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APRESENTACAO

O interesse pelo estudo da leishmaniose visceral surgiu durante as atividades
académicas de iniciacdo cientifica, periodo que participei de estudos epidemiologicos de campo

sobre a ecologia do vetor.

Apos a conclusdo do curso de medicina, 0 meu interesse esteve voltado a salde da
populacdo pediatrica, conclui residéncia médica em pediatria e area de atuacdo em alergologia
e imunologia em Brasilia-DF. O retorno a minha cidade natal fez ressurgir o interesse em
pesquisas cientificas, entdo contactei os meus professores, Carlos Henrique Nery Costa e
Dorcas Lamounier Costa, e participei de projetos de pesquisas antes de iniciar 0 mestrado em
Ciéncias da Saude.

Eu colaborei com um estudo multicéntrico para a analise dos farmacos recomendados
para o tratamento da leishmaniose visceral e, durante o periodo de acompanhamento dos
voluntarios, surgiu o questionamento de quais fatores poderiam influenciar ou servir como
marcadores da evolucdo da doenca. Os estudos desenvolvidos no grupo de pesquisas em
leishmanioses da Universidade Federal do Piaui indicando a importancia da resposta
inflamat6ria como um marcador de prognoéstico da leishmaniose visceral despertaram o0 meu
interesse sobre a importancia das citocinas e quimiocinas como marcadores de evolucdo desta
patologia. Decisdo tomada, iniciada a revisdo bibliografica e o acompanhamento dos

voluntarios por seis meses.

Este trabalho foi desenvolvido com recursos do Conselho Nacional de Pesquisas e do
Ministério da Saude.



RESUMO

LIMA, S.S. IFN-y, IL-6, CXCL8 e IL-10 sdo marcadores precoces da evolucao da leishmaniose
visceral. 2015.149f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias e Salde). Universidade Federal do Piaui,
Teresina, 2015.

Introducdo: A leishmaniose visceral (LV) é causada por protozoarios intracelulares
obrigatorios do complexo Leishmania donovani. Na fase aguda da LV ocorrem alteracGes no
sistema imune do hospedeiro com intensa resposta inflamatéria e comprometimento da
imunidade celular antigeno-especifica. Hipotetiza-se que as citocinas e quimiocinas regulem a
magnitude dessa resposta imune e estejam associadas a evolucao clinica e a resolucdo da LV.
Objetivos: Avaliar a evolucdo da atividade inflamatoria na LV pelo nivel de citocinas desde o
diagndstico até o 180° dia de tratamento e correlacionar os niveis de IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12,
IFN-y, TNF-0.e CXCL8 com a evolucdo clinica e laboratorial da doenca. Pacientes e Métodos:
Estudo de coorte prospectivo, composto por 36 pacientes com LV sintomatica. Foi realizada
avaliacdo clinica e laboratorial e dosagem, por citometria de fluxo, dos niveis de IL-1p, IL-6,
CXCLS, IL-10, IL-12 e TNF-a pré- tratamento e no 7°, 14°, 21°, 30° e 180° dias de terapia. Os
niveis de IFN-y foram mensurados pré-tratamento e no 7°, 21° 30° e 180° dias de terapia.
Utilizou-se o equipamento BD FACSCanto™ (Becton Dickinson, USA). Resultados: IFN-y,
IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-o. e CXCL8 foram mais elevados na fase pre-tratamento da LV (p<
0,05). Niveis de IFN-y, IL-6, IL-10 e CXCL8 foram marcadores precoces da resposta
terapéutica na LV, enquanto IL-1p e TNF-a apresentaram queda mais tardia. CXCLS8 associou-
se a plagquetopenia; IL-6, CXCL8 e IL-10 a neutropenia e IL-6 aos niveis mais baixos de
albumina (p<0,05). Niveis mais elevados de IFN-y antes do tratamento associaram-se ao maior
tempo para clareamento da febre (p=0,04) e elevados niveis de TNF-o associaram-se a
persisténcia da esplenomegalia no 21° de terapia (p=0,04). Conclusdes: O mesmo padrao de
citocinas TH1 e TH2 descritos em pacientes graves com LV existe em uma populacédo
homogénea sem sinais de gravidade. IFN-y, IL-6, CXCL8 e IL-10 sdo bons marcadores da
resposta inicial ao tratamento na LV. Esses resultados sugerem que é possivel prever e

acompanhar a evolugdo clinica da LV através de citocinas medidas no inicio do tratamento.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, Leishmania, citocinas, quimiocinas, inflamacéo.



ABSTRACT

LIMA, S.S. IFN-y, IL-6, CXCL8 and IL-10 are early markers for visceral leishmaniasis
evolution. 2015.149p. Dissertation (Masters in Sciences and Health) Universidade Federal do
Piaui, Teresina, 2015.

