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SILVA, Renata Vieira de Sousa. Perfil lipidico em individuos com leishmaniose visceral
coinfectados pelo HIV. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias e Saude) — Universidade Federal
do Piaui (UFPI), Teresina, 2022.

RESUMO

Introducdo: Muitos pacientes com leishmaniose visceral (LV), ou calazar, e HIV/AIDS
apresentam refratariedade ao tratamento recomendado com anfotericina B. O objetivo deste
estudo foi investigar se a razdo para este fenbmeno € a resisténcia do agente Leishmania
infantum ao medicamento ou se isso se deve a fatores do paciente associados ao tratamento.
Meétodos: A susceptibilidade a anfotericina B foi avaliada in vitro, testando cinco isolados de
L. infantum obtidos de individuos infectados com HIV e LV tratados com anfotericina B. O
perfil lipidico de 29 individuos com LV e HIV/AIDS com e sem refratariedade ao tratamento
com anfotericina B foi avaliado. Resultados: A suscetibilidade a anfotericina foi uniforme entre
os cinco isolados testados e semelhante a cepa de referéncia. Os pacientes co-infectados
apresentaram niveis normais de colesterol total e triglicérides, enquanto os niveis de HDL, LDL
e VLDL estavam abaixo do valor de referéncia. Os niveis de VLDL, triglicérides e LDL eram
mais baixos em pacientes LV recidivantes do que em pacientes LV ndo recidivantes e foram
associados ao oObito (p<0,004) e ao diagnostico anterior de LV (p<0,047), respectivamente.
Conclusdes: N&o encontramos evidéncias de resisténcia a anfotericina B em isolados obtidos
de pacientes com LV e HIVV/AIDS em recidiva. Entretanto, os baixos niveis séricos de lipidios
em pacientes com LV em recidiva abre a possibilidade de que baixos niveis de lipidios possam
ter interferido na acdo da droga e levado a refratariedade da anfotericina B em pacientes com
LV e HIV/AIDS.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Leishmania infantum. HIV coinfec¢cdo. Anfotericina B.
Resisténcia a drogas. Metabolismo lipidico.



SILVA, Renata Vieira de Sousa. Lipid profile in individuals with visceral leishmaniasis
coinfected by HIV. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias e Saude) — Universidade Federal do
Piaui (UFPI), Teresina, 2022.

ABSTRACT

Introduction: Many patients with visceral leishmaniasis (VL), or kala-azar, and HIV/AIDS
show refractoriness to the recommended treatment with amphotericin B. The aim of this study
was to investigate whether the reason for this phenomenon is resistance of the agent Leishmania
infantum to the drug or whether this is due to patient factors associated with treatment. Methods:
Susceptibility to amphotericin B was assessed in vitro by testing five isolates of L. infantum
obtained from HIV-infected and VL individuals treated with amphotericin B. The lipid profile
of 29 individuals with VL and HIV/AIDS with and without refractoriness to amphotericin B
treatment was evaluated. Results: Amphotericin susceptibility was uniform among the five
isolates tested and similar to the reference strain. Co-infected patients had normal total
cholesterol and triglyceride levels, while HDL, LDL and VLDL levels were below the reference
value. VLDL, triglyceride and LDL levels were lower in relapsed VL patients than in non-
relapsed VL patients and were associated with death (p<0,004) and previous VL diagnosis
(p<0,047), respectively. Conclusions: We found no evidence of amphotericin B resistance in
isolates obtained from relapsed VL and HIV/AIDS patients. However, the low serum lipid
levels in relapsed VL patients opens the possibility that low lipid levels may have interfered

with drug action and led to amphotericin B refractoriness in VL and HIV/AIDS patients.

Keywords: Visceral leishmaniasis. Leishmania infantum. HIV coinfection. Amphotericin B.
Drug resistance. Lipid metabolism.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas de transmissdo vetorial, zoonoOticas e sdo
consideradas um problema de satde publica. Apresentam uma ampla distribuigdo global
estando presente nos cinco continentes e a maioria dos casos ocorrem na Africa, Asia e
Américas (OPAS, 2019). As leishmanioses sdo causadas por parasitos intracelulares
obrigatorios do género Leishmania que sdo transmitidos aos mamiferos suscetiveis
durante o repasto sanguineo de insetos vetores, mais conhecidos como fleb6tomos
pertencentes aos géneros Phlebotomus e Lutzomyia. (MURRAY et al., 2005; ORYAN,
2015). Estima-se que cerca de 350 milhdes de pessoas vivem em regides que existe 0
risco de adquirir a infeccdo. Nas Américas esta presente em 18 paises, e podem se
manifestar nas formas visceral, cutanea, mucocutéanea, difusa e dérmica pos-calazar
(DNDi, 2019).

A infeccdo humana é causada por mais de 20 espécies do complexo Leishmania
spp. A leishmaniose cutanea (LC) é causada por duas espécies de Leishmania, incluindo
Leishmania major e Leishmania tropica no mundo antigo, enquanto que a leishmaniose
mucocutanea (LMC) e leishmaniose cutanea difusa (LCD) sdo causadas por Leishmania.
amazonensis e Leishmania braziliensis no novo mundo. A leishmaniose visceral (LV)
geralmente é causada por Leishmania donovani e Leishmania infantum no velho e novo
mundo, respectivamente (CDC, 2021). A leishmaniose dérmica pos-calazar é uma
complicagdo ndo letal da LV que pode se desenvolver meses ou anos apds a concluséo do

tratamento da LV, causando desfiguracdo severa geralmente no rosto (DNDi, 2019).

A LV é uma doenca sistémica que atinge sobretudo criangas menores de cinco
anos; podendo estar associada a desnutri¢do, condi¢Ges imunossupressoras como HIV e
outras comorbidades. Caracteriza-se por febre prolongada, hepatoesplenomegalia,
palidez, hipergamaglobulinemia, hipoalbuminemia e por pancitopenias. Trata-se de uma
infeccdo que apresenta uma resposta inflamatdria de fase aguda marcada por aumento de
proteina C-reativa e dos niveis de citocinas pré e anti-inflamatorias, particularmente o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon-gama (IFN-y), interleucina 1 (IL-1p),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e interleucina 10 (IL-10) associadas a
gravidade da doenca (COSTA et al., 2013; DOS SANTOS et al., 2016).

Com o advento do HIV, a LV tornou-se importante doenca oportunista de
pacientes com HIV/AIDS, o que dificulta a resposta terapéutica e é a causa mais frequente

de recaidas, especialmente em pacientes com CD4 <200 células/uL. Apenas alguns
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ensaios clinicos foram conduzidos sobre a eficacia de algumas terapias para LV e
HIV/AIDS, que em sua maioria, foram realizados na Europa (infecgdes causadas por L.
infantum) e Africa Oriental (infecgdes por L. donovani) (MONGE-MAILLO & LOPEZ-
VELEZ, 2016; AKUFFO et al., 2018).

Os individuos com LV e HIV/AIDS representam um desafio no manejo clinico:
apresentam sintomas e maiores taxas de toxicidade de medicamentos, falha no
tratamento, recidiva e mortalidade. A recidiva de LV é um novo episodio de LV que
ocorre ap6s uma cura inicial. Individuos com LV e HIV/AIDS nao s6 estdo em alto risco
de recidiva, mas frequentemente apresentam multiplas recidivas, que progressivamente
se tornam menos responsivos ao tratamento, eventualmente causando a morte (DIRO et
al., 2014).

As multiplas recidivas poderiam ser devidas a resisténcia do parasita aos farmacos
utilizados, uma vez que, alguns individuos apresentam diversos episodios, recebem
tratamento, mas ndo curam. Entretanto, fatores proprios do hospedeiro poderiam ser
responsaveis por falha terapéutica, tais como a contagem de células CD4 antes do
tratamento, sem necessariamente haver resisténcia as drogas (COTA et al., 2013,
PONTE-SUCRE et al., 2017). Outra razdo, seria 0 metabolismo lipidico, com niveis de
colesterol e lipoproteinas muito reduzidos tanto em pacientes com LV (BERTOLI et al.
1982; MEBAZAA et al. 1984; BEKAERT et al. 1989; MALMENDIER et al. 1990;
BEKAERT et al. 1992; LIBEROPOULOS et al., 2002; LAL et al., 2007; SOARES et
al., 2010; AGOURIDIS et al., 2012; GATTO et al., 2013; CARVALHO et al., 2014) e
com HIV (FERNADEZ-MIRANDA et al., 1998; FESSEL et al., 2002; RAMOS et al.
2004), uma vez que foi demonstrado que dieta rica em lipidios aumenta a acdo de
anfotericina B (WASAN et al., 1998).



18
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Leishmaniose visceral
2.1.1 Aspectos epidemiologicos

A LV, também conhecida como calazar é uma doenga infecciosa parasitaria
causada por protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, do género Leishmania. Nas Américas, ela € endémica em 13 paises e
no periodo de 2001-2019 foram registrados 65.934 casos novos, resultando em uma
média de 3.470 casos por ano. Cerca de 97% (2.529) dos casos de 2019 foram reportados
pelo Brasil e os demais casos na Argentina, Bolivia, Coldmbia, Guatemala, Honduras,
México, Paraguai, Venezuela e Uruguai (OPAS, 2020; WHO, 2020).

Tabela 1. Nimero de casos e incidéncia* de leishmaniose visceral segundo paises, Regido das Américas,
2012-20109.

ANO 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

LOCAL Casos | Incid. | Casos | Incid. | Casos | Incid. | Casos | Incid. | Casos | Incid. | Casos | Incid. | Casos | Incid. | Casos | Incid.
AMERICAS 2892 | 4,26 3396 | 4,2 3624 | 5,06 3448 | 3,86 3354 | 4,44 4239 | 5,23 3562 | 4,80 2603 | 2,96
ARGENTINA 24 1,13 7 0,61 11 1,75 0,89 11 0,72 9 1,07 2 0,49 9 0,94
BOLIVIA 0 0,0 0 0,0 1 1,54
BRASIL 2770 | 4,54 3253 | 4,35 3453 | 521 3289 | 4,09 3200 | 4,88 4114 | 5,23 3466 | 5,05 2529 | 3,08
COLOMBIA 9 2,34 13 2,65 31 33 21 7,04 37 3,54 29 3,44 16 2,65 11 0,42
EL - - 1 2,74 - - - - - - 2 4,4 3 1,16 0 0,0
SALVADOR

GUATEMALA | - - 1 2,58 - - 2 1,89 2 2,2 2 5,63 4 2,64 1 0,0
HONDURAS - - 3 1,21 2 3,12 6 2,4 7 2,25 8 2,48 8 8,35 3 0,12
MEXICO 4 0,57 4 0,59 - - 1 4,58 - - 1 5,36 0 0 1 0,04
PARAGUAI 76 2,47 107 3,85 118 4,06 92 3,01 64 2,42 34 2,1 19 1,47 22 0,85
URUGUAI - - - - - - - - - - - - 1 0,75 3 0,12
VENEZUELA | 9 1,28 7 0,58 9 1,55 37 1,24 33 1,03 40 1,33 43 1,64 23 0,88

*: taxa de incidéncia = nimero de casos para cada 100.000 habitantes.

Fonte: SisLeish-OPAS/OMS: Dados notificados pelos programas nacionais de leishmanioses/servi¢os de vigilancia,

2020.

No Piaui, casos de LV sdo notificados desde 1934 (PENNA, 1934 apud COSTA;

PEREIRA; ARAUJO, 1990). O estado esta entre os dez estados com maior registro de
casos. A urbanizacdo do calazar no Brasil foi primeiramente notificada em Teresina,
regido Nordeste do Brasil, em 1981. Teresina, capital do estado, € um dos principais focos
urbanos da doenga no Brasil (COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990).

O numero de casos e a taxa de incidéncia continuam diminuindo na Regido das
Américas em consequéncia da reducdo de 27% dos casos no Brasil (937) no ano de 2019,
assim como na Colémbia, Guatemala, Honduras e Venezuela. No entanto, paises como

Argentina, Paraguai e Uruguai apresentaram aumento no numero de casos e a Bolivia
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reportou um caso de LV ao SisLeish pela primeira vez, embora a transmissdo autdctone

ja havia sido confirmada em anos anteriores (OPAS, 2021).

Apesar da reducdo de casos, a doenca continua em expansdo geografica,
principalmente nos paises do Cone Sul, com destaque para o Uruguai, que registrou seu
primeiro caso humano no final de 2018. Além disso, observou-se uma expansao em
Honduras e El Salvador, onde requer uma detalhada investigacdo epidemioldgica e

entomologica para melhor caracterizar essas areas de transmissdo (OPAS, 2019).

2.1.2 Manifestagdes clinicas na leishmaniose visceral

A interacdo entre a Leishmania e a resposta imune do hospedeiro pode resultar em
manifestacdes clinicas adversas. A LV caracteriza-se por febre irregular persistente,
hepatomegalia, hipergamaglobulinemia, hipoalbuminemia e pelas consequéncias das
citopenias (MADALQOSSO et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2016).

No periodo inicial, ocorre febre, hepatoesplenomegalia discreta e palidez cutaneo-

mucosa, podendo estar presentes tosse e diarreia (Figura 1) (MADALOSSO et al., 2012).

Figura 1. Individuo adulto e crianca com leishmaniose visceral

Fonte: Dorcas L. Costa, Universidade Federal do Piaui, Brasil.

A: individuo adulto com LV. Notar o emagrecimento e a hepatoesplenomegalia; B:
crianga com LV. Notar o aumento do volume abdominal devido a grande
hepatoesplenomegalia.

Caso o diagnostico ndo seja feito e o tratamento ndo seja instituido oportunamente,
a doenca evolui progressivamente para 0 “periodo de estado” com febre continua,
hepatoesplenomegalia discreta, piora da palidez e emagrecimento progressivo. O periodo
final da doenca associa-se com infeccBGes bacterianas, desnutricdo protéico-calorica,
edema dos membros inferiores que pode evoluir para anasarca e outras manifestacdes

importantes como hemorragias (epistaxe, gengivorragia e petéquias), sendo as infeccdes
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bacterianas responsaveis pela maioria dos ébitos (ANDRADE; CARVALHO; ROCHA,
1990; DE OLIVEIRA et al., 2010; MADALQOSSO et al., 2012; GATTO et al., 2013).

