra lelshmana do cnmplun
& danavani (%alazar Retect T™M Rapid Tast — Indlios), dispenivess som o8 pesquisedores.

Serd realizads pungBo venosa de 10d0s 05 pacientes para coleta de alquota de sangue (6 mL) para »
dosagem de inas @ o Inagio por ¢ 42 de fluxo do padriio de resposta imunolégica antes e apds o
twérmino do Serd feito gem de ric!  biol (pk e célwloy sanguineas dos
pacientes) para estudo posterior, no Laboratdro de Biologia das Imeracbes Celulares (LBIC), no ICB/UFMG
conforme a Resolugdo 347 de 13 de;ane-ro de 2005 do Conselho Nacional de Saide, Ndo serdo solicitados em
decorréncio do pesquise P dicionals no ocompanhamento dos pocientes; serfo
coktados dados apenas das bt pelos med istentes na roting habitual do
acompanhamento a tals pacentes. '

Como emenda 30 projeto, o5 pesquisadores sol a Mberagdo para coleta de 2ml de ospirado de
medula dssea nos paclentes cujos médicos assistentes tenham indicodo a reafizagdo do espirado de medulo
dssea, justificando que a andlise da resposta imunolégica do material processado 8 panir desse sitlo podera
trazer estar signficativamente associado a0 progndstico da doenca. O aspirado de medula éssea serd utilizado
na pesquise somente se for indicada 8 pungio de medula éssea pelo médico assistente. N¥o serd reslizads

puncBo de medula dssea dos pacientes com @ objetive Gniko da p isa. Os p sad estho cientes dos

po: riscos do proced| cafi que tais informacBes passaram 3 constar no TCLE,

Criténo de indusda: Pacientes com quadro dinico pativel com leish I, antes do inkdo do

tratamento especifico, ¢ diagndsti nfirmedo de lelsh It dsceral por observagéo direfo ov cwltura

positiva pora o parasita em aspiraco de medula dssea, aspirada espiénico ou bispsia de medula dssea;

Ou

Pacientes com guadro dinico e epidemiologi "(om"‘ i sceral, antes do Infcio do
,ummmwemmmmmm Jo ok i, excluidos owutros

diogndsticos. '

Critérios de excusio:
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. PaG com keish dque ja tr especifico;
o Packentes em uso de drogas imunomaoduladoras; . X
o Criangas com menos de dois anos de idade (NOVO critéria, salictada pela di Idarando que &

aliquota totsl de sangue a ser retirada para & roting, somada aquela para & pesquisa, poderia
carraspander a um grande volume para criangas dessa faba etdria).

No projeto origingl, havia também os critérios abaixo, mas fol solkcitada na emenda o retirada dos mesmos,

alegando que varios correspandem a camarbidedes que podem interfarir na gravidede dos casos, que é

determinante para separar 08 grupas do estudo: y

» Indaviducs com sinals ou sintomas de outras doengas infeccasas nio refacionadss & leishmaniose
visceral, exceto infeciBo bacteriang secunddria a leishmaniose visceral;

o Pacientes com Insufickéncia renal crdnics IV ou V; i

*  Pach com diab melitus d lad F

e Pacientes com insuficiéncia hepatica descompensada,

Cilcylo amostral: segundo projeto Inicial, o célculo amostral, baseade nos dados da literaturs, indica um nimero
de aproximadamente 10 pacientes em cada grupo.

Anilise ¢ apresentacBo dos dados: A andlse dos dados serd feita apds o término da colets de dados
(planejamento do projeto inidal: 12 meses), por um periodo de trés meses. Os dados serSo armazenados em
Banco de dados @ analisados wtilizando o prog! EPLINFO versio 3.3.2. Serd wtilizado o teste Qul-quadrado
para varlavels paramétricas dicotdmicas @ andise de idocia para 30 % das. O nivel de
significincia estatistica serd de p<0,05,

Aspectos éticos: foram assegurados o sigilo € a integridade da populagio do estudo. O projete original for
aprowado pelo CEP-FMEMIG em 20 de novembro de 2008, regstro CEP/FHEMIG 12308, CAAL:
0103.0.287.203-08 e pelo COEP-UFMG em 15 de joneiro de 2009, parecer na. ENC 103.0.287.203/08. A
solicitagdo de extensho do projeto e de suas das foram analisadas @ apravadas pelo CEP/FHEMIG em 14 de
fevereiro de 2013, e pelo COEP-UFMG, ficando pend, agenas, o pa do CEP do Hospital Eduardo de
Menezes,