Introduction: Visceral leishmaniasis (VL) is caused by the obligate intracellular protozoa from
the Leishmania donovani complex. During VL acute phase, alterations in the host's immune
system take place with intense inflammatory response and commitment of antigen-specific
cellular immunity. Hypothesis are that cytokines and chemokines regulate the magnitude of this
immune response and are associated to the clinic evolution and VL resolution. Objectives: To
evaluate the evolution of VL inflammatory activity by cytokine levels, from diagnosis to the
180th day of treatment and to correlate IL-1b, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-a and CXCL
levels with the disease clinical and laboratory evolution. Patients and methods: Prospective
cohort study, composed by 36 patients with symptomatic VL. Clinical and laboratory
evaluation and dosage were conducted by flow cytometry for IL-1b, IL-6, CXCLS, IL-10, IL-
12, and TNF-a pre-treatment levels and in the 7th, 14th, 21st, 30th and 180th therapy days.
IFN-y levels were measured pre-treatment and in the 7th, 21st, 30th and 180th therapy days.
BD FACSCanto™ (Becton Dickinson, USA) equipment was used. Results: IFN-y, IL-1b, IL-
6, IL-10, TNF-a and CXCLS levels were higher in VL pre-treatment phase (p<0.05). IFN-y, IL-
6, IL-10 and CXCLS8 levels were early markers for VL therapy response, while IL-1b and TNF-
a levels presented a delayed decrease. CXCL8 was related to thrombocytopenia; IL-6, CXCL8
and IL-10 were related to neutropenia (p< 0.05) and IL-6 was related to the lower albumin
levels (p< 0.05). Higher IFN-y levels before treatment was related to faster fever dissipation
time (p=0.04) and higher TNF-a was related to splenomegaly persistence at the 21st therapy
day (p=0.04). Conclusions: The same TH1 and TH2 cytokine patterns described in severe VL
patients is present among homogeneous populations with no severity symptoms. IFN-y, IL-6,
CXCLS8 and IL-10 are good markers of the initial response to VL treatment. These results
suggest the possibility to predict and follow VL clinical evolution through cytokine

measurements at the beginning of the treatment.

Key words: Visceral leishmaniasis, Leishmania, cytokines, chemokines, inflammation.
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AIDS Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Acquired Immunodeficiency
syndrome)

ALT Alanina aminotransferase

AST Aspartato aminotransferase

BCD Bordo costal direito

BCE Bordo costal esquerdo

BOD Demanda Bioquimica de Oxigénio

CAAE Certificado de Apresentagio para Apreciacio Etica

CBA Cytometric Bead Array

CD4* Linfécitos T auxiliares CD4*

CD8* Linfécitos T citotéxicos CD8*

CEP Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos

CFC-E Células formadoras de colonia de eritrdcitos

CID Coagulacdo intravascular disseminada

CNS Conselho Nacional de Saude

CR1 Receptor do complemento 1

CR3 Receptor do complemento 3

CR4 Receptor do complemento 4

CXCL8 Quimiocina - interleucina 8

DC Células dendriticas

EDTA Etilenodiaminotetracético

FADD Dominio de morte associado ao Fas (Fas-Associated protein with Death
Domain)

FasL Ligante do Fas (Fas ligand)

gp63 Glicoproteina de 63 KDa

GPI glicosilfosfatidilinositol

HIV Virus da imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency Virus)

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IDTNP Instituto de Doencas Tropicais Natan Portella

IFN-y Interferon gama

IgG Imunoglobulina G

IgG1 Subclasse 1 da imunoglobulina G



IgM Imunoglobulina M

IL Interleucina (citocina)

IL-1P Interleucina 1 beta

IMC indice de massa corporal

iINOS Enzima oOxido nitrico sintase induzida

INR Raz&o Normalizada Internacional

LPG Lipofosfoglicano

LV Leishmaniose visceral

LV/HIV Coinfeccéo leishmaniose visceral e HIV

MAC Complexo de ataque a membrana (Membrane Attack Complex).

MBL Lectina ligante de manose (Mannose-Binding Lectin)

mCDs Células dendriticas mieloides

MS Ministério da Saude

NK Células natural killer

NNN Novy-MacNeal-Nicolle

pCDs Células dendriticas plasmocitoides

PE Phycoerythrin

PKDL Leishmaniose dérmica pds-calazar (Post-kala-azar dermal leishmaniasis)

PG Fosfoglicano

PPD Derivado proteico purificado

PPG Proteofosfoglicanos

RIM Reacdo Intradérmica de Montenegro

RNAM Acido ribonucleico mensageiro

ROI Intermediarios reativos do oxigénio (Reactive oxygen intermediates)

rpm Rota¢des por minuto

SINAN Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo- MS

SMF Sistema mononuclear fagocitico

TALE Termo de assentimento livre e esclarecido

TAX Temperatura axilar

TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido

TGF-p1 Fator de crescimento transformador beta 1 (Transforming growth factor
beta 1)

THO linfocitos T naives

Thl Linfécitos T Helper 1



Th2
Trl7
TLR9
TNF
TNF-a
TRAIL

Tregs
TWEAK
TS

UFPI
UnB

Linfocitos T Helper 2

Linfocitos T Helper 17

Receptor semelhante a Toll tipo 9 (Toll-like receptors 9)
Fator de necrose tumoral (Tumor necrosis factor)