Laboratorialmente, as citopenias sdo 0 marco hematoldgico da LV. A anemia é o
achado mais frequente nos individuos sintomaticos. Podem participar de sua patogénese,
ainda mecanismos imunes, a hemofagocitose, a caréncia nutricional de oligoelementos
(ferro, folato, vitamina B12 e a hematopoiese ineficaz (CARTWRIGHT; CHUNG;
CHANG, 1948; VARMA; NASEEM, 2010; MOKHTARI; KUMAR, 2013).

Na série branca, observam-se frequentemente leucopenia com neutropenia,
auséncia de eosindfilos e de basofilos, com linfocitose relativa, atribuidos ao
provavel hiperesplenismo. A plaguetopenia ocorre na evolucdo da doenca pelo mesmo
mecanismo de base da leucopenia, favorecendo os sangramentos. A pancitopenia
sobrevém com o avancar da doenca (CARTWRIGHT; CHUNG; CHANG, 1948;
VARMA; NASEEM, 2010).

2.1.3 Agente Etiologico e Ciclo bioldgico da infeccao

As leishmanioses compreendem um grupo de doencas causadas por parasitas
protozoarios flagelados da familia Trypanosomatidae do género Leishmania que sdo
transmitidos entre humanos ou outros hospedeiros mamiferos por flebotomineos.
Espécies distintas de Leishmania causam diferentes manifestac6es clinicas, variando em
gravidade, desde lesdes cutaneas autocuraveis até doencas viscerais com risco de vida. O
resultado é determinado pela interacdo parasita-hospedeiro, destacando: caracteristicas
do parasita, biologia do vetor e fatores do hospedeiro, com respostas imunes ocupando o
centro do palco entre os fatores do hospedeiro. A leishmaniose visceral — causada por L.
donovani na Asia e na Africa e L. infantum na bacia do Mediterraneo, Oriente Médio,
Asia central, América do Sul e América Central — é a forma sistémica mais grave que

geralmente é fatal, a menos que seja tratada (BURZA, 2018).

Trés diferentes ciclos de transmissdo foram caracterizados nas Americas: 0
selvagem, o doméstico-rural e o doméstico-urbano. No ciclo da selvagem, a infec¢édo
humana ocorre quando o homem entra na floresta ou na selva e é picada por vetores
infectados. Nesse caso, 0 homem é um hospedeiro acidental que nao interfere no ciclo de
transmissdo, e o0s reservatorios sdo animais da selva. Nos ciclos doméstico-rural e
doméstico-urbano, os vetores atingem o peri-domicilio, entram nas residéncias e

transmitem a infeccdo ao nucleo familiar, estudos mostram que o cdo é o principal
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reservatorio na transmissdo da leishmaniose visceral em ambientes urbanos (ciclo urbano-
domeéstico) (OPS, 2019).

O parasita exibe um ciclo de vida digenético, existindo como promastigotas
flagelados no vetor, transformando-se em sua forma amastigota (Figura 2) mediante
infeccdo em hospedeiros (mamifero susceptivel), onde se desenvolve intracelularmente
(NEVES, 2017).

Figura 2. Forma promastigota e amastigota de Leishmania
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A: forma promastigota de Leishmania; B: forma amastigota de Leishmania
Fonte: Emille Andrade Sousa. Laboratorio de pesquisa em leishmanioses —
LabLeish, 2019

A infec¢do no vetor ocorre quando as fémeas, hematdfagas, cumprindo necessidade
bioldgica, alimentam-se em hospedeiro vertebrado infectado e ingerem macrofagos
parasitados por formas amastigotas. No interior do intestino médio (estdmago),
rapidamente ocorre ruptura das células liberando as formas amastigotas que, apds a
divisdo binéria, transformam-se em promastigotas arredondadas e de flagelo curto, que
se dividem intensamente, ou alongadas com um flagelo longo e cujo processo de divisdo
é bem menos intenso. Quando a matriz peritrofica se rompe, entre 47 a 72 horas apos 0
repasto alimentar, as formas promastigotas livres migram para o intestino anterior. Sao
observadas diferentes formas promastigotas no interior do inseto vetor que provavelmente
tem papéis diferentes no estabelecimento e na manutencdo da infecgdo. Nesta etapa do
ciclo, uma das formas, a promastigota metaciclica permanece se reproduzindo por divisdo
binaria. Ocorre migracdo para por¢do anterior do trato digestivo do inseto que ficara
repleta de parasitos na forma promastigota metaciclica (forma infectante). A infec¢do
ocorre apds a regurgitacdo de promastigotas na pele durante o hematofagismo da fémea
do inseto vetor (flebétomo). Promastigotas sdo interiorizados em macréfagos, onde se

desenvolvem em amastigotas e se multiplicam nos fagolisossomos. Posteriormente, 0s
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parasitas podem disseminar-se e infectar células do sistema reticulo-endotelial em varios
tecidos, infiltrando predominantemente o baco, medula 6ssea, figado e linfonodos (Figura
3) (NEVES, 2017).

Figura 3. Ciclo bioldgico de Leishmania sp. no hospedeiro vertebrado e invertebrado
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A= Estagio de diagndstico
Fonte: CDC, 2017

2.1.4 VVetor

Os parasitas sdo transmitidos pela picada de um mindsculo inseto, o flebotomineo
(Figura 4). Existem cerca de 500 espécies conhecidas de flebotomineos, mas apenas cerca
de 30 foram encontradas para transmitir as leishmanioses. Os flebotomineos estdo
inseridos na ordem Diptera, onde dois géneros principais sdo responsaveis pela
transmissdo, Phlebotomus e Lutzomyia (familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae)
(SILVA; MORGADO, 2019; WHO, 2020).



Figura 4. Inseto vetor 23

Fonte: OPS (Organizacion Panamericana de la Salud), 2019.

Os unicos vetores comprovados da LV humana sdo espécies e subespécies dos
géneros Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. A biologia de cada
espécie de flebotomineo é Unica e complexa e tem influéncia direta na epidemiologia da
leishmaniose e no controle de vetores. A distribuicdo temporal e espacial dos

flebotomineos depende de fatores geograficos e climéticos locais (WHO, 2020).

No Brasil, duas espécies (Lu. longipalpis e Lu. cruzi), at¢ 0 momento, estdo
relacionadas com a transmisséo da doenga. A primeira espécie é considerada a principal
transmissora da L. infantum no Brasil e, recentemente, Lu. cruzi foi incriminada como
vetor no estado de Mato Grosso do Sul (BRASIL, 2019).

Ao final da década de 80, verificou-se a adaptacdo deste vetor aos
ambientes urbanos, em periferias de grandes centros, principalmente na Regido Sudeste,
podendo ser encontrados no peridomicilio, em galinheiros, chiqueiro, canil, paiol, entre
outros ambientes e também no intradomicilio. Ha indicios de que o periodo de maior
transmissdo da LV ocorra durante e logo apos a estacdo chuvosa, quando hd um aumento
da densidade populacional do inseto (BRASIL, 2019).

2.1.5 Reservatoérios

Raposas (Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous) e marsupiais (Didelphis
albiventris), tém sido encontrados como reservatorios silvestres no Novo Mundo,
embora outras espécies de canideos silvestres, lagomorfos e roedores sejam (NEVES,
2017). No ambiente urbano, individuos, principalmente aqueles com HIV, e cédes séo
fontes de infeccdo para o vetor. Devido a sua maior capacidade de infectar o vetor,

pensa-se que o0 cdo seja o principal reservatério urbano. Seus principais sintomas sao:
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emagrecimento, queda de pelo, crescimento e deformacdo das unhas, paralisia de
membros posteriores, desnutricdo, entre outros (FERREIRA et al., 2018). Mais
recentemente, o gato foi incluido como potencial reservatério do parasita no ambiente
urbano, uma vez que foi demonstrado que gatos infectados por L. infantum sdo capazes
de infectar o vetor biolégico Lu. Longipalpis e transmitir a infeccdo para outro individuo
nédo infectado (BATISTA et al., 2020; SILVA et al., 2020).

2.1.6 Recidivas na leishmaniose visceral

A recidiva é o reaparecimento de uma doenca ou sintoma apés o fim do
tratamento. Na LV, a cura é definida pelo desaparecimento de febre, citopenia e
hepatoesplenomegalia. Um episddio de recidiva deve ser questionavel em caso de
ressurgimento de febre, piora da citopenia ou aumento de hepatoesplenomegalia em

relacdo ao alcancado ao fim do tratamento medicamentoso (COTA et al., 2017).

2.2 Coinfecgdo HIV-Leishmania

A associacdo das infeccBes causadas pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) e pelo protozoario Leishmania spp. caracteriza a coinfec¢do HIV/Leishmania. O
primeiro caso de coinfeccdo HIV/Leishmania foi descrito em 1985, no sul da Europa (DE
LA LOMA et al., 1985). Esta coinfeccéo foi reportada por 42 paises, sendo considerada
doenca emergente de alta gravidade em varias regiGes do mundo. Tal situacdo é
particularmente preocupante no sudoeste da Europa, no sul da Asia, ao Sul do Saara e na
Ameérica do Sul, em que o Brasil surge como um dos paises que requer atencdo devido ao

grande nimero de casos das duas infec¢bes (WHO, 2021).

Do ponto de vista epidemioldgico, dois aspectos chamam a atencéo,
principalmente nos paises da regido do Mediterraneo: a maior frequéncia de infeccdo por
Leishmania spp. entre pacientes infectados pelo HIV, comparada a ocorréncia na
populacédo geral, e o predominio da infec¢do entre usuarios de drogas injetaveis (UDI)
(ALVAR et al., 1997; CRUZ et al., 2002).

As recentes alteracdes nos perfis epidemioldgicos da AIDS e da LV no Brasil
apontam para maior exposicdo da populacdo as duas infeccdes, caracterizada pela
interiorizacdo da infeccdo pelo HIV simultanea a urbanizacdo da LV, bem como o
aumento do numero de casos na faixa etdria de 20 a 49 anos e a letalidade de
aproximadamente 23,0% nos maiores de 50 anos (SOUSA-GOMES et al., 2011).
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A pandemia da AIDS tem modificado a histéria natural da LV. A infeccdo pelo
HIV aumenta o risco de desenvolvimento da LV em &reas endémicas, reduz a eficacia da
resposta terapéutica e aumenta consideravelmente a probabilidade de recidivas. Ao
mesmo tempo, a LV promove a progressdo clinica da doenca por HIV e o
desenvolvimento do virus. Ambas as doencas sdo condi¢cfes definidoras, pois exercem
um efeito sinérgico negativo sobre a resposta imune celular porque visam células imunes
similares, como células dendriticas e macrofago (WOLDAY et al., 1999; OLIVIER et
al., 2003; ALVAR et al., 2008).

A infeccdo pelo virus HIV tem modificado ndo apenas a epidemiologia, mas
também os achados clinicos da LV, a qual é considerada doenca oportunista nas situagdes
de coexisténcia. Em geral, a apresentacdo da LV nos individuos com HIV é semelhante a
dos individuos sem HIV (SAPORITO et al., 2013). No entanto, quadros atipicos podem
sobrevir, geralmente em pessoas com baixa contagem de linfécitos T CD4", dificultando
o diagndstico e retardando, consequentemente, o tratamento. A presenca de outras
comorbidades e infecgdes oportunistas contribuem para o aumento da letalidade e a
imunodepressdo cumulativa na coinfec¢do HIV/LV pode acelerar a evolucdo de ambas
as condigcdes (LIMA et al., 2013; LINDOSO et al., 2014). A terapia antirretroviral
(TARV) deve ser iniciada assim que o tratamento para LV for admitido (VAN
GRIENSVEN; DIRO, 2012).

E notavel que individuos com LV coinfectados pelo HIV apresentam maior
numero de recidivas com descri¢Ges de diversos fatores de maior risco para o surgimento
de novos episodios da doenca nesse grupo (FERNANDEZ-GUERRERO et al., 2004;
ALEXANDRINO-DE-OLIVEIRA et al., 2010; RAMOS et al., 2017; SIMAO:;
VICTORIA; FORTALEZA, 2020). As recidivas, quando ocorrem, tendem a se tornar
progressivamente menos agudas, mais atipicas e menos responsivas ao tratamento.
Mesmo quando em terapia antirretroviral (TARV) altamente ativa, foram relatadas taxas
de recidiva de um ano de 30% a 60% (VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012). Alguns
individuos coinfectados tendem a melhorar ap6s receber terapia antirretroviral (TARV),
h& melhora na imunidade, diminui o numero de recaidas e a infeccéo torna-se controlada.
Porém, uma parcela dos pacientes coinfectados apresenta falha terapéutica definitiva com
infeccdo persistente e uma severa pancitopenia que leva a uma maior exposicdo a
infecgOes oportunistas e hemotransfusdes frequentes (RUSSO et al., 2003; SOUSA-
GOMES et al; 2011).
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A gravidade das manifestacdes clinicas, a resposta ao tratamento, a evolucdo e o
progndstico estdo diretamente associados a condicdo imunoldgica do paciente, avaliada
por meio da contagem de linfécitos TCD4™. Séo fatores relacionados a recidiva: contagem
de CD4 inferior a 100 células/smm3 por ocasido do diagnostico de LV; diagndstico
anterior de LV; recuperacdo insuficiente de CD4 ap0s o tratamento de LV; e auséncia de
profilaxia secundaria para LV (COTA; SOUSA; RABELLO, 2011).

2.3 Tratamento

Os medicamentos utilizados para o tratamento da LV sdo os antimoniais
pentavalentes e a anfotericina B (lipossomal e desoxicolato). Entretanto, a escolha do
medicamento deve considerar as condi¢Bes clinicas dos pacientes, a presenca de

coinfeccdes e gravidez.