Terme da Cansentimantn Liwo o Exclarecidn - TOLE: linguagem fadl o acessivel. expde com clareza possivels
riscos da participagda no estudo e deixa daro o cardter voluntaria da Telek de contato dos
pesquisadores e dos Comités de £tica estio em evidéncia. M um termo para adultos, um para criancas menores
de 6 anos de idade, outro para 7 3 12 anos, outro para 13 a 17 anos {esses trés times para serem assingdos par
um responsével legal) @ outro para ser assinado pelos jovens de 13 3 17 anos, desde que alfabetzados.

Riscos: 3 técnica pars colets de sangue para 3 determinagdo do padrio de resposta Imunolégics & WEntica a
técnica utiizada para exames de sangue camuns, sendo MINiMOs Os rscos para © paciente; podem surgir
h @ dor leve ] no local da pungio. Para coleta do aspirada de medula dssea, &
comum dor ou algum desconforto itdrio. o opr 1i Quando realzada em manubrio esternal,
€aso a pungio uitrapasse & 3bua dssea interna, pode-se stingir 0 esdfago; ¢ quand fzado em crista (llaca
posterc-superior, caso 3 pUngdo ultrapasse 3 tébua dssea interna, pode se atingir alcas intestinais Comphcagdes
graves como as descritas acima sio extremamente raras, com frequéncia de aprou 0,05%. Ressall
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se wetal exame $6 seré reafzado quando hauver indicacio pelo médico assistente, omeanon!owifchom
fires exclusvos da pesquisa.

Beneficios: o projeto contriburd diretamente para o maior entendimento g respoaa imunolégica e da
pravidade da evolugio com a lefshmaniosa visceral.

Publicacio dos resultados: compromisso em publicar os resuftados, favoraveis ou ndo. O projeto orgnal ara
para dissertacBo de Mestrado e a solictagio de extensio e suas emendas sBo para 3 elaboracia de tese de
Doutorado.

Cranograma: prevé o inicio ds colets dos dados ap6s 3 apravasda el Comité de Etica em Pesquiss, -

Qrgamento: Os exames complementares diagnté cos @ g6 panh das padentes com suspeita de
feshmaniose wiscoral sio realizados na roting de atendimanto habltual a tals pacientes ras mnulms
participantes, nSo scarretando gasto adicional s mesmas. Nio serdo soicitad
pdmm&wmnlsaumnmawmmhmpukm

&mrwmDm'sedoklmmkmemudalshmgsermgegmbusmcobhh

sangue, luvas.. | adquiridos previamants pelas pesguisadares com propeios dos

As dosagens de citocnas e a ctometria de floxe serso realizadas em colaboracio com o Laboratéeio de Biokgia
das Interagdes Celulares (LBIC], coordenado peds Dra. Walderez Ormelas Dutra, no ICB-UFMG, onde 30 feitas
rotineiramente 1ais anilises, nBo acarmetando dnus adicional 3s instituigbes participantes.

Os pesquisadores nio receberSo remuners¢io especifica para este estudo.
Conflitos de interesse: nda ha.

Os pesquisadares wem solicitar & extens3o da projeto (aprovado em 2008 pefo CEP/FHEMIG & em 2009
pulnCwlwsledesuamm(apmdamnnw-nbososcmum)malmmiodendw
udmmmuaonem'uawktn&mpmeomlmﬁuwmmobm
€ metodalogia, do o proj iginal, que era de uma dssertagio de Mestrado, pora & elaboragdo de
ummdobwqudn.

0 estudo proposto sem grande valar cientifico, dada a relevancia 83 Leshmaniose Visceral no Brasd, @
seus objetives 58 Indiscutveimente relevantes. A dologia ¢ exequivel o apropriada aos chjetivas
propostos, o as alteragdes em relacho 8o projeto or@nal sio paquenas e ndo interferem na cua exequiblidade e
adequagso. O TCLE & muite camplato, tem linguagem acesshedl e & bem redigido. Os possiven beneficios
ervolvem & svaliag3e 03 exsténcia ou nio de marcadares ¢ resposta imunokigica assaciados & pravidade de
Apresentacio (inka da doenga.
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