Fator de necrose tumoral alfa (Tumor necrosis fator alpha)

Ligante de inducdo de apoptose relacionado com TNF ( TNF-related
apoptosis-inducing ligand)

Células T regulatdrias

TNF-like fraco indutor de apoptose (TNF-like weak inducer of apoptosis)
Top Standard

Universidade Federal do Piaui

Universidade de Brasilia
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) é uma infecgdo sistémica causada por protozoarios do
género Leishmania, complexo Leishmania donovani: L. donovani (sin. Leishmania archibaldi)
e Leishmania infantum (sin. L. chagasi) (MAURICIO et al., 2001; LUKES et al., 2007),
parasitas intracelulares obrigatorios das células do sistema fagocitico mononuclear
(SILVA, J.G. et al., 2007), transmitida pela picada da fémea do flebotomineo
Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (LAINSON e RANGEL, 2005). O céo
(Canis familiaris) e considerado a principal fonte de infeccdo na area urbana e as raposas
(Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) sdo os
reservatorios silvestres (BRASIL, 2003).

A LV ocorre em 98 paises, com 350 milhGes de pessoas em risco e com 200.000 a
400.000 novos casos por ano. Os sete paises mais afetados - Bangladesh, Brasil, india, Etiopia,
Quénia, Nepal e Sudao - representam mais de 90% dos novos casos (ALVAR et al.,2012;
DNDI, 2013). Na América Latina, o maior nimero de casos tem sido registrado no Brasil
(BRASIL, 2003), onde sdo apontadas ocorréncias de LV em 21 das 27 Unidades Federativas,
com destaque para a Regido Nordeste, que concentra mais da metade dos casos do pais
(BRASIL, 2013).

Os pacientes infectados por Leishmania podem apresentar desde a infeccdo
oligossintomatica ou assintomatica (BADARO et al., 1986) até o quadro clinico classico
caracterizado pela presenca de febre associada a hepatoesplenomegalia, perda ponderal e
anemia (BADARO et al., 1986; CHAPPUIS et al., 2007; HAILU et al.,2004;
MADALQOSSO et al., 2012; PASTORINO et al., 2002; PEDROSA e ROCHA, 2004;
QUEIROZ et al., 2004; ROCHA et al, 2011).

A leishmaniose ocorre de forma endémica em nossa regido e pode ser fatal se ndo
tratada. O acometimento de criangas menores de cinco anos de idade (BURZA et al.,2014),
idosos (LEITE e ARAUJO, 2013), pacientes com comorbidades (ALVARENGA et al., 2010;
LEITE e ARAUJO, 2013) ou de pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS-Acquired Immunodeficiency syndrome) (ARAUJO et al.,2012; WHO, 2007) tem
elevado o nimero de ébitos por esta patologia.

A letalidade por LV, no Brasil, é de 7,1% (BRASIL, 2013) com tendéncia a aumento
devido a superposicdo geografica com o Virus da Imunodeficiéncia Humana

(HIV- Human Immunodeficiency Virus), propiciando o surgimento da coinfecgdo LV/HIV. A
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infecgdo pelo HIV aumenta o risco de LV em 100 a 1000 vezes, em &reas endémicas, reduz a
probabilidade de resposta terapéutica e aumenta consideravelmente a probabilidade de recidiva
(WHO, 2007).

O primeiro caso de AIDS, no Brasil, foi reportado em 1983. De 2001 a 2005, foram
reportados 16.210 casos de LV neste pais, dos quais em 176 pacientes foi identificado a
coinfec¢do HIV/LV, sendo a regido Nordeste responséavel por 53% dos casos (WHO, 2007).
No Piaui, entre os pacientes hospitalizados com AIDS, foi identificado que 8,2% séo
coinfectados com LV (SOARES et al.,2008) e 16,8% dos casos evoluem para o ébito
(LIMA et al., 2013).

A interacdo Leishmania - hospedeiro humano resulta em alteragGes no sistema imune
humano com  comprometimento da imunidade celular  antigeno-especifica
(BACELLAR et al., 1996; CALDAS et al., 2005, CARVALHO, E. et al.,1989;
KAUSHAL et al., 2014). Destaca-se a importancia das citocinas que atuam regulando esta
resposta imune inicial (BARRAL-NETTO et al.,1998) e estdo associadas a inducao de intensa
resposta inflamatdria na fase aguda da LV humana (COSTA, D et al.,2013). Ocorrem
modificagdes nos niveis destas proteinas de acordo com a forma de apresentacdo da
leishmaniose (COSTA, A. et al., 2012), com a gravidade da doenca (GAMA et al.,2013) ou
predisposicdo a susceptibilidade ou resisténcia a infecgdo pela Leishmania (PITTA etal., 2009).
A resposta inflamatoria na LV, ao mesmo tempo em que atua para controlar a infecgdo pela
Leishmania, pode relacionar-se também as consequéncias imunopatolédgicas desta doenca e
influenciar a sua evolucéo e desfecho. Hipotetiza-se que as citocinas e quimiocinas regulem a

magnitude dessa resposta imune e estejam associadas a evolugdo clinica e a resolucdo da LV.
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2 JUSTIFICATIVA

A LV constitui um importante problema de saude publica, principalmente na regido
Nordeste, por ser uma doenca endémica nesta regido e associar-se as mas condicbes de vida,
a pobreza e a desnutrigdo, além de piorar o prognostico de pacientes infectados com HIV.