A anfotericina B é um antibiotico de polieno que é administrado como
desoxicolato intravenoso e desde 1997 em lipossomas. No entanto, o0 seu uso em regides
endémicas mais pobres € limitado pelo seu alto custo. Em individuos coinfectados
HIV/LV, o farmaco utilizado é a anfotericina B lipossomal. (PONTE-SUCRE; DIAZ;
PADRON-NIEVES, 2013; GHORBANI; FARHOUDI, 2018; CAPELA; MOREIRA;
LOPES, 2019). No entanto, mesmo seguindo o tratamento correto, € comum ocorrer
nestes individuos pancitopenia grave, elevacdo da carga parasitaria, baixa contagem de
células CD4 (apesar da carga viral ndo ser detectada), resposta de tratamento precéria,
maior falha inicial e aumento no nimero de recidivas (ALVAR et al., 1997; JHA et al.,
1999; SUNDAR et al., 2002; BERMAN et al., 2003; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012).

2.4 Lipidios, lipoproteinas e apolipoproteinas

Os lipidios biolédgicos sdo um grupo de compostos quimicamente diversos, cuja
caracteristica em comum que os define € a insolubilidade em agua. As funcdes bioldgicas
dos lipidios sdo tdo diversas quanto a sua quimica. Gorduras e 6leos sdo as principais
formas de armazenamento de energia em muitos organismos. Os fosfolipidios e os
esterdis sdo os principais elementos estruturais das membranas bioldgicas. Outros
lipideos, embora presentes em quantidades relativamente pequenas, desempenham papéis
cruciais como transportadores de elétrons, pigmentos fotossensiveis, agentes
emulsificantes no trato digestivo, hormodnios e mensageiros intracelulares. S&o
indispensaveis na dieta dos seres humanos, por incluirem os acidos graxos essenciais e as
vitaminas lipossoluveis (NELSON; COX, 2014; MARZZOCO; TORRES, 2017).
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Os &cidos graxos podem ser classificados como saturados (sem duplas ligacoes
entre seus atomos de carbono), mono ou poli-insaturados, de acordo com o nimero de
ligacdes duplas em sua cadeia. Os triacilglicerois (também denominados triglicérides ou
triglicérides [TG]) sdo formados a partir de trés acidos graxos ligados a uma molécula de
glicerol e constituem uma das formas de armazenamento energético mais importantes no
organismo sendo armazenado no tecido adiposo, de localiza¢do subcutanea e visceral. Os
esteroides sdo lipidios que apresentam um nucleo tetraciclico caracteristico em sua
estrutura. O composto chave deste grupo € o colesterol, ndo apenas por ser o esteroide
mais abundante dos tecidos animais, como por servir de precursor a sintese de todos o0s
outros esteroides, que incluem hormdnios esteroides (hormonios sexuais e do cortex das
glandulas suprarrenais), sais biliares e vitamina D. O colesterol tem, ainda, uma funcéo
estrutural importante nas membranas de células animais (NELSON; COX, 2014;
MARZZOCO; TORRES, 2017).

Nos seres humanos, os lipidios apolares associam-se a lipidios anfipaticos e
proteinas, formando as lipoproteinas plasmaticas (LP). A lipoproteinas plasmaticas sdo
particulas esféricas com um nucleo central de lipidios apolares, circundado por uma
monocamada de lipidios anfipaticos, a qual estdo associadas moléculas de proteinas.
Estas proteinas sdo denominadas conjuntamente de apoliproteinas e classificadas em A,
B, C, D e E, cada classe contendo varios subtipos (MARZZOCO; TORRES, 2017).

As lipoproteinas plasmaticas sdo classificadas segundo a sua densidade, que é
tanto menor quanto maior for o seu teor de lipidios. As principais classes de lipoproteinas
sdo: quilomicrons, VLDL (very low density lipoproteins), IDL (intermediate density
lipoproteins), LDL (low density lipoproteins) e HDL (high density lipoproteins). Os
quilomicrons sdo sintetizados na mucosa intestinal a partir dos lipidios da dieta, que, desta
forma, sdo transportados aos tecidos. A VLDL tem origem hepética e transportam
triglicérides e colesterol para os outros tecidos; originam as IDL e as LDL, ricas em
colesterol. As HDL tém funcgdo oposta a das LDL, atuando na remocéo de colesterol dos
tecidos (MARZZOCO; TORRES, 2017).

O colesterol do organismo humano pode ser obtido por producdo endégena ou a
partir dos alimentos. Os principais 6rgdos responsaveis pela producao de colesterol sdo o
figado e o intestino delgado. O colesterol, originario da sintese enddgena ou dos
alimentos, é transportado pelas lipoproteinas plasmaticas. Os quilomicrons sédo
sintetizados a partir de gorduras da dieta no reticulo endoplasmatico dos enterécitos,

células epiteliais que recobrem o intestino delgado. Os quilomicrons entdo se movem pelo
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sistema linfatico e entram na corrente sanguinea. As apoliproteinas ativam a lipase
lipoproteica nos capilares do tecido adiposo de varios 6rgaos permitindo a liberacdo de
acidos graxos livres para esses tecidos, portanto, os quilomicrons transportam acidos
graxos da dieta para os tecidos onde eles serdo consumidos ou armazenados como fonte
de energia. O que resta dos quilomicrons move-se pela corrente sanguinea para o figado.
Receptores existentes no figado ligam a apoliproteina E nos quilomicrons restantes e
controlam sua captacdo por endocitose. No figado, os remanescentes liberam seu
colesterol e séo degradados nos lisossomos; essa via do colesterol da alimentagéo até o
figado é a via exdgena (NELSON; COX, 2014). Quando a dieta contém mais acidos
graxos e colesterol do que a quantidade necessaria para uso imediato como combustivel
ou como precursores de outras moléculas, eles sdo convertidos em triglicérides no figado
e empacotados com apoliproteinas especificas, formando VLDL. As VLDL séo
transportadas pelo sangue do figado para o musculo e o tecido adiposo. A perda de
triglicérides converte parte da VLDL em remanescentes VLDL (também chamadas de
IDL). A remocdo adicional de triglicérides da IDL (restantes) produz LDL. A LDL
transporta colesterol para os tecidos extra-hepaticos, como musculo, glandulas
suprarrenais e tecido adiposo. A LDL ndo captada pelos tecidos periféricos retornam ao
figado onde sdo captados via receptores de LDL na membrana plasmaética dos hepatécitos.
Essa via, da formacdo de VLDL no figado ao retorno de LDL para o figado € a via
enddgena do metabolismo e transporte do colesterol (NELSON; COX, 2014).

O HDL origina-se no figado e no intestino delgado e possui a enzima lecitina-
colesterol-aciltransferase (LCAT) que catalisa a formacdo de colesterol. A LCAT na
superficie das particulas de HDL nascentes converte o colesterol dos quilomicrons
restantes e da VDLD encontradas na corrente sanguinea, dando inicio a formagdo do
nucleo da HDL, transformando a HDL nascente em forma de disco em uma particula de
HDL madura de forma esférica. A HDL nascente captura o colesterol das células extra-
hepaticas ricas em colesterol e a HDL madura entdo retorna ao figado, onde o colesterol
é descarregado. Parte dos ésteres de costerila no HDL pode ser transferida ao LDL pela
proteina transportadora de éster de colesterila. O circuito do HDL é o transporte reverso
do colesterol. Seu efeito final é antiaterogénico (NELSON; COX, 2014).

2.5 Perfil lipidico nas infecgdes por parasitas intracelulares

Muitas doencas infecciosas apresentam alteracdes sericas do perfil lipidico. Na
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), os niveis de triglicérides estdo elevados,
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enquanto que, os de HDL estdo reduzidos (FERNADEZ-MIRANDA et al., 1998;
FESSEL et al., 2002; RAMOS et al. 2004). Pacientes em areas endémicas e expostos a
maléria tem hipocolesterolemia como sinal desta infec¢do, assim como, tuberculose
pulmonar, leishmaniose visceral, brucelose e infec¢des crénicas pelos virus HCV e HBV
(Hepatite C e Hepatite V, respectivamente) (MOUTZORI et al., 2011).

Diversos estudos ja demonstraram que o colesterol é crucial em interacdes entre
parasitas e hospedeiros, seja na internalizacdo, ligagdo entre receptores, fagocitose ou
sobrevivéncia destes patégenos (GOLUSKO; NOWICKI, 2005; SONDA; HEHL, 2006).
O colesterol é requerido para fagocitose da Mycobacteria spp., Escherichia coli, Brucella
suis e no caso de Chlamydia trachomatis e de Listeria monocytogenes. Ja parasitas como
Toxoplasma gondii, e Plasmodium falciparum dependem do colesterol da célula

hospedeira para sua sobrevivéncia (BANSAL et al., 2005).
2.5.1 Perfil lipidico no HIV/AIDS e na leishmaniose visceral

ALV e a AIDS séo infecgOes que apresentam dislipidemias, sendo caracterizadas
na maioria dos casos pela reducdo dos niveis de colesterol total, LDL e HDL,
apoliproteinas A e B; e por aumento dos niveis de triglicerideos (BERTOLI et al. 1982;
MEBAZAA et al. 1984; BEKAERT etal. 1989; MALMENDIER et al. 1990; BEKAERT
etal. 1992; DURO et al., 2013; DAVE et al., 2016; Jl et al., 2019).

A prevaléncia de dislipidemia em individuos com HIV esta associada a fatores
dos hospedeiros, ao proprio HIV e ao tratamento com drogas antirretrovirais. A
introducdo da terapia antirretroviral para controlar a carga do HIV e melhorar o
prognéstico dos individuos com HIV tem sido associada a desarranjos e anormalidades
no metabolismo lipidico na distribuicdo de gordura. Dave et al (2016) observaram que
individuos em uso de TARV apresentaram niveis mais elevados de triglicerideos,
colesterol total, LDL e HDL do que aqueles que ndo tinham recebido TARV. Em um
estudo de coorte retrospectivo foi observado que individuos submetidos a TARV, apoés
trés anos de tratamento apresentaram dislipidemia por aumento nos niveis de
triglicerideos, colesterol total e LDL, e aumento de 46% nos niveis de HDL (DURO et
al., 2013).

Os dados na literatura sobre disturbios no perfil lipidico em individuos com LV
vem sendo apresentados em relatos de casos e em pequenas populacdes de estudo. Desde

a década de 80 j& se relatara tais alteracfes (BERTOLI et al., 1982). Em casos clinicos
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reportados de LV foi observada hipocolesterolemia, hipertrigliceridemia e reducéo de
HDL e LDL (AGOURIDIS et al., 2012; LIBEROPOULOS et al., 2002; LAL et al.,
2007). Ottoni (2010) constatou reducdo de HDL e colesterol total com tendéncia de
aumento de triglicérides em 32 individuos com LV. Soares et al (2010), compararam 26
pacientes com LV e 26 controles, nos quais, os individuos com LV apresentaram niveis
elevados de triglicérides e VLDL, e uma reducgdo dos niveis de colesterol total, LDL,

HDL e apoliproteina A, e limitada reducgéo de apoliproteina B.

No estudo desenvolvido por Berkaert et al. (1989) em 17 criancas com LV,
ocorreu hipertrigliceridemia e reducdo de HDL. Noutros dois casos em criancas com LV,
as concentracfes de HDL antes do tratamento foram mais baixas, enquanto os niveis de
triglicérides estavam aumentados (SECMEER et al., 2006). Gatto et al. (2013) avaliaram
13 individuos com LV (pré e pos tratamento) e 0s comparou com 16 controles, e observou
que os individuos com LV ativa apresentaram niveis menores de colesterol total, HDL,
LDL e niveis maiores de triglicérides em relacdo aos individuos pos-tratamento e aos
controles. O tratamento aumentou os niveis de albumina e lipoproteinas e diminuiu 0s
niveis de triglicérides. Carvalho et al. (2014) avaliaram o perfil lipidico de 81 individuos,
nos quais, revelaram niveis elevados de triglicérides e niveis elevados de VLDL em todos
os individuos sintomaticos infectados com LV em comparacdo com os individuos

infectados assintomaticos e ndo infectados.

As alteracGes dos niveis de lipoproteinas podem ser consequéncia do processo
infeccioso e que os lipidios podem favorecer a progressdo em infec¢Ges. Na membrana
plasmatica ha “lipid rafts” que s3o microdominios ricos em colesterol ou esfingolipidios
com funcgdes de transporte, transducdo de sinal, endocitose e porta de entrada a patoégenos
(CHAKRABORTY et al., 2005; DANTAS, 2013). Pucadyl et al. (2004) demonstraram
que a deplecao de colesterol da membrana plasmatica com metil-p-ciclodextrina (MBCD)

reduzia significativamente a infeccdo de macrdfagos in vitro pela Leishmania donovani.
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3 JUSTIFICATIVA

A coinfeccdo HIV/LV dificulta a resposta terapéutica sendo a causa mais
frequente de recidivas, especialmente em individuos com CD4 <200 células/uL. Apenas
alguns ensaios clinicos foram conduzidos sobre a eficacia de algumas terapias para a
coinfeccdo HIV/LV, e a maioria foram realizados na Europa (infecgOes causadas por L.
infantum) e Africa Oriental.

Em um estudo feito em coelhos por Wasan et al. (1998), foi avaliada a toxicidade
renal por uso de anfotericina B desoxicolato e lipossomal. Foi observado que em coelhos
que foram induzidos a uma dieta rica em colesterol notou-se diferengas significativas na
farmacocinética, lipoproteina sérica e distribuicdes em tecidos, e toxicidades renais
induzidas por anfotericina B desoxicolato mas ndo por anfotericina B lipossomal.
Pressupde-se que mudancas no perfil lipidico que ocorrem em individuos com niveis
séricos anormais de lipidios alteram a distribuicdo de anfotericina B. Além disso, tem
sido sugerido que a farmacocinética da anfotericina B pode ser um resultado da lenta
liberacdo da droga de um tecido ou local de um 6rgéo, devido a afinidade da anfotericina

B em se ligar ao colesterol, lipoproteinas séricas ou membranas celulares.

Este estudo foi concebido para entender a razdo das sucessivas recidivas de LV
em individuos com HIV submetidos ao tratamento inicial e profilaxia secundaria com
anfotericina B. Inicialmente, foram feitos testes in vitro de sensibilidade & anfotericina B
de alguns isolados obtidos de individuos com LV e HIV/AIDS recidivante. Em seguida,
foi realizado o perfil lipidico de individuos com HIV/AIDS com LV recidivante e de

outros com o primeiro episodio de LV.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

e Investigar a causa de refratariedade ao tratamento com anfotericina B de

individuos coinfectados com L.infantum e HIV.

4.2 Objetivos especificos

e Verificar a ocorréncia de resisténcia in vitro a anfotericina B em isolados de L.
infantum obtidos de individuos com HIV e LV refratéaria ao tratamento;

e Avaliar o perfil lipidico de individuos coinfectados HIV/leishmaniose visceral
tratados com anfotericina B liposomal;

e Verificar a associacao de refratariedade ao tratamento com anfotericina com o

perfil lipidico.
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5 METODOLOGIA
5.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo analitico e retrospectivo, considerando dados coletados a
partir dos prontuarios dos individuos internados no Instituto de Doengas Tropicais Natan
Portela (IDTNP), situado em Teresina — PIl, com diagnoéstico de LV coinfectados pelo
HIV.

5.2 Local de estudo

Teresina € um municipio brasileiro, capital do Estado do Piaui e a Unica capital
da Regido Nordeste que ndo se localiza no litoral. Com uma populagdo estimada em
871.126 habitantes em 2021, € a cidade mais populosa do Piaui (IBGE, 2021).

O Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela é a referéncia no sistema publico
de salde estadual para o diagndstico e tratamento das doencas de natureza infecciosa e
parasitaria em todas as faixas etarias, oferecendo cuidado multiprofissional de média

complexidade com demanda referenciada de emergéncia, internacdo e ambulatorios.

5.3 Populacédo amostral

Foram admitidos individuos com sorologia positiva para HIV, com diagndstico
de leishmaniose visceral (presenca de Leishmania infantum) confirmado por método
parasitoldgico (aspirado de medula 6ssea ou cultura) atendidos no hospital de referéncia

estadual.

5.4 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo, os individuos de ambos 0s sexos e maiores de 18 anos
que possuiam sorologia positiva para HIV com diagnostico confirmado para LV por
método parasitolégico (pesquisa de amastigota na medula 6ssea ou cultura de
promastigotas) com amostra de soro ou plasma disponiveis no laboratoério de pesquisa em

leishmanioses (LabLeish).

5.5 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo, os individuos que apresentaram valores negativos

apos a aplicagdo da formula de Friedewald para obtencdo de valores do perfil lipidico.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Capital
https://pt.wikipedia.org/wiki/Unidades_federativas_do_Brasil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Piau%C3%AD
https://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%A3o_Nordeste_do_Brasil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lista_de_munic%C3%ADpios_do_Piau%C3%AD_por_popula%C3%A7%C3%A3o
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5.6 Consideracdes éticas

Este estudo faz parte de um projeto central intitulado “Avalia¢do in vitro da
susceptibilidade de isolados de L. infantum a anfotericina b e caracterizacdo molecular de
marcadores de resisténcia” e foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFPI com
0 numero de parecer 3.276.499 (ANEXO A). O estudo foi conduzido em conformidade
com os preceitos fundamentais da resolugcdo do Conselho Nacional de Saude — CNS
466/12 que trata das diretrizes e normas de pesquisa envolvendo seres humanos. N&o
houve requerimentos de intervencdes ou abordagens ao individuo (dispensa do uso de
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) (ANEXO B), representando riscos
minimos (perda do sigilo) aos participantes, pois o mesmo foi desenvolvido com o uso
de amostras disponiveis no laboratorio e dados de prontuario. Os prontuarios foram
criteriosamente revistos para o levantamento e registro das informacgdes requeridas,

mantendo-se sempre a garantia de sigilo.

5.7 Levantamento de dados dos prontuarios

O levantamento foi feito a partir dos registros de servico de internacao e servico

ambulatorial do IDTNP no periodo de maio de 2018 a agosto de 2020.

Variaveis de natureza epidemioldgica, clinica e laboratorial foram coletadas em
um instrumento padronizado estruturado elaborado especificamente para este fim
(apéndice A). Para este estudo, foram considerados todos os dados referentes ao periodo

integral no qual o paciente esteve no nosocémio.

Os dados foram coletados em questionario préprio que contemplava informacGes
sobre sexo, idade e municipio; data de diagndstico pelo HIV (se possivel); presenga ou
auséncia dos sinais e sintomas a seguir: astenia/fraqueza, perda de peso, hiporexia/recusa
alimentar, palidez cutaneomucosa, tosse, dispneia, febre, diarreia, nduseas/vomitos,
hepatomegalia, esplenomegalia, presenca de edema; dados laboratoriais como contagens
de linfécitos T CD4+, hemograma completo, ureia, creatinina, proteinas totais e fracoes;
exames realizados para o diagnostico de leishmaniose visceral quando disponiveis:
parasitoldgico (aspirado de medula 6ssea e/ou cultura), bidpsias e/ou cultura de tecido;
foram considerados, ainda, registros de ultrassons, radiografias, tomografias
computadorizadas e eletrocardiografia (apéndice A).
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5.8 Ensaio in vitro

Os cinco isolados foram obtidos de individuos com LV coinfectados pelo HIV
admitidos no Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela. Estes isolados, encontravam-
se criopreservados em nitrogénio liquido a -196 °C no Laborat6rio de Pesquisa em
Leishmanioses do Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela (IDTNP), em Teresina —
Pl. Todos os isolados foram provenientes de um segundo episodio de leishmaniose

visceral dos individuos.

O descongelamento dos isolados seguiu o procedimento operacional padrdo de
descongelamento de amostras retiradas do criobanco (ANEXO C). As promastigotas de
L. infantum foram cultivadas primeiramente em meio NNN (Neal, Novy, Nicolle) com
adigdo de 1 mL de meio Schneider’s suplementado com 50 mL de soro fetal bovino e
estéril inativado pelo calor (Gibco®), 1 mL de penicilina, 10 mL de urina humana
masculina a 26 °C. Posteriormente, uma aliquota de 100-200 pL era retirada deste meio
e colocada em 5 mL meio Schneider’s suplementado com 50 mL de soro fetal bovino e
estéril inativado pelo calor (Gibco®), 1 mL de penicilina, 10 mL de urina humana
masculina e 80 mg de gentamicina (Sigma, EUA), pH 7.0. As culturas foram mantidas

em estufa a 26°C e os repiques foram feitos semanalmente.

Para 0 ensaio in vitro a anfotericina B foi utilizado o meio M199 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) a 25 °C, suplementado com 10% de soro fetal de bezerro inativado
pelo calor (FCS) e 0,25% de hemina. A anfotericina B (j& veio preparada para uso) e 0
MTT (Brometo de tetrazdlio 3- (4,5-dimetil tiazol-2-il) — 2,5 difenil tetrazdlio) foram
adquiridos na companhia Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Uma solucdo estoque da
anfotericina B foi preparada a 2 mM (célculo de dilui¢cdes de concentracbes especificas,
de acordo com a férmula (C1.V1= C2.V2). O MTT é comercializado em forma de pé e
foi diluido em solucéo tampédo PBS (fosfato salino tamponado) na proporcao de 5mg/mL

e mantido refrigerado fora do alcance de luz.

O ensaio in vitro foi realizado conforme Zauli-Nascimento et al., 2010. Numa
placa de 96 pocos, foram adicionados 200 pL de meio aos pocos da primeira linha e aos
que correspondem ao “branco”; nos pogos restantes 100 uL. de meio. A primeira linha
recebeu a maior concentracdo de anfotericina B (0.4 pM, 0.2 uM, 0.1 pM, 0.05 pM,
0.025, 0.012 uM e 0.006 pM). Em seguida foi homogeneizado e transferiu-se 100 pL do

primeiro poco a linha imediatamente abaixo; a diluicdo ocorreu até a pendltima linha, os
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altimos 100 pl foram desprezados. A dltima linha foi destinada somente para os parasitas,
sem adicdo de droga (Figura 5).

Figura 5. Desenho da placa para realizagdo do teste de sensibilidade ao farmaco

Isolados + Farmaco + MTT + SDS
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Legenda: F+P: farmaco (anfotericina B) + parasita (leishmania); Branco: somente MTT e SDS; sem parasita

(leishmania); P/SF: parasita (leishmania) sem farmaco (anfotericina B).

Promastigotas em fase logaritmica foram coletados por centrifugacdo a 4.000 rpm
por 10 minutos e ressuspensos em meio M199 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal inativado de bezerro pelo calor (FCS) e 0,25% de
hemina para concentracdo de 2x10%/mL. Apds a diluicdo seriada do farmaco, foram
adicionados 100 pL de parasita nos pogos, exceto aos que correspondem ao ‘branco”.
Posteriormente, a placa foi incubada a 25 °C em uma BOD por 24 horas. Apos o periodo
de incubacdo, foram adicionados 30 uL de MTT 5mg/mL e novamente incubadas a 25 °C
por 2 horas. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 50 puL de SDS (dodecilsulfato de
sodio) a 20% a cada poco. A leitura da absorbancia foi feita em um espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 595 nm e usou-se como referéncia 690 nm. A cepa de
referéncia de L. infantum (MHOM/BR/2005/NLC) foi utilizada como controle em todos
0s experimentos.
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5.9 Andlise do perfil lipidico

Foram incluidos 29 individuos para a andlise do perfil lipidico. Somente um
individuo teve o seu isolado e a sua amostra avaliados. As dosagens das fragdes lipidicas
foram realizadas no laborat6rio do IDTNP. As amostras de soro ou plasma (ANEXO D)
encontravam-se armazenadas em freezer -20 °C no LabLeish e foram processadas no
equipamento Incca Bit Analisa (Belo Horizonte, Brasil). Para isto empregou-se o kit
reagente Analisa (Belo Horizonte, Brasil) para colesterol total, triglicérides e HDL direto.
Os valores de LDL e lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) foram obtidos a
partir da formula de Friedewald (VLDL=T/5; LDL= CT-HDL-VLDL).

Os valores referenciais utilizados foram de acordo com o Consenso Brasileiro para a

Normatizacdo da Determinacdo Laboratorial do Perfil Lipidico (Figura 6).

Figura 6. Valores referenciais para a determinagdo do perfil lipidico

Tabela I. Valores referenciais e de alvo terapéutico conforme avaliagdo de risco cardiovascular estimado pelo médico
solicitante do perfil lipidico para adultos >20 anos.

Lipides Com jejum (mg/dL) Sem jejum (mg/dL) Categoria referencial
Colesterol Total* <190 <190 Desejavel
HDL-C >40 >40 Desejavel
Triglicérides** <150 <175 Desejavel
<130 <130 Baixo
<100 <100 Intermediario
LDL-C <70 <70 Alto
<50 <50 Muito alto
< 160 < 160 Baixo
<130 <130 Intermediario
Nao-HDL-C < 100 <100 Alto
<80 <80 Muito alto

CT> 310 mg/dL ha probabilidade de HF.
+# Quando os niveis de triglicérides estiverem acima de 440 mg/dL (sem jejum) o médico solicitante fard outra prescricdo para a avaliacdo de TG
com jejum de 12 h e sera considerado um novo exame de triglicérides pelo laboratdrio clinico.

Fonte: Consenso Brasileiro para a Normatizacdo da Determinacdo Laboratorial do Perfil Lipidico, 2016.

5.10 Registro dos dados

Todos os dados colhidos em prontuarios foram devidamente registrados em

planilha propria utilizando o software Excel®.

5.11 Anélise estatistica
Os valores de ECso (concentracdo do farmaco que induz metade do efeito maximo)

no ensaio em promastigotas foram expressos como media e erro (SEM) gerados pelo

programa GraphPad Prism 7.04.
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Para analise dos dados foram utilizados os procedimentos usuais da estatistica
descritiva, tais como distribuicao de frequéncia absoluta (n) e relativa (%), media, desvio
padrdo e mediana, além dos intervalos de confiancga (ICgs%). Foi utilizado o teste Shapiro-

Wilk para verificar se os dados seguem distribuicdo Normal.

Para comparar as médias foi usado o teste t de Student e o teste ndo-paramétrico
U de Mann-Whitney para duas amostras. Para verificar a relacdo dos niveis séricos de
colesterol, HDL, triglicérides, LDL e VLDL com a quantidade de doses de anfotericina

B lipossomal foi usado a correlagdo de Pearson e a de Spearman.

Na analise bivariada das classificacbes do perfil lipidico com o diagndstico
anterior de leishmaniose visceral foi usado o teste Exato de Fisher. Em seguida foi
aplicada estatistica multivariada odds ratio (OR) da Regressdo Logistica Binaria. Os
dados foram tabulados e analisados no IBM Statistical Package for the Social Sciences
versdo 20.0. O nivel de significancia foi 5%.
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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacdo do ensaio in vitro

A sensibilidade de cinco isolados procedentes de individuos com LV coinfectados
pelo HIV a anfotericina B foi avaliada por meio do teste MTT e os valores obtidos estéo
descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de ECso dos isolados de L. infantum de individuos com LV coinfectados pelo HIV que
compdem a amostra do estudo — Teresina, Piaui, 2021.

Anfotericina B (M)

Isolados Média ECso  Erro padréo N° de N° de episdédios de
experimentos  leishmaniose visceral

5567 0,042 0,007 5

5768 0,037 0,006 5 2

6905 0,034 0,007 4 2

5609 0,026 0,006 4 2

7055 0,024 0,008 5 2
MHOM/BR/2005/NLC* 0,051 0,005 3 -

*: cepa utilizada como controle
Fonte: Prdprio autor, 2020.

O isolado 5567 obteve o maior valor de ECso, mostrou ser menos sensivel ao
farmaco quando comparado aos outros isolados, enquanto o isolado 7055 apresentou

maior sensibilidade a anfotericina B.

6.2 Avaliacao clinica e laboratorial

A Tabela 3 mostra as caracteristicas dos 29 participantes estudados, em que 89,7%
sdo do sexo masculino e 58,6% apresentaram idade superior a 40 anos, sendo 23 (79,3%)
individuos com mais de um episodio de leishmaniose visceral (recidivante) e seis (20,7%)
individuos no primeiro episddio de leishmaniose visceral (ndo recidivante).