Observa-se uma répida expansdo territorial da leishmaniose, com urbanizagdo
progressiva, acometendo diferentes grupos etarios e, apesar dos esforgos de tratamento
seguindo protocolos especificos, observa-se um preocupante aumento da letalidade por LV nos
ultimos 10 anos.

A infeccdo por Leishmania interfere na resposta imune celular das pessoas acometidas.
Hipotetiza-se que as citocinas e quimiocinas, ao ativarem células efetoras e influenciaram a
acao de outras citocinas, modulem a magnitude da resposta de linfocitos T e correlacionem-se
com a evolugdo clinica da LV. A identificacdo das alteracbes ocorridas no sistema imune,
associadas a evolucdo clinica dos pacientes desde o diagnostico até o 180° dia de terapia, sera

uma importante ferramenta como marcador de evolucéo desta doenca.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Urbanizacao da leishmaniose visceral

Descrita inicialmente como uma doenga rural, a LV apresenta urbanizagdo progressiva
no Brasil. Iniciado em Teresina, Piaui, Brasil, em 1981, com 55 casos, a urbanizacao progrediu,
no ano seguinte, para outras cidades. Observou-se, neste periodo, transmissdo em areas
completamente urbanizadas, uma rapida propagacdo no Nordeste, Norte, Centro-oeste e
Sudeste, uma maior proporcdo de casos urbanos em relagao aos rurais e o surgimento de surtos
epidémicos com grandes epidemias urbanas ocorrendo em ciclos de 10 anos
(COSTA, C., 2008).

Em Fortaleza, Cear4, registou-se um significativo aumento de casos de LV nos altimos
anos, com um aumento de 121% na incidéncia em areas urbanas entre o periodo de 2004 e
2006, sem variacao significativa nas areas rurais. O crescimento desordenado da populagdo na
periferia das cidades, sem condi¢des de saneamento adequados, além do deslocamento dos
pacientes para a capital a procura de diagnostico e tratamento sdo fatores que podem ter
contribuido para a urbanizacdo da LV em Fortaleza (ALBUQUERQUE et al., 2009).

A andlise da epidemia de LV em Teresina, no periodo de 1993 a 1996, despertou a
atencdo para a importancia das condi¢Ges socioecondmicas da populacdo como fatores que
potencializam a associacdo entre a infeccdo canina, vetor e o acometimento humano pela
Leishmania. Os cdes sdo mais susceptiveis e desenvolvem a doenca antes dos humanos, no
entanto, a transmissdo € potencializada pelas condi¢gdes precarias de moradia, com
aglomeracGes que facilitam a acdo do vetor. Ressalta-se que a estratégia de matar cdes para
reduzir a incidéncia de LV humana tem-se mostrado ineficaz, questionando a presenca de outros
fatores, além do cdo, nessa interacdo fleb6tomo infectado-LV  humana
(WERNECK et al., 2006, 2008, 2014).

E descrito que moradias com relato de pelo menos um c4o soropositivo para Leishmania,
recolhido pela equipe de controle de zoonoses, nos Ultimos doze meses, apresenta correlacao
positiva com o encontro atual de cées soropositivos. A probabilidade de cdo infectado, nestas
moradias, aumenta em cinco vezes em relacdo as habitacGes onde previamente ndo havia cées
infectados, ressaltando a importancia das condigfes ambientais, sanitarias e socioeconémicas
nesta relacdo (SILVA, J.P.et al.,2012;). Foi demonstrado, também, que o risco de adquirir a
doenca esté associado a condicGes de residéncia com esgotamento sanitario inadequado e coleta
de lixo irregular (COSTA, C. et al.,2005).
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3.2 Manifestac0es clinicas da leishmaniose visceral

A interacdo entre a Leishmania e a resposta imune do hospedeiro pode resultar em
manifestacdes clinicas diversas, desde a apresentacdo assintomatica até infeccdo grave com
risco de Obito. O quadro cléssico caracteriza-se pela presenca de febre, caquexia,
hepatoesplenomegalia, pancitopenia e hipergamaglobulinemia com hipoalbuminemia.
(HERWALDT, 1999) com resposta de hipersensibilidade tardia (Reacdo Intradérmica de
Montenegro-R1M) negativa e presenca de resposta humoral, enquanto a infec¢éo assintomatica
caracteriza-se pela presenca de RIM positiva e auséncia de resposta humoral
(COSTA, C. etal., 2002; ROSAS FILHO e SILVEIRA, 2007).

A LV acomete principalmente o sexo masculino e criancas menores de 10 anos
(BARATA et al., 2013; MADALOSSO et al.,2012;) ou até os 12 anos (NUNES et al.,2010),
embora a maioria das pessoas infectadas nunca desenvolva a forma ativa da doenca, parecendo
haver influéncia de fatores genéticos (FRADE, 2011; JERONIMO et al., 2007) e nutricionais
(ANSTEAD et al.,2001) na susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca.

Em areas endémicas, a infeccdo assintomatica € a principal apresentacao clinica da LV
(SILVEIRA et al., 2010), que se apresenta com minima hepatomegalia e, em alguns pacientes,
associada a episodios leves de diarreia ou sem determinar alteracbes ao exame fisico
(BADARO et al., 1986).

Na apresentacdo subclinica da LV, a hepatomegalia pode persistir por um periodo
prolongado, aproximadamente 3 anos, associada a sintomas constitucionais leves e
intermitentes como febre baixa, tosse, mal-estar, diarreia e diminuigdo da atividade. Poucos
pacientes desenvolvem esplenomegalia e, raramente, ocorre anemia, leucopenia,
hipergamaglobulinemia ou diminuicdo importante do ganho ponderal. Na maioria das pessoas
infectadas, ocorre resolucdo da infeccdo sem a necessidade de terapia especifica anti-
Leishmania (BADARO et al., 1986). A presenca de febre associada a hepatomegalia,
hiperglobulinemia e aumento da velocidade de hemossedimentagcdo sdo considerados
manifestacdes inespecificas relacionadas a LV aguda e podem predizer a forma
oligossintomética dessa doenca, enquanto a presenca de esplenomegalia associada a leucopenia
ocorre em quase 100% dos pacientes com LV aguda e caracteriza a forma sintomatica desta
infeccdo (GAMA et al.,2004).

Na apresentacgdo clinica cléssica, apds um periodo de incubacdo que varia de 10 dias a
2 anos, com média de 2 a 6 meses, iniciam-se as manifestacbes de inflamacdo sistémica,

destacando-se como as manifestacdes clinicas mais frequentemente encontradas a
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hepatomegalia, a esplenomegalia, a febre, emagrecimento e a palidez (BADARO et al., 1986;
CHAPPUIS, 2007; HAILU et al.,2004; MADALOSSO et al., 2012; PASTORINO et al., 2002;
PEDROSA e ROCHA, 2004; QUEIROZ et al., 2004; ROCHA et al., 2011). A febre ocorre
tipicamente a noite, associada a taquicardia e sem sinais de toxemia. Diarreia e tosse sdo
frequentes. S&o descritos também a presencga de hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia
policlonal - imunoglobulinas G (1gG) e M (IgM) (AWASTHI et al., 2004).

O figado apresenta-se firme e liso, com aumento difuso de seu volume, estendendo-se
em média até 4 a 6 cm do bordo costal direito (BCD) (REY, 2014). Entre as alteracdes
histopatoldgicas hepéticas descritas em pacientes com LV, destacaram-se a presenga de
importante hipertrofia e hiperplasia das células de Kupffer, muitas delas repletas de
amastigotas. Observou-se, também, espaco-porta alargado e infiltrado inflamatdrio
mononuclear cronico nos espacos periportal e lobular, além de nodulos irregulares
esparsamente distribuidos. Destacam-se a presenca de degeneragdo Ballooning dos hepatdcitos
e fibrose pericelular e das vénulas hepéticas terminais que sdo comumente descritos em
pacientes com LV (DUARTE e CORBETT ,1987; EI HAG et al.,1994; REY, 2014).

S&o descritas, também, alteracdes de marcadores de funcdo hepatica. Ocorre aumento
das aminotransferases que se elevam em duas a trés vezes em relacdo aos valores de
normalidade e elevacdo dos niveis de bilirrubinas. Observa-se diminuicdo da atividade da
protrombina e aumento dos niveis de globulinas, enquanto os niveis de albumina permanecem
normais ou diminuidos, o que determina a inversdo da relacdo albumina /globulina. Essas
alteracdes podem ser leves, como pode haver evolucdo para o quadro de insuficiéncia hepatica
(BADARO et al., 1986; BRASIL,2003; REY, 2014). Ressalta-se que 0 comprometimento da
funcdo hepatica, principalmente a presenca de ictericia ou a presenca de alteracdes de fatores
de coagulacdo sdo marcadores relacionados a um pior progndstico na LV aguda
(COSTA, D.,2009; MADALOSSO et al.,2012; WERNECK et al., 2003)