Tabela 3. Caracteristicas dos individuos com LV coinfectados pelo HIV que compdem a amostra do
estudo — Teresina, Piaui, 2021.

Variaveis N=29 % 1Co5%
Sexo

Masculino 26 89,7 71,5-97,3
Feminino 3 10,3 2,7-285
Idade

Até 40 anos 12 41,4 24,8 - 59,5
Mais de 40 anos 17 58,6 40,5 -75,2
Episddio de LV

Recidivante 23 79,3

N&o recidivante 6 20,7
N: numero de individuos; %: percentual correspondente da amostra; 1Cgss = Intervalo com 95% de
confianca.

Fonte: Instituto de Doengas Tropicais Natan Portela — IDTNP, 2021.
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Todos os individuos eram coinfectados por HIV/Leishmania. Quatro individuos
(13,8%) vieram a Obito. A pesquisa de parasitos em extensdo de medula 6ssea por meio
da microscopia foi positiva em todos os individuos e a cultura para Leishmania foi
positiva em 7/29 participantes. Todos os individuos foram diagnosticados pelo método
parasitolégico (pesquisa direta ou cultura). O tempo de doenca foi observado em 15
individuos (51,7%).

O tratamento para LV foi realizado com anfotericina B lipossomal em todos os
participantes, contudo dois individuos foram tratados anteriormente com anfotericina B
desoxicolato em episddios anteriores de LV. A adesdo a TARV (terapia antirretroviral)
foi observada em 22/29 (75,9%) dos individuos e sete individuos (7/29) (24,1%)
mostraram uma ma adesdo a TARV. Considerou-se ma adesdo a TARV aqueles

individuos que interrompiam o tratamento.

Dentre as manifestacdes clinicas observadas na admissdo, as mais frequentes
foram perda de peso, palidez, febre, esplenomegalia e hepatomegalia. Outros parametros

como ictericia, apatia, vomito, diarreia e dispneia tambem foram notados (Tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas clinicas dos individuos com LV coinfectados pelo HIV que compdem a amostra
do estudo — Teresina, Piaui, 2021.

Variaveis N* % 1Co59%
Tempo de doenga LV**

Até 30 dias 10 66,7 38,7-87,0
Mais de 30 dias 5 33,3 12,9-61,3
Sinais e sintomas

Perda de peso 23 79,3 59,7-91,3
Palidez 23 79,3 59,7 -91,7
Febre 18 62,1 42,4 - 78,7
Astenia/fraqueza 18 66,7 46,0 — 82,7
Esplenomegalia 16 55,2 35,9-73,0
Hepatomegalia 11 39,3 22,1 -59,3
Ictericia 10 37,0 20,1-575
Apatia 9 33,3 17,2 -53,9
Vémito 9 31,0 15,9 -50,9
Diarreia 6 20,7 8,7-40,3
Dispneia 6 20,7 8,7—-40,3

N: nimero de individuos; *: Alguns participantes ndo tinham a informacéo; **: Refere-se ao episodio atual
da doenga; %: percentual correspondente da amostra; 1Cgsy = Intervalo com 95% de confianca.
Fonte: Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela — IDTNP, 2021.

Na Tabela 5 podem ser observados os principais dados laboratoriais dos

participantes que compdem o estudo. As alteragdes laboratoriais mais frequentes foram
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anemia e leucopenia. Dentre os 29 participantes, 23 (95,8%) apresentaram niveis de
hemoglobina abaixo do limite de normalidade e destes, oito (33,3%) apresentaram
hemoglobina abaixo de 7 mg/dL, o que configura anemia grave. A contagem de leucocitos
estava abaixo do limite de normalidade em 20 (74,1%) dos participantes. A contagem de
neutréfilos estava abaixo de 1000 células/mL em nove (33,3%) individuos e estava abaixo
de 500 células/mL em dois (7,5%) individuos, o que configura neutropenia grave. A

contagem de plaquetas estava abaixo do limite de normalidade em 12 (44,5%) individuos.

Tabela 5. Dados laboratoriais dos individuos com LV coinfectados pelo HIV que comp8em a amostra do
estudo — Teresina, Piaui, 2021.

Variaveis N* Média ICos06
Hemoglobina (g/dL) 24 7.9 7,1-86
Leucdcitos (mms3) 27 2.896,1 2.022,4 - 3.769,9
Neutrofilos (mms3) 24 56,3 48,9 - 63,6
Plaquetas (mm?) 27 160.4556  129.685,9 — 191.225,2
Transaminase oxalacética (U/mL) 15 35,3 26,5 — 44,1
Transaminase piravica (U/mL) 13 27,1 18,7 35,4
Creatinina (mg/dL) 22 5,3 0,0-11,8
Ureia (mg/dL) 21 32,2 24,2 — 40,2
Albumina (g/dL) 11 2,7 1,9-35
Globulina (g/dL) 10 6,4 50-77
Bilirrubina direta (mg/dL) 6 0,3 0,2-0,5
Bilirrubina indireta (mg/dL) 6 0,5 0,1-0,8
Contagem de linfécitos TCD4 (células/pL) 28 97,0 52,9-141,1
Carga viral de HIV-1 (cdpias/mL) 27 1.722,0%* <50-192.591,0

N: ndmero de individuos; *: Alguns participantes ndo tinham a informacédo; **: Mediana e Intervalo dos
quartis; 1Cgsy = Intervalo com 95% de confianca.
Fonte: Instituto de Doengas Tropicais Natan Portela — IDTNP, 2021.

A contagem de linfdcitos CD4 estava abaixo de 200 células/ pL em 14 (50%)
participantes (Tabela 6). Com relacdo a carga viral (CV) 20 individuos apresentaram
valores entre 0 valor minimo e o valor maximo (74,07%), em trés individuos (11,1%) a
CV foi abaixo do valor minimo (40 cOpias/mL), em quatro individuos (14,81%) ndo
possivel detectar o valor da CV e dois individuos ndo possuem dados a respeito desta

variavel (Tabela 7).

Tabela 6. Dados da contagem de TCD4 dos individuos com LV coinfectados pelo HIV que compdem a
amostra do estudo — Teresina, Piaui, 2021.

Variavel Indetectavel <100 100 a 200 a 350 a > 500 Sem
200 350 500 dados
Linfécitos N=10 N=6 N=8 N=1 N=2 N=0 N=1
TCD4

(células/ pL)
N: nimero de individuos.
Fonte: Instituto de Doengas Tropicais Natan Portela — IDTNP, 2021.
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Tabela 7. Dados da carga viral dos individuos com LV coinfectados pelo HIV que compdem a amostra do
estudo — Teresina, Piaui, 2021.

Variavel Nao Igual ao L. <L. >L. Entre L. Sem
detectado minimo minimo superior minimo e dados
L. maximo
Carga Viral N=4 N=0 N=3 N=0 N=20 N=2
(cdpias/mL)

N: nimero de individuos. L.minimo= 40 cdpias/mL, L.maximo= 10.000.000 cépia/mL.
Fonte: Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela — IDTNP, 2021.

Os dados laboratoriais dos individuos do estudo constam na tabela 8. Observou-
se que houve diferenca significativa em relacdo aos niveis de globulina quanto ao
diagnostico anterior de leishmaniose visceral entre os dois grupos (p<0,043). Constatou-
se que 6/10 participantes apresentaram valores de globulina acima do valor de referéncia
(3,5 a5,5 g/dL). Nao foi possivel verificar os valores dos outros participantes devido a
auséncia do exame no prontudrio. Em relacdo as outras varidveis (hemoglobina,
leucdcitos, neutréfilos, plaquetas, transaminase oxalacética e pirGvica, creatinina, ureia,
albumina, bilirrubina direta e indireta e contagem de linfécitos CD4) ndo foram

observadas associac@es estatisticamente significativas.

Tabela 8. Dados laboratoriais dos 29 individuos com LV coinfectados pelo HIV segundo diagndstico
anterior de leishmaniose visceral — Teresina, Piaui, 2021.

Diagnostico de LV

Variaveis Recidivante (N=23) Nao recidivante (N=6)

N* Média (1Cos9%) N* Média (1Cos%) p-valor
Hemoglobina (g/dL) 19 8,0 (3,6 - 12,5) 5 7,8 (7,2-8,4) 0,546P
Leucécitos (mm?) 21 (1.0604,216 fzé.7224,9) 6 (1.7132,93?7?;.1080,3) 0,062°
Neutréfilos (mm3) 19 50,2 (33,9 — 66,5) 5 57,8 (48,9 — 66,7) 0,396°
Plaguetas (mm?) 21 (89.29é?00'_2 %&7.135,3) 6 (151.9512%?512143.813,4) 0.297¢
Transaminase oxalacetica -, 29,0 (0.0 - 71.4) 3 36,9 (26,7 47,0) 04628
(U/mL)
Transaminase piravica (U/mL) 12 26,4 (17,4 -35,4) 1 35,0 0,5742
Creatinina (mg/dL) 18 22,9 (0,0 -73,3) 4 1,3(0,7-2,0) 0,185°
Ureia (mg/dL) 18 20,0 (0,0 - 95,3) 3 34,2 (26,7 - 41,7) 0,203%
Albumina (g/dL) 10 2,7(1,9-36) 1 1,8 0,456°
Globulina (g/dL) 9 6,0 (4,8-7,2) 1 9,9 0,0432
Bilirrubina direta (mg/dL) 5 0,3(0,1-0,5) 1 0,3 1,0002
Bilirrubina indireta (mg/dL) 5 0,5(0,1-0,9) 1 0,2 0,4462
Contagem de linfocitos TCD4 ;15353 00_279,9) 6 89,8 (43,1 - 136,5) 0,688

(células/pL)

N: nimero de individuos; *: Alguns participantes ndo tinham a informag&o; 2 de Student; "Mann-Whitney
Fonte: Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela — IDTNP, 2021.
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6.3 Perfil lipidico

Para o colesterol total, todos os participantes apresentaram valores abaixo de 190
mg/dL. Acerca do valor de triglicérides, todos os individuos mostraram valores abaixo
do desejavel. Em relacdo aos valores de HDL, 20 (68,9%) participantes apresentaram
valores abaixo de 40 mg/dL. Para o VLDL e LDL, todos os individuos apresentaram
niveis de VLDL e LDL muito abaixo do desejavel (Tabela 9).

Tabela 9. Perfil lipidico dos individuos com LV coinfectados pelo HIV que compdem a amostra do estudo
— Teresina, Piaui, 2021.

Variaveis N Média (|C95%) Mediana (quuartis)
Colesterol total (mg/dL) 29 67,3(56,4-78,2) 66,0(59,5-75,5)
Triglicérides (mg/dL) 29 79,1(66,9-91,3) 76,0 (54,0-102,5)
HDL (mg/dL) 29 33,3(26,6-32,9) 350(17,0-415)
VLDL (mg/dL) 29 158(13,4-152) 158(6,1-23,5)

LDL (mg/dL) 29 18,1(12,3-23,9) 15,2(10,8-20,5)

N: nimero de individuos. ICquartis = Intervalo dos quartis.
Fonte: Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela — IDTNP, 2021.

6.4 Avaliacdo da correlacdo entre o perfil lipidico com a quantidade de doses de
anfotericina B lipossomal

A Tabela 10 apresenta a correla¢do dos niveis do perfil lipidico com a quantidade
de doses de anfotericina B lipossomal, considerando cada frasco de 50 mg do farmaco.
Na analise ndo foi observada nenhuma correlagéo estatistica.
Tabela 10. Correlagdo dos niveis séricos de colesterol, triglicérides HDL, VLDL e LDL com a quantidade

de doses de anfotericina B lipossomal administradas em individuos com LV coinfectados pelo HIV —
Teresina, Piaui, 2021.

Variaveis R R2 p-valor
Colesterol total (mg/dL) 0,158 0,025 0,451°
Triglicérides (mg/dL) 0,043 0,002 0,837
HDL (mg/dL) 0,078 0,006 0,713
VLDL (mg/dL) 0,275 0,075 0,184°
LDL (mg/dL) 0,043 0,002 0,8372

r = coeficiente de correlacio; R2 = coeficiente de determinacéo; correlagio de Pearson; Pcorrelago de Spearman.
Fonte: Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela — IDTNP, 2021.

A Tabela 11 apresenta a correlacdo dos niveis do perfil lipidico com a quantidade
de doses de anfotericina B lipossomal dos participantes divididos em dois grupos
(recidivante e ndo recidivante), para isto, considerou-se cada frasco de 50 mg do farmaco.

Na analise ndo foi observada nenhuma correlagéo estatistica.
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Tabela 11. Correlagdo dos niveis séricos de colesterol, HDL, triglicérides, LDL e VLDL com a quantidade
de doses de anfotericina B lipossomal administradas em com LV coinfectados pelo HIV — Teresina, Piaui,
2021.

Recidivante (n=23) N&o recidivante (n=6)
Variaveis r R2 p-valor r R2 p-valor
Colesterol total (mg/dL) 0,139 0.0756 0,559? -0,154 0.1962 0,805°
Triglicérides (mg/dL) -0,188 0.1962 0,4272 0,088 0.1246 0,888
HDL (mg/dL) -0,065 0.1354 0,786? 0,157 0.1552 0,8012
VLDL (mg/dL) 0,388 0.1204 0,091° -0,178 0.2581 0,7742
LDL (mg/dL) -0,188 0.1962 0,4272 0,088 0.1246 0,888

acorrelagdo de Pearson; correlagdo de Spearman.
Fonte: Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela — IDTNP, 2021.

6.5 Associacdo entre o perfil lipidico com o desfecho clinico e diagndéstico anterior

de leishmaniose visceral

A Tabela 12 mostra o perfil lipidico dos individuos do estudo. Observou-se que
houve diferenca significativa em relacdo aos niveis de VLDL quanto ao 6bito (p<0,004).
Em relacdo ao colesterol total, triglicérides, HDL e LDL ndo foram observadas
associac0es estatisticamente significativas.

Tabela 12. Associacdo entre o perfil lipidico com o desfecho clinico dos individuos com LV coinfectados
pelo HIV de acordo com o desfecho clinico — Teresina, Piaui, 2021.

Obito

Variaveis Nao (N=25) Sim (N=4)
Mediana (ICquartis) Mediana (ICquartis) p-valor
Colesterol total (mg/dL) 66,0 (59,5-75,5) 65,5(355-81,3) 0,680°
Triglicérides (mg/dL) 71,0 (54,0 -95,0) 108,0 (53,2 -138,0) 0,1702
HDL (mg/dL) 34,0 (16,5-415) 36,5(20,8-54,5) 0,644
VLDL (mg/dL) 18,8 (11,6 — 24,7) 1,7 (0,6 —8,3) 0,004°
LDL (mg/dL) 14,2 (10,8 -19,0) 21,6 (10,7-27,6) 0,170°

N: nimero de individuos;  de Student; "Mann-Whitney. ICquaris : Intervalo dos quartis.
Fonte: Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela — IDTNP, 2021.

A Tabela 13 apresenta o perfil lipidico dos individuos do estudo. Observou-se que
houve diferenca significativa em relacdo aos niveis de triglicérides e LDL quanto ao
diagnostico anterior de leishmaniose visceral entre os dois grupos (p<0,047). Em relacéo
ao colesterol total, VLDL e HDL ndo foram observadas associacdes estatisticamente

significativas.
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Tabela 13. Associacdo entre o perfil lipidico com o diagnéstico anterior de LV dos individuos com LV
coinfectados pelo HIV de acordo com o desfecho clinico — Teresina, Piaui, 2021.

Diagnostico de LV

Variaveis Recidivante (N=23) N&o recidivante (N=6)
Media Mediana - o Mediana p-
(|C95%) (|Cquartis) Média (IC95 A)) (|Cquartis) valor
Colesterol total 60,5 (51,6 - 65,0 (39,0 - 93,2 (49,7 - 71,0 (65,0 — 0.084
(mg/dL) 69,4) 74,0) 136,6) 132,7) ’
Triglicérides 732(599-  70,0(50,0 - 102,0 (72,4 - 102,5(70.8 = 5472
(mg/dL) 86,5) 92,0) 131,6) 131,0) ’
30,4 (23,7 - 34,0 (16,0 — i .
HDL (mg/dL) 37.0) 40,0) 44,7 (20,4 - 68,9) 41,5(26,2-69,5) 0,079
15,5 (9,8 - 14,0 (5,6 — i b
VLDL (mg/dL) 21,2) 21.8) 28,1(7,6-48,6) 23,6 (15,7-40,4) 0,059
14,6 (11,9 - 14,0 (10,0 — ) .
LDL (mg/dL) 17.3) 18,4) 20,4 (14,5-26,3) 20,5(14,2—-26,2) 0,047

N: nimero de individuos; ® de Student; "Mann-Whitney. ICquariis: Intervalo dos quartis
Fonte: Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela — IDTNP, 2021.

A Tabela 14 apresenta os resultados da analise multivariada do perfil lipidico com
o diagnostico anterior de leishmaniose visceral entre os dois grupos. Nao houve nenhuma
diferenca estatistica.

Tabela 14. Analise multivariada do diagndstico anterior de LV com o perfil lipidico dos individuos com
LV coinfectados pelo HIV de acordo com o desfecho clinico — Teresina, Piaui, 2021.

Diagnostico anterior de LV
Recidivante Nao recidivante

Variaveis Valor p OR (ICg5%)

(N=23) (N=6)

n % n %
Colesterol total (mg/dL)
<190 23 (793) 6 (20,7) -
>190 - - - -
HDL (mg/dL)
> 40 5 (556) 4 (44,4) 0,056 1
<40 18 (90,0) 2 (10,0) 7,20 (1,01 - 51,39)
Triglicérides (mg/dL)
<175 23 (793) 6 (20,7) -
> 175 - - - -
VLDL (mg/dL)
> 45 22 (815) 5 (18,5) 0,377 1
<45 1 (5000 1 (50,0) 0,23 (0,01 — 4,29)
LDL (mg/dL)
<50 23 (793) 6 (20,7) -

N: nimero de individuos; OR: odds ratio; IC95%: Intervalo da odds ratio com 95% de confianca; Valor p: teste Exato
de Fisher.
Fonte: Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela — IDTNP, 2021.
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7 DISCUSSAO

Neste estudo foi realizado o ensaio in vitro a fim de avaliar a sensibilidade a
anfotericina B de isolados provenientes de individuos coinfectados HIV/LV. As
diferengas nos valores de ECso, ndo foram significativas. Isto confirma os achados de
Lachaud et al. (2009), onde o valor de 1Cso (concentracéo inibitoria) a anfotericina B de
isolados primarios variou muito pouco entre as cepas. Um dos achados mais importantes
deste estudo é que os parasitas que estiveram em contato com anfotericina B por muitos
episodios ndo sao menos suscetiveis a droga do que os isolados primarios. Durand et al.
(1998) utilizaram doses eficazes medianas de anfotericina B (ED so) em um isolado obtido
antes de qualquer tratamento e em um segundo isolado do mesmo paciente obtido quatro
anos depois do tratamento com anfotericina B, mostraram que 0s valores de EDso eram
semelhantes, demonstrando a estabilidade da dose mediana de anfotericina B (EDso) ap0s
uma exposicao prolongada ao medicamento, sugerindo que a falha do tratamento néo foi
devido a resisténcia do parasita, apesar de uma exposi¢do prolongada a droga. Valores
semelhantes de 1Cso foram observados entre promastigotas e amastigotas, apoiando ainda
mais a ideia de que o estagio de vida do parasita ndo parece influenciar a suscetibilidade
a anfotericina B (CALLAHAN et al., 1997). O fracasso da terapia para LV €, portanto,
provavelmente atribuido a outros fatores que néo a resisténcia ao farmaco. Outra questéo
seria a padronizacdo de protocolos, que levaria a padronizacdo das condigdes utilizadas
para testar a suscetibilidade aos medicamentos, a fim de comparar os resultados entre 0s

laboratérios.

Neste estudo foi realizada a avaliacdo do perfil lipidico de individuos coinfectados
HIV/LV, assim como, foi estudada a existéncia da associacdo entre o perfil lipidico com
a quantidade de doses de anfotericina B lipossomal administradas, desfecho clinico e com
diagndstico anterior de LV. Ainda foi observado se haveria alguma associagdo entre o0s

dados laboratoriais e o diagndstico anterior de LV.

A populacdo de estudo foi representada por individuos adultos com idades entre
27 e 82 anos de idade, com maior frequéncia do sexo masculino, dados estes, semelhantes
aos observados na literatura (COTA et al., 2011; ABREU, 2018;). A LV é descrita com
maior frequéncia na populacdo masculina. Uma hipotese seria que diferencas biologicas
relacionadas ao sexo facilitam a progressao de LV. Rodriguez et al. (2018) investigaram,
se existiria um risco aumentado na progressao da doenca para infecgdo sintomatica em
homens infectados por L. infantum, onde observaram niveis mais altos de interleucina-12

(IL-12) em mulheres, enquanto os homens tinham niveis significativamente mais altos de
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fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina-10 (IL-10), o que poderia favorecer uma
carga maior de parasitas de L. infantum nos homens e limitar a capacidade de desenvolver
uma resposta de células T protetora (WILSON; JERONIMO; PEARSON, 2005). Outra
provavel hipétese estd relacionada aos niveis de testosterona em homens adultos. A
testosterona exerce efeitos imunossupressores, aumentando assim a gravidade de algumas
doencas infecciosas como leishmaniose, maléria, amebiase e tuberculose, a0 mesmo
tempo que favorece a eliminacdo da toxoplasmose (BERNIN; LOTTER, 2014;
GIEFING-KROLL et al., 2015).

Leishmaniose visceral e HIV sdo doencas endémicas no Brasil, pais que reporta a
maioria das coinfec¢des nas Américas. Dos 250 casos reportados de coinfec¢do HIV/LV
em 2018, 246 foram registrados no Brasil (OPAS, 2019). A LV ¢ considerada uma
infeccdo oportunista no contexto da coinfeccdo pelo HIV. Especialmente na coinfeccdo
HIV/LV, uma situacdo preocupante € o aumento da recaida (recidiva) e letalidade. Os
fatores preditivos desses resultados ainda sdo pouco conhecidos. A baixa contagem de
linfécitos T CD4 +, nenhum aumento nessa contagem destas células e a auséncia de
profilaxia secundaria contra a LV em pacientes infectados pelo HIV contribuem para o
aumento da recaida e letalidade (COTA et al., 2011).

A letalidade da populacdo com a coinfeccdo HIV/Leishmania registrada neste
estudo corresponde a 13,8%, colaborando com a literatura, onde Gomes (2012) encontrou
25% de mortalidade nos coinfectados HIV/LV, sendo trés vezes maior do que nos nao
coinfectados. Vérios autores relataram uma maior taxa de letalidade entre pacientes
coinfectados com HIV /LV, e a causa de morte destes individuos sendo outras condi¢cdes
associadas ao HIV, como doencas oportunistas e complicacdes terapéuticas (PETERS et
al., 1990; PINTADO et al., 2001; MARQUES et al., 2007; COTA et al., 2011). No
entanto, Lopez-Velez, Casado e Pintado (2001) destacaram a possibilidade da
contribuicdo da LV para a morte, seja por imunossupressdo independente do HIV, seja

por estimulacdo da replicacdo do HIV.

Neste estudo, 23 (79,3%) individuos apresentaram recidivas. A tendéncia a
recidiva € uma das caracteristicas mais observadas em pessoas com coinfeccdo pelo
HIV/Leishmania. Fernandez-Guerrero et al. (2004) descreveram que 40% dos individuos
HIV positivos tiveram uma ou mais recidivas. Alexandrino-de-Oliveira et al. (2010)
relataram uma ou mais recidivas em 13 pacientes coinfectados de um total de 23 casos,

representando 56,5% das recidivas. Ramos et al. (2017) mostrou uma taxa de recidiva de
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32,7% em pacientes coinfectados HIV/LV. Recentemente em uma coorte realizada na
Etiopia durante o periodo de quatro anos mostrou que 12 individuos coinfectados HIV/LV
apresentaram mais de dois episodios de LV, totalizando 48 episddios de LV, variando de
trés a nove episodios por individuo. Globalmente, a taxa de coinfeccdo HIV/LV ¢é
estimada em 2% a 9% em &reas endémicas, mas pode chegar a mais de 15% em algumas
partes do noroeste da Etidpia, por exemplo (MOHAMMED et al., 2020). Os casos de
recidiva desta coinfec¢do vém sendo descritos em estudos, principalmente em coortes ou
em casos isolados (SILVA et al., 2013; McQUARRIE et al., 2015; ABONGOMERA et
al., 2017; MASTROIANNI et al., 2018; MOHAMMED et al., 2020). Segundo Bourgeois
et al. (2010), esses pacientes apresentam uma nova entidade nosoldgica chamada
“leishmaniose visceral cronica ativa”. Esta condi¢do pode ser denominada de “cronica”
devido a presenca de recidivas durante um periodo de varios anos e “ativa” devido a

circulacéo continua do parasita.

Aadesdo a TARV (terapia antirretroviral) foi observada em 22 (75,9%) individuos
e sete individuos (24,1%) mostraram uma ma adesdo (interrupcdes no tratamento) a
TARV. O uso de TARV, descrito em estudos anteriores mostrou melhora significativa na
sobrevida de pacientes coinfectados com HIV/Leishmania. No entanto, as recidivas de
LV ocorrem em pacientes em TARV, apesar do aumento no nimero de TCD4 + e cargas
indetectaveis de HIV (PINTADO et al., 2001; GIL-PRIETO et al., 2011).

No Brasil, o tratamento utilizado na LV ¢é feito primariamente com antimoniais
pentavalentes em individuos ndo infectados pelo HIV. Para individuos acometidos pela
coinfeccdo HIV/Leishmania, o farmaco recomendado em primeira linha é a anfotericina
B lipossomal. Todos os participantes deste estudo foram tratados com anfotericina B

lipossomal, conforme o que é preconizado pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2015).

Apesar do nimero elevado de casos reportados desta coinfec¢do no nivel mundial,
o tratamento de escolha ainda permanece controverso. E importante ressaltar que faltam
evidéncias cientificas que estabelecam a dose ideal de anfotericina B lipossomal para o
tratamento de individuos coinfectados HIV/LV, contudo a administracdo de anfotericina
B lipossomal veio permitir uma maior eficAcia em regimes terapéuticos mais curtos, uma
reducdo do tempo de hospitalizacdo e uma diminui¢do dos efeitos secundarios, como é o
caso da nefrotoxicidade. No entanto, trata-se de uma op¢do com custos mais elevados
(MARQUES et al., 2007; BRASIL, 2015).
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Neste estudo, as manifestacdes clinicas mais frequentes foram perda de peso,
palidez, febre, esplenomegalia e hepatomegalia, alguns desses resultados sao semelhantes
ao que estd descrito na literatura (PINTADO et al., 2001; ALEXANDRINO-DE-
OLIVEIRA et al., 2010; CIPRIANO et al., 2017; SOUSA-GOMES et al., 2017). Por
outro lado, alguns autores afirmam que estes individuos podem apresentam diferentes
manifestacdes clinicas, como auséncia de visceromegalia ou febre (FERNANDEZ-
GUERRERO et al., 1987). Outros parametros como ictericia, apatia, vomito, diarreia e
dispneia também foram notados que quando associados podem ser sugestivos de um mau

prognastico.

O comprometimento hematoldgico € frequente na LV, onde a anormalidade mais
comum é a pancitopenia. Dentre as variaveis laboratoriais observadas a admisséo e as
readmissdes, a anemia e a leucopenia foram os achados mais frequentes entre os
individuos, dados que sdo condizentes com a literatura (MAHAJAN; MARWAHA, 2007;
AGRAWAL et al., 2013; ABREU, 2018). Cota et al. (2014) demonstrou que
trombocitopenia é um fator determinante para 6bito. Cipriano et al. (2017) relataram em
seus achados laboratoriais a pancitopenia (39,1%). A contagem de linfocitos CD4 estava
abaixo de 100 células/uL em 14 (50%) participantes, dados que estdo de acordo com a
literatura (ALEXANDRINO-DE-OLIVEIRA et al., 2010; MASTROIANNI et al., 2018;
SIMAO; VICTORIA; FORTALEZA, 2020). Como dito anteriormente, uma baixa
contagem de células TCD4 pode contribuir com a taxa de recidiva e letalidade em
individuos coinfectados HIV/LV.