Na forma clinica aguda classica, o baco é firme, palpavel no nivel ou abaixo da cicatriz
umbilical que corresponde em média a 8 a 10 cm do bordo costal esquerdo (BCE) (REY, 2014).
A anélise morfoldgica do baco evidencia reducdo significativa no tamanho da area de polpa
branca, presenca de areas de necrose e fibrose em areas timo-dependentes e acimulo de
histiocitos contendo parasitos, além de hiperplasia de células plasmaticas. Observou-se
deplecéo linfocitaria em areas timo-dependentes, mesmo em pacientes com nimero normal de
linfocitos no sangue periférico, sugerindo que as anormalidades observadas no bago precedem
ou sdo mais evidentes do que as observadas no sangue (VERESS, B., et al..1977). O aspecto

dos foliculos linfoides variou de atrofia a hiperplasia folicular nos pacientes analisados, o que
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foi justificado pela hipdtese que no inicio da doenca houvesse hiperplasia e com o decorrer da
LV evoluisse para atrofia (CARVALHO, E. et al.,1985). E descrito que o bago é o maior
reservatorio de células parasitadas do sistema reticulo endotelial e que a esplenectomia deve ser
considerada uma opcdo terapéutica para 0s casos refratarios ao tratamento
(DUTRA et al., 2012).

Entre as alteracGes hematoldgicas destacam-se a anemia, a plaquetopenia e a leucopenia
(AGRAWAL et al.,2013; CHAKRABARTI et al., 2013; HAMID e GOBAH, 2009;
NAEEM et al., 2014; PREETI et al., 2013). Os achados em relacdo a morfologia das hemacias
divergem entre os estudos, vé-se desde a predominancia de hemécias hipocrémicas com
microcitose (AL-JURAYYAN et al., 1995) até a anemia normocrémica e normocitica ou
hipocrémica com anisocitose (AGRAWAL et al.,2013). A diminui¢do dos leucdcitos ocorre
precocemente, associada a linfocitose relativa com neutropenia e quase completa auséncia de
eosindfilos. A plaquetopenia é normalmente justificada pelo sequestro esplénico e a contagem
de plaquetas é comumente afetada ap6s longa duracdo da doenca. O diagndstico diferencial
com a anemia aplasica faz-se pela presenca de reticuldcitos e células brancas jovens que
indicam regeneracdo continua da medula 6ssea (VARMA e NASEEM, 2010).

E descrito que a maioria dos pacientes apresenta aumento da celularidade da medula
Ossea (AL-JURAYYAN et al.,1995; CHAKRABARTI et al., 2013), embora seja identificado,
também, predominio de medula 6ssea normocelular (CASTRO, 2011) ou hipocelular em
pacientes com LV (AGRAWAL et al.,2013). Ao avaliar a associacdo entre as alteracfes
morfolégicas na medula 6ssea com a carga parasitaria em pacientes com LV, ndo foi
demonstrada associacgao desta ultima com a celularidade medular, com a presenga de granuloma
ou com o risco de 6bito. No entanto, a carga parasitaria apresentou correlacdo positiva com a
presenca de hemofagocitose e com neutropenia grave e correlacdo negativa com a
diseritropoese medular. A presenca de granuloma esteve associada ao baixo risco de o6bito, 0
que pode ser justificado por este representar uma resposta imune celular o que contribui para o
controle da doenca (CASTRO, 2011).

Sene (2013), em analise de pacientes com LV sintomatica em area endémica, evidenciou
que ocorre diminuig&o significativa na concentracdo de hemoglobina com o aumento da carga
parasitaria e que a parasitemia apresenta correlacdo negativa com o numero de neutrofilos no
sangue periférico, dados justificados como consequéncia da resposta inflamatoria induzida pelo
parasito.

A avaliacdo da cura na LV obedece principalmente aos critérios clinicos. Espera-se que

a defervescéncia da febre ocorra em ate cinco dias do inicio da medicacdo anti-Leishmania,
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enquanto a involucdo da hepatoesplenomegalia é esperada nas primeiras semanas, com reducao
de 40% ou mais da extensdo do bago ao final do tratamento. A partir da segunda semana,
observa-se melhora dos niveis de hemoglobina e nimeros de leucdcitos, além da melhora do
estado geral e retorno do apetite, que ocorrem de forma progressiva. O seguimento dos
pacientes com LV aguda recomendado pelo Ministério da Satde do Brasil € a realizacdo de
consultas ambulatoriais no terceiro, sexto e 12° meses ap0ds o inicio da terapia (BRASIL, 2003).

3.3 Ciclo de vida da Leishmania

A Leishmania, durante seu ciclo de vida, apresenta duas formas evolutivas distintas: a
amastigota, forma ovoide com flagelo ndo exteriorizado que habita as células do sistema
mononuclear fagocitico (SMF) do hospedeiro vertebrado e a promastigota, que se localiza no
intestino do inseto vetor e apresenta corpo alongado e flagelo livre (MICHALICK, 2005).

As fémeas de flebotomineos, do género Lutzomyia, durante o repasto sanguineo,
ingerem macrofagos infectados com amastigotas, que sofrem varias alteracdes morfofuncionais
a medida que migram no intestino do vetor visando garantir a sua sobrevivéncia. A primeira
transformacdo é em formas replicativas com pouca motilidade e flagelo curto - promastigotas
prociclicas. Apo6s 48-72 horas, inicia um estagio de replicacdo lenta e com forte motilidade-
promastigotas nectomonadas, que se movem em dire¢&o ao intestino anterior e transformam-se
em leptomonadas e, por fim, a forma infecciosa promastigota metaciclica que sera inoculada
no tecido do hospedeiro vertebrado durante o proximo repasto sanguineo. Esta se localiza nas
porcGes mais anteriores do tubo digestivo e é altamente adaptada a sobreviver no hospedeiro
mamifero (WALTERS et al., 1989; DOSTALOVA e VOLF, 2012).

Moléculas de superficie das Leishmanias modificam sua composi¢do de acordo com a
fase de desenvolvimento do parasito e tém participacdo importante na relacdo parasito-
hospedeiro, estdo implicadas em muitos passos no estabelecimento da infeccdo macrofagica
contribuindo para sobrevida da Leishmania, alem de influenciar na viruléncia, infecciosidade e
patogénese (MICHALICK, 2005). Promastigotas sao cobertas por glicocalix que é mais espesso
nas formas metaciclicas que nas prociclicas e quase completamente ausente nas amastigotas.
Este revestimento compreende glicoproteinas e outras especies glicosiladas, como
lipofosfoglicano (LPG), proteofosfoglicanos (PPG) e a metaloproteinase gp63, as quais estao
ancoradas a membrana da superficie por meio de ancoras lipidicas glicosilfosfatidilinositol
(GPI) (FRANCO et al., 2012; OLIVIER et al., 2005). No inseto vetor, esse denso glicocalix
formado por LPG e PPG protege a Leishmania contra a acdo de enzimas intestinais hidroliticas,
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bloqueia a liberagdo de proteases do intestino médio do hospedeiro invertebrado, além de
contribuir com a fixagao das promastigotas na parede do intestino médio, evitando sua excrecao
com o sangue digerido (FRANCO et al.,2012).

A molécula de superficie dominante € o complexo lipofosfoglicano, o LPG, que é
expresso em altos niveis em todas espécies de Leishmania que sdo patogénicas para 0 ser
humano, apresentando estrutura superior nas formas metaciclicas e praticamente nula nas
amastigotas (McCONVILLE et al., 2002). O LPG contribui para a sobrevida da Leishmania no
hospedeiro vertebrado ao proteger as formas promastigotas da lise mediada pelo complemento
e da hidrdlise extracelular, inibir a resposta oxidativa dos macrofagos, evadir da fusdo
fagossomo-lisossomo e inibir a proteina C quinase (FERGUSON, 1997;
McMONVILLE e FERGUSON, 1993; McCONVILLE et al., 2002; WILSON et al., 2005).
Destacam-se, também, as glicoinositolfosfolipideos, moléculas expressas em todos os estagios
do ciclo de vida da Leishmania e dez vezes mais abundantes que o LPG. Elas auxiliam no
mecanismo de escape durante a interagdo com macréfagos ao exibirem efeito inibitorio na
producdo de Oxido nitrico e na inducdo de citocinas, principalmente interleucina 12 (IL-12)
(ASSIS et al., 2012).

Outra importante molécula de superficie € a glicoproteina de 63 KDa (gp63), uma
metaloproteinase que atua como ligante para ligagéo intercelular e favorece a multiplicagéo de
promastigotas (PANDEY et al., 2004), além de degradar imunoglobulinas, inibir proteinas
lisossomais, inibir a lise mediada pelo complemento e promover a captura do parasito pela
clivagem da proteina do completo C3b a sua forma inativa iC3b (AWASTHI et al.,2004).

3.4 Interacdo Leishmania — hospedeiro e resposta imune

A resposta imune inicial do hospedeiro humano ap6s a inoculacdo da Leishmania é um
dos fatores determinantes para a evolucdo da doenca, visto que este parasita possui varias
estratégias para modular a resposta imune e escapar dos mecanismos inicias de defesa humana
(OLIVIER et al., 2005; de ALMEIDA et al.,2003).

Quando a fémea do flebétomo lacera o tecido do hospedeiro para se alimentar, induz
um intenso infiltrado inflamatorio na pele. As formas promastigotas inoculadas séo capturadas
pelos neutrofilos, que sdo rapidamente recrutados para o local da picada do vetor
(PETERS et al., 2008; FALCAO et al.,2015). No entanto, os neutréfilos ndo destroem os
parasitos, entram em apoptose e sdo fagocitados pelos macréfagos. Como ndo ocorre interacéo

direta entre os parasitos intracelulares dos neutrofilos e os receptores de superficie dos
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macrdfagos, nenhum mecanismo efetor é ativado contra as Leishmanias. Os neutrdfilos
comportam-se, portanto, como “Cavalos de Troia”, servem como células hospedeiras
temporéarias da Leishmania e entram em apoptose, facilitando sua entrada silenciosa nos
macrofagos (ZANDBERGEN et al.,2004). As promastigotas sdo, entdo, fagocitadas pelos
macrdfagos da pele onde se transformam em formas amastigotas e iniciam a multiplicacdo
intracelular (PEARSON et al.,1981).

Componentes da saliva de Lutzomyia longipalpis também participam desta resposta
imune inicial, potencializando o recrutamento de macrofagos para facilitar a entrada da
Leishmania nas células do hospedeiro (TEIXEIRA et al., 2005), além de estimularem a
apoptose, a producdo de prostaglandina dois e diminuir a geracdo de intermediarios reativos do
oxigénio (ROI- Reactive oxygen intermediates) de neutrofilos infectados
(PRATES et al., 2011).

A entrada das promastigotas nos macrofagos depende de um mecanismo eficaz de
evasdo da lise mediada pelo complemento. Esse sistema é um importante mecanismo efetor da
imunidade inata que tem como principais funcGes promover a fagocitose e / ou lise de
microrganismos nos quais o complemento esta ativado, além de estimular a inflamacdo. O
evento inicial para sua ativagdo € a protedlise do terceiro componente do complemento, a
proteina C3, para gerar produtos biologicamente ativos, seguida pela ligacdo covalente de C3b,
um produto de C3, as superficies das células microbianas ou aos anticorpos ligados aos
antigenos. Todas as fungbes biologicas do complemento sdo dependentes desta clivagem
proteolitica e a fase final efetora dessa cascata, independente da via inicial de ativacdo, sera
sempre a mesma e culminara com a formacdo do complexo de ataque a membrana
(MAC - Membrane Attack Complex). Este se liga ao agente infectante e induz formacéo de
poros em suas membranas plasmaticas que permitem o livre acesso de agua e ions com
consequente ruptura osmotica do parasito (ABBAS, 2008c).

Estudos, in vitro, demonstram ativacdo simultdnea da via classica e alternativa do
complemento pela Leishmania, com réapido inicio da ligacdo Promastigota-C3, atingindo o
maximo em 2 a 3 minutos pela via classica (DOMINGUEZ et al., 2002). Promastigotas de
Leishmania amazonensis inoculadas em camundongos nos quais o0 complemento foi inativado
apresentam significante decréscimo da resposta inflamatoria e maior nimero de parasitos no
sétimo dia da infec¢do, indicando que complemento é importante no controle do parasito na
fase inicial da infecgdo (LAURENTI et al., 2004).

As glicoproteinas de superficie LPG e gp63 sdo capazes de ativar as etapas inicias da

cascata do complemento sem induzir a formagéo do MAC. A metaloproteinase gp63 converte
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a opsonina C3b a sua forma inativa iC3b prevenindo a formagéo da C5 convertase, evento
iniciador das etapas finais do complemento, evitando a lise do parasito. Estas opsoninas ligam-
se a superficie da Leishmania e induzem a fagocitose via receptores de complemento tipo
1(CR1) e tipo 3 (CR3) (SHARMA e SINGH, 2009). Esse processo de opsonizacdo via
receptores CR1 e CR3 é considerado um importante mecanismo de entrada silenciosa da
Leishmania no macréfago, pois ndo ativa a resposta oxidativa dos macrofagos, nem induz a
producdo de IL-12. Receptores CR4, receptor manose-frutose, receptor de fibronectina,
receptor de produtos finais de glicosilacdo avancada, receptor de proteina C reativa e receptor
Fc também foram identificados neste processo, mas o principal ligante de macréfagos para
promastigotas maduros é o receptor CR1 (ALEXANDER et al., 1999).

Outra modificacdo que facilita o escape do sistema imune € 0 maior comprimento do
LPG nas promastigotas metaciclicas, as quais possuem duas vezes mais unidades de repeticdo
fosfoglicano (PG) que as formas prociclicas, tornando-as resistentes & formagéo de poros em
sua superficie induzido pelo MAC. Ocorre, entdo, a ativacdo das etapas inicias do
complemento, sem ocorrer a lise osmatica da Leishmania (FRANCO et al.,2012).

Um importante opsonina que interfere na infectividade da Leishmania é a lectina ligante
de manose (MBL-Mannose-Binding Lectin), uma proteina plasmatica que reconhece residuos
terminais de manose, que sdo tipicamente encontrados em glicoproteinas e glicolipideos da
superficie de células microbianas, incluindo a Leishmania, atuando como um receptor soltvel
de reconhecimento de padrdo que se liga as células microbianas (ABBAS, 2008b;
GREEN et al. ,1994; JACK e TURNER, 2003; EVANS-OSSES et al., 2013). E descrito que
niveis de MBL sdo significativamente mais elevados em individuos com histdria de LV que
nos assintomaticos e nos saudaveis. Observa-se, ainda, que mondcitos infectados por
promastigotas de L. chagasi opsonizadas com MBL secretam niveis mais elevados de
interleucina seis (IL- 6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-ao - Tumor necrosis fator alpha),
sem interferir na producéo da interleucina um alfa (IL-1a), IL-10 ou IL-12, 0 que sugere que a
MBL pode modular o perfil de citocinas secretado pelos mondcitos infectados e influenciar no
desenvolvimento de LV (SANTOS, I. et al., 2001).

Foi