O Unico paciente com LV ndo recidivante que tinha dados de albumina e
globulina, apresentava hipoalbuminemia e hiperglobulinemia mais extremas que 0s
pacientes com LV recidivante. Como se trata de um Unico caso, deve se ter cautela na
interpretacdo do achado. As duas alteracdes estdo ligadas a IL-6. De um lado, a
hipoalbuminemia é parte da reacdo da fase aguda mediada principalmente por IL-6 mas
também por IL-1B e TNF-a, enquanto a hiperglobulinemia parece ser devida a promogéo
da maturacdo de células B induzida particularmente por IL-6 (MARKANDAY, 2015;
HUNTER; JONES, 2015).

Na avaliacdo do perfil lipidico foi observado niveis de colesterol total,
triglicérides, dentro da normalidade. Contudo, observa-se elevagdo nos niveis de
triglicérides e reducdo nos niveis de colesterol total em individuos com LV
(LIBEROPOULOS et al., 2002; LAL etal., 2007; OTTONI, 2010; SOARES et al., 2010;
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AGOURIDIS et al., 2012). Um dos mecanismos possiveis para o perfil lipidico alterado
em individuos com LV pode ser devido ao sequestro ou degradagéo das lipoproteinas no
aumento do baco e figado (NANJEE et al., 2000; LIBEROPOULOS et al., 2002). E
possivel que a infeccdo por HIV tenha sido responsavel pela reducdo dos triglicérides
(NGUEMAIM et al., 2010; FOURIE et al., 2010; ADEWOLE et al., 2010).

O colesterol de membrana é essencial para a ligagdo e entrada de Leishmania nos
macrofagos, tendo papel fundamental na organizagdo, dindmica e funcdo celular, através
de dominios denominados “lipid rafts”, responsaveis por coordenar eventos de transducao
e servir de porta de entrada para alguns patégenos (LAL et al., 2007; LAL et al., 2010).
Estudos experimentais indicam que a entrada de promastigotas nas células hospedeiras,
pode ser inibida com a deplecdo do colesterol nos macréfagos, no qual se observa reducéao
do numero de amastigotas intracelularmente (PUCADYL; CHATTOPADHYAY, 2012).
As etapas pelas quais essas alteracdes ocorrem ainda permanecem desconhecidas, porém
acredita-se que o parasito interfira na biossintese do colesterol, promovendo a menor
expressdo de enzimas, como a enzima HMG-CoA redutase, enzima responsavel pelo
controle da sintese do colesterol no organismo (RUB et al., 2009). Estudos recentes tém
mostrado que os triglicérides sdo fundamentais para o crescimento da Leishmania in vitro,
e que existe uma forte correlacao positiva entre a hipertrigliceridemia e a carga parasitaria
em pacientes com LV (LAL et al., 2015).

Os niveis de HDL nos individuos coinfectados HIV/LV deste estudo estavam
abaixo do valor desejavel em 20 (68,5%) participantes, dado ja descrito (GATTO et al.,
2013; OTTONI, 2010; SOARES et al., 2010). Uma hipdtese para niveis de HDL
reduzidos seria a inflamag&o aguda na LV que pode levar a alteracdo da composicéo e o
metabolismo das lipoproteinas, resultando em propriedades anti-inflamatorias reduzidas,
em particular para as particulas de HDL (DE LA LLERA MOYA et al., 2012). Em
relagdo aos niveis de LDL e VLDL, todos os individuos apresentaram niveis muito abaixo
do limite inferior. Carvalho et al. (2014) observaram aumento de 29% de parasitas nos
macrdfagos que foram incubados por seis horas com VLDL do que em cultura sem adi¢ao
de lipoproteina. A adi¢do de HDL reduziu significativamente (37%) a carga parasitaria
em comparacdo com VLDL, sugerindo que o HDL teria um papel protetor durante a
infeccio. E sabido que o HDL possui propriedades pleiotrépicas como por exemplo, € um
protetor antiaterogénico, possui fungdes anti-inflamatdrias, antiapoptéticas ou
antioxidantes (TRAN-DINH et al., 2013; SANTOS-GALLEGO; BADIMON;
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ROSENSON, 2014). Devido aos seus efeitos protetores pleiotropicos, o HDL pode

representar um potencial alvo terapéutico futuro a ser explorado na LV.

Quanto a falta de correlacéo dos niveis séricos do perfil lipidico com a quantidade
de doses de anfotericina B lipossomal administradas nos participantes ndo foi possivel
estabelecer nenhuma hipdtese explicativa. Curiosamente, os individuos com doenca letal
tiveram niveis muito menores de VLDL (p<0,004). Apesar de ndo haver estudos descritos
na literatura a respeito desta associacdo, Lal et al. (2015) descreveu alteracBes nos niveis
de VLDL em individuos com LV grave. Uma das hipoteses é que a uma diminui¢do da
atividade da lipase de lipoproteina e da lipase hepatica resultam em retardo da liberacédo
de VLDL e consequente conversdo de VLDL para LDL. A VLDL desempenha um papel
na transferéncia de triglicérides e colesterol do figado ao tecido muscular e adiposo. O
mecanismo que controla sua producao é mal compreendido e sua aquisicao pelos tecidos
depende da atividade de enzimas como a lipoproteina lipase endotelial, que pode ser
prejudicada em individuos com LV (NANJEE et al., 2000; LIBEROPOULOS et al.,
2002).

Observou-se que houve diferenca significativa em relacdo aos niveis de
triglicérides e LDL quanto ao diagnostico anterior de LV entre os grupos recidivante e
ndo recidivante (p<0,047). Uma hipotese para isso seria uma boa resposta ao tratamento,
uma vez que os valores de triglicerideos e LDL eram maiores no grupo de individuos que
estavam em seu primeiro episodio de LV. Em relacdo ao colesterol total, VLDL e HDL

nédo foram observadas associagdes estatisticamente significativas.

Apesar dos resultados apresentados ndo € possivel afirmar se é o fato da LV ser
recidivante ou se é o perfil lipidico alterado que levam a falha terapéutica a anfotericina
B, pois ndo se pode apontar uma relacdo de causa e efeito. O que pode-se observar é que

o perfil lipidico nos individuos recidivante difere dos individuos ndo recidivante.

Este estudo apresenta algumas limitacOes, entre elas, o pequeno numero de
isolados testados. E sabido que teste de resisténcia a farmacos é atil na LV, pois diminui
a chance de resisténcia ao tratamento e contribui em regiGes onde outros farmacos
possuem registro de falha terapéutica. Assim, a identificagdo dos mecanismos pelos quais
a resisténcia a anfotericina B pode surgir € uma prioridade. Outro problema foi a

padronizacdo de protocolos, que levaria a padronizacdo das condicBes utilizadas para
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testar a suscetibilidade aos medicamentos, a fim de comparar os resultados entre os

ensaios.

Outra limitacdo, foi o fato de ndo terem sido avaliadas as concentragdes
plasmaticas de apoliproteina Al, apoliproteina A2, apoliproteina E e aproliproteina B, e
niveis de citocinas inflamatorias, bem como, avaliar e correlacionar estas apoliproteinas
a estas citocinas, como por exemplo a interleucinas IL-6, IL-10 e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), uma vez que ja foi observado que em pacientes com LV ha altera¢es nos

niveis séricos do perfil lipidico associadas ao aumento/diminuicao destas citocinas.

Este estudo contribui na compreensdo da importancia destas alteracGes lipidicas
em individuos HIV/LV, uma vez que, ndo hd dados descritos na literatura. Estas
alteracdes associadas a outras caracteristicas clinicas e laboratoriais podem contribuir
numa melhor avaliacdo, melhor manejo destes individuos, bem como, no monitoramento
da resposta terapéutica. Uma sugestdo para futuros projetos seria estabelecer grupos (LV,
HIV/LV, controle, saudavel) e compara-los, a fim de uma avaliacdo mais completa e

consistente.
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8 CONCLUSAO

Por fim, ndo houve evidéncias de resisténcia a anfotericina B dos isolados obtidos
de pacientes com LV recidivante e HIV. Entretanto, os menores niveis de lipidios séricos
de pacientes com LV recidivante abre a possibilidade de que os baixos niveis dos lipidios
podem ter interferido com a a¢do do farmaco e propiciado refratariedade & anfotericina B
de pacientes com LV e HIV/AIDS. Tais achados, podem contribuir para tomadas de
decisdo clinica nesta populacdo, como por exemplo, a inclusdo de uma dieta hiperlipidica,

principalmente com fontes alimentares de HDL.
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APENDICE A — QUESTIONARIO CLINICO/AMBULATORIAL

°g°°E~Cq A INSTITUTO DE DOENCAS TROPICAIS NATAN PORTELLA
A .
5%% LABORATORIO DE PESQUISA EM LEISHMANIOSES- LABLEISH
E 3
\r, a5 0
M ¢ &

NATAN PORTELLA

FORMULARIO CLINICO/AMBULATORIAL

FORMULARIO CLINICO AMBULATORIAL

1. Dados do paciente

N° no estudo:

N° do prontuério:

Data de nascimento: / /
Sexo:( )M ( )F

2. Historia clinica

Tempo de doenga dias

Perda de peso , Se sim, quantificar kg
Febre ()

Palidez ( )

Voémitos ()

Aumento do volume abdominal ( )
Diarreia ( )
Constipacao intestinal ( )
Dor abdominal ( )
Tosse ()
Dispnéia ( )
3. Exame fisico
Peso kg
Estatura cm
Estado geral ( ) 1. bom 2. regular 3. comprometido
Consciente () 1.sim 2. ndo 9. ignorado
Cor das mucosas ( ) 1. boa 2. cianose de extremidades 3. cianose generalizada

Ictericia ( ) 1.sim 2.n&o 9.ignorado
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Lesdes de pele () 1. sim 2. ndo 9.ignorado, se sim, especificar (tipo de

lesdo/tamanho/forma/contornos/ulceragéo/elevagéo/secrecéo):

Linfonodomegalia ( ) 1. ausente 2. em 1-2 cadeias 3. em mais de 3 cadeias

Hidratagdo ( ) 1. hidratado 2. desidratado i 3. desidratado ii 4. desidratado iii 9.
ignorado

Edema ( ) 1. ausente 2. edema de mmii 3. edema generalizado

Estado nutricional ( ) 1. eutréfico 2. desnutrido i 3. desnutrido ii 4. desnutrido iii 9.
ignorado

Esplenomegalia ( ) 1.sim 2.n&o 9.ignorado, se sim,bacoa____ cmdo bce, na linha
hemiclavicular, em direcdo a ponta

Hepatomegalia () 1. sim 2. ndo 9. ignorado, se sim, figado a cm do

bcd e cm do apéndice xifoide
Adesdo a terapéutica anti-retroviral: () completa ( ) parcial >50% ( ) parcial 50%

(' ) ndo adesdo

Hemataocrito: %
Hemacias: 106

Plaquetas: mm?
Leucbcitos: mm?®
Contagem de células CD4: células/ul
Carga viral/HIV: copias/ml

Pesquisa direta para leishmania ( ) positiva ( ) negativa
Cultura para leishmania () positiva ( ) negativa

Data de diagnostico / /

Diagnostico anterior de LV (' ) 1. sim 2. ndo 9. ignorado
Data: / /

4. Terapéutica utilizada
Terapia de suporte () 1. sim 2. ndo 9. ignorado
) antibidticos
) concentrado de hemacias

) concentrado de plaquetas

) vitamina k

) complexo protrombinico

(
(
(
() plasma
(
(
(

) acido acetil salicilico ou terapia anticoagulante



Terapia especifica ( ) 1. sim 2. ndo 9. ignorado
() antimonial de n metil glucamina

data: / /

() desoxicolato de anfotericina b

data: / /

() miltefosina

data: / /

5. Complicacdes ( ) 1.sim 2. ndo 9. ignorado
) Infeccdo urinéria
) Insuficiéncia renal

) Pneumonia

(
(
(
() Infeccdo cutanea ou do tecido celular subcutaneo
() Sepse

() Hemorragia

() Convulstes

QOutras:

6. Co-morbidades ( ) 1. sim 2. ndo 9. ignorado
() hiv/aids
(' ) uso de drogas imunossupressoras

() céncer, especificar:

() transplante, especificar:

() doenca renal cronica
() doenca hepética crbnica
Outra:

7. Evolucdo clinica
N° de dias de febre apds o inicio da terapia especifica: _ dias
Tamanho do baco a saida do hospital: cm do rce
Tamanho do figado a saida do hospital: cmdo red
() Alta hospital com melhora
() Alta hospital sem melhora
() Transferéncia para uti
() Transferéncia para outro servico
() Obito
Data: / /

Causa mortis:
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA

UFPI - UNIVERSIDADE

FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS ‘GRGrar -
MINISTRO PETRONIO

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO IN VITRO DA SUSCEPTISILIDADE DE ISOLADOS DE L. INFANTUM A
ANFOTERICINA B E CARACTERIZAGAC MOLECULAR DE MARCADORES DE

RESISTENCIA
Peaquisador: RENATA VIEIRA DE SOUSA SILVA
Area Tematica:
Versdo: 3
CAAE: 83901818.9.0000.5214
Instituigdo Proponents: Universidage Federal do Plaul - UFPI

Patrocinador Principal: SENADO FEDERAL
FUNDACAC UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.275.499

Apresentagio do Projeto:

O protocok rata-se de uma Emenda para ver s2 existe uma relacdo entre 3 concentragao total de colesterol
sérico e lipoproteico em paclentes colnfectagos HIVILV hipercolesterolémicos administragos com
anfotericina 5. A Lelsnmaniose visceral (LV), tamoém conheclda como calazar € uma doenga Infecclosa
parashiaria causada por protozoarios pertencentes 3 ordem Kinetoplastida,famiiia Trypanosomaticas, do
género Lelshmaniaé uma doenca troplcal negligenciada que causa significatlva morbidade & mortalidade em
1000 © mundo. E causada por parasitas 0o género Leishmania que circulam entre 3 forma de promastigota
flagelar no Intestino co vetor de Insetos & 0 estaglo de amastigota nd3o mavel no hospedelro dos
veriebrades. A lelshmaniose & uma doenga complexa @ tem um Impacto notavel na saude plolica global e
fol conslderada como uma das sels principals doengas tropicals pela Organizagdo Mundlal da Sadde. Alem
disso, 3 Infecgdo lelsnmanial tornou-se complicada com a colnfecgdo da AIDS e odteve Importancla
substancial em pessoas Infactadas pelo HIV como uma Infecgdo oportunista em regldes onde ambas as
Inteccles s30 engémicas.

Objetivo da Pesquisa:
Objetvo Primarko:
« Verificar a ocomréncla ge resisiéncia a anfotenicina B em paclentes colnfectados com

Enderego: Campus Univershisrio MnisTo Perinio Poriells.

Barro: Finga CEP: ga033-550

UF:. A1 Municiplo:  TERESINA

Telefone: (35)3237-2332 Fax: (28)3237-2332 E-mall: cep.uti@ufpledutr
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Cortrusgic do Pasecs: 1275409

HIV/Lelshmaniose Visceral (Lelshmania Infantum).

Objetivo Secundario:

« Avallar 3 susceptillidace 3 anfotericina B de promastigotas de L. Infantum;» Avallar 3 susceptiblidade 3
droga em amastigotas Intracelulares de lsolados de L. Infantum;- Determinar g2 a resksiéncla @ relackhinada 3
uma diminulcdo da Incorporagdo da aroga pelo parasita;- Descrever os fatores potanclalmente envolvidos no
mecanismo de resisiéncia nos Isolagos menos suscetlvels.

Avallag3o dos Rlzcos e Bensficlos:

Riscos:

No que se refere 30s rscos considerando a Resolugdo 456/12 quando diz que toda pesgulsa envolvendo
$eres NUManos representa rscos ao particlpants, o presents estudo representara riscos minimes 3o0s
participantes, pois 0 Mesmo 5era gesenvolvido com © Uso de amostras do banco 0e 0ados do laboratdro e
dacos oo prontuario. Os riscos para o pesqulsador responsavel serdo minimizados com o uso obrigatork de
EPI'S.

Seneficlos:

Trara beneficios para os paclentes @ pesquisadoras, pols raspondera uma questio baskea gue persisie em
relagdo ao tratamento de lelshmanlose visceral, bem como, tentar escolher uma melhor estratégla de

Iratamento 3 esies paclentss e entenger melhor 0 que CCore Para que haja tantas reclaivas neste grupo.

Comentarios e Congideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante sodre a Letsnmanksa visceral e o tratamento.

Conslderagdes sobre 08 Termos de apresentagio obrigatoria:
Os termas de apresentacao obrigatona estido anexadoes no protocolo de pesquisa.

Recomendagdes:
Sem recomendagao.

Conclusdes ou Pendéncias 8 Lista de Inadequagdes:

O protocolo ge pesquisa encontra-se de 300rdo com 3 Resolugdo 466/2012, apto para ser desenvolvido tem
parecer de aprovado. Sollcka-se gue seja envlado 3o CERIUFPUCMPP o refatdrio parclal e o refatdrio Anal
desta pesquisa. Os modelos encontram-se disponivels no site: httputpl.bricep

Conslderagdes Finals a critério do CEP:

Endersgo:  Camgus Unbversiiano Mrisyo Perénls Portslia.

Barro: Finga CEP: g2.043-550
UF: A1 Municiplo:  TERESINA
Telefone: (26)3237-2332 Fax: (88)3237-2332 E-mail: cep.uniBfpoledute
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Continuscie do Passcar: 127645

Ezte pargcer fol elaborade baseado nes documenios abalxo relaclenados:
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Tipo Dacumento Argubes Pastagem Autor Sluagda
Infarmaghes Daslcas PB_lHFGRMA-;GEE_&ASchE._1z¢a1EI 1210412019 Aceln
da Projein 2 Ei.pdt 22:34:10
Dutras | ustmcativalaindl docx 12/04/2019 |RENATA VIEIRA OE | Acelto
| _ _ 22:32.38 | S0USA SILVA
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IMveEdganar
Outras cumculorenata.pdr 01/05/2018 |RENATA VIEIRA CE | Acelo

_ 17:32:18 | S0USA SILVA
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17:31:25  |S0USA SILVA

Dubras SoliCHacanisencaoiae docx OUI05/2018 |RENATA VIEIRS OE | Acelo
172542 |S0USA SILVA

Dubras Insrumentodecoleta dock DU05/2018 |RENATA VIEIRA CE | Acelo
172802 |Souss siILva

Dubras Camadeencam.doc OU05/2018 |RENATA VIEIRS OE | Acelo
172727 |30usa sILva

Dubras [TCF.doc Z3D4/2018 |RENATA VIEIRA CE | Acelo

- — _ Locasian | ]

Declaracac oe Doc?_pdf 23042018 |RENATA VIEIRS CE | Acelo

Pesqulsadares 09:15:13  |SOUSA SILVA

Faolha de Rosts foinaderosto.paf 2HD4/2018 |RENATA VIEIRA CE | Acelto
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|I'I'|.'EEEEEEIF

Sltuagio do Parecar:
Apravato

Mecesslta Apreclagio da CONEP:
[ ET]

TERESINA, 22 ge Abrll ge 2019

Ansinade por:
Marla do Secorro Ferrelra dos Santos
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ANEXO B — TERMO DE COMPROMISSO DE UTILIZACAO DOS DADOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI — UFPI
Departamento de Medicina Comunitéria
Instituto de Doencas Tropicais Nathan Portella
Laboratdrio de Pesquisas em Leishmanioses
Av. Gov. Arthur de Vasconcelos 151, Centro Sul - Teresina / Piaui, Brasil;
CEP 64.001-450 — Telefone: (86) 3222-4377

TERMO DE COMPROMISSO DE UTILIZACAO DOS DADOS

Declaro ter ciéncia e comprometo-me a cumprir os termos da Resolucdo n° 466/12, de 12
de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Salude, do Ministério da Saude e demais
resolugdes complementares & mesma (240/97, 251/97, 292/99 e 340/2004) que dispde
sobre “Diretrizes ¢ normas regulamentadoras de pesquisa em seres humanos”, assim
como:

o Apresentar relatério do estudo trimestralmente ou quando for solicitado pelo
Comité de Etica em Pesquisa

o Comunicar alteracdes no projeto e seu desenvolvimento

o Obter autorizacio do Comité de Etica em Pesquisa para a apresentacdo de
resultados parciais

o Publicar os resultados em periodico cientifico

Como responsavel por este estudo, assino o presente Termo de Compromisso.

Teresina, 27 de fevereiro de 2018

Renata Vieira de Sousa Silva
Universidade Federal do Piaui—UFPI
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias e Saude
Fone: (86) 9 9812-6777
E-mail: renatisvieira@hotmail.com
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ANEXO C - PROTOCOLO DE DESCONGELAMENTO DE CEPAS

( OOENC, INSTITUTO DE DOENCAS TROPICAIS NATAN PORTELLA
oo\ ";, LABORATORIO DE PESQUISA EM LEISHMANIOSES- LABLEISH
~
= 9 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP)
% o &
1 S )
NATAN PORTELLA TITULO: DESCONGELAMENTO DE AMOSTRAS RETIRADAS DO CRIOBANCO

PROCEDIMENTOS

1. Equipamentos
a) Cabine de seguranca bioldgica;
b) Microscopio ptico;
c) Estufa incubadora de BOD;
d) Banho-maria;
e) Vasilhame de descarte.
2. Reagente
a) Meio de cultura Schneider’s;
b) Meio de cultura NNN;
c) Solucéo de hipoclorito (dgua sanitéria) ou alcool 70%.
3. Materiais
a) Pipeta Pasteur de vidro e/ou soroldgica graduada estéril;
b) Bulbos de latex;
c) Pipetador automatico;
d) Laminas;
e) Laminulas.
4. EPIs
a) Luva de procedimento;
b) Jalecos de mangas compridas descartaveis;
c) Sapatos fechados.

DESCONGELAMENTO DE AMOSTRAS

a) Todo procedimento de descongelamento devera ser feito na cabine de seguranca
bioldgica;

b) Previamente ao descongelamento, a cabine de seguranca bioldgica devera ser
devidamente higienizada utilizando &gua sanitaria ou alcool 70%. Apés a
higienizacdo, a luz UV devera ser ligada por 10 minutos;

c) Retirar os meios NNN e Schneider’s previamente da geladeira para estabilizagdo
a temperatura ambiente;

d) Verificar a localizagdo das amostras no botijdo de nitrogénio liquido utilizando
planilha do banco de dados;

e) Retirar as amostras usando EPIs especificos para esta atividade;

f) Imediatamente apds a retirada do criotubo, este deve ser imergido parcialmente
em banho-maria a 37° C, por 5 minutos para completo descongelamento;
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g) Levar os criotubos descongelados até a cabine de seguranca biolégica e proceder
com a avaliagdo da cultura criopreservada;

h) Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, ou soroldgica estéril, retira-se uma gota (10
uL) do contetdo do tubo de criogenia e coloca-se sobre uma lamina limpa e seca
para avaliagdo da amostra no microscépio éptico binocular;

i) Deve ser observada a viabilidade e homogeneidade da amostra para manutencao
em cultura;

j) Cerca de 100-200 pL do contetdo do tubo de criogenia deve ser transferido para
um tubo contendo meio NNN + 1ml de meio Schneider’s;

k) Os tubos contendo as amostras retiradas dos criotubos devem ser acondicionados
em estufa incubadora BOD a 25° C;

I) Deve-se observar periodicamente as culturas para avaliar a viabilidade celular.
Este procedimento deve ser realizado em periodo ndo inferior a 3 dias e néo
superior a 15 dias, até que as culturas estejam com o crescimento ideal para que
sejam realizados 0s repiques semanais;

m) Caso a amostra descongelada ndo apresente viabilidade celular em um periodo
ndo superior a 30 dias, esta deve ser descartada e um novo tubo deve ser retirado
do criobanco, seguindo as instrucdes anteriormente descritas.

REGISTRO DO ENSAIO

a) O responsavel pelo descongelamento das amostras deve rotular, com caneta piloto
os tubos contendo NNN nos quais foram inseridas as amostras retiradas do
nitrogénio liquido com as seguintes informagdes:

- cddigo ou identificacdo da amostra
- data do procedimento

b) O responsavel pelo descongelamento deve registrar a posicdo de retirada dos
criotubos no botijdo de nitrogénio e insercdo na estufa de BOD no formulario de
acompanhamento das amostras e controle de preservacéao.
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ANEXO D — PROCESSAMENTO E ACONDICIONAMENTO DAS AMOSTRAS

QOOENQ' INSTITQTO DE DOENCAS TROPICAIS NATAN PORTELLA
°° ‘ N LABORATORIO DE PESQUISA EM LEISHMANIQSES- LABLEISH
5 ?) PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP)
= T
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K B

NATAN PORTELLA
PROCESSAMENTO E ACONDICIONAMENTO DAS AMOSTRAS

Sumario:
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4.Procedimentos

4.1 Material Necessario para a realizacao:
4.2 Separacgéo das amostras
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5.Precaucdes de seguranca
6.Referéncias Bibliograficas

1.0Objetivo
Este documento visa descrever o protocolo para o processamento e acondicionamento das
amostras no laboratério.

2. Siglas

IDTNP — Instituto de Doencas Tropicais Natan Portella
LABLEISH - Laboratério de Pesquisa em Leishmanioses
POP — Procedimento Operacional Padrdo

EPIs — Equipamento de Protecdo Individual

3.Responsabilidades
3.1. Profissional responsavel:
e Técnico devidamente treinado e autorizado pelo LABLEISH.

4.Procedimentos
4.1. Material necessario para realizacéo:
e Centrifuga
Eppendorf
Etiquetas
Pincel permanente
Pipetas automaticas
Estante para eppendorfs
Ponteiras de 1000 pl
Caixas de papeldo de cem em cem

4. 2 Separacao das amostras:
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- Organizar antecipadamente todo o material que iré ser utilizado e na cabine de seguranca
realizar os procedimentos a seguir:
a) Retirar uma aliquota de 1 mL de sangue total com anticoagulante;

b) Transferir a aliquota para um eppendorf identificado e etiquetado com o c6digo, iniciais
do nome do paciente e qual o tipo da amostra;

c¢) Centrifugar o sague total do tubo com anticoagulante para a obtencdo do plasma no
periodo de 5 a 15 min na velocidade de 2.000 rpm;

d) Retirar uma aliquota de 1 mL do plasma e transferir para um tubo eppendorf identificado
e etiquetado com o cddigo, iniciais do nome do paciente e qual o tipo de amostra;

e) Centrifugar o sangue total do tubo sem anticoagulante no periodo de 5 a 15 min na
velocidade de 2.000 rpm para a obtencao do soro;

f) Retirar uma aliquota de 1 mL de soro e transferir para um tubo eppendorf identificado e
etiquetado com o codigo, iniciais do nome do paciente e qual o tipo de amostra;

g) Colocar as amostras ordenadas nas caixas de cem em cem separadas por tipo (sangue,
soro e plasma);

h) Acondicionar as caixas em um refrigerador a -20°C.

4.3 EPIs

e Luvas descartaveis

e Jaleco de mangas compridas
e Sapatos fechados

5.Precaucdes de seguranca

Manipule com precaucdo as amostras bioldgicas, fazendo uso dos devidos equipamentos
de seguranca, uma vez que trata-se de amostras retiradas de pacientes com doencas infecciosas.

6. Referéncias Bibliograficas

Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (47. : 2013 : Sdo Paulo)
Recomendacdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
(SBPC/ML) : coleta e preparo da amostra bioldgica. — Barueri, SP: Manole: Minha Editora,
2014,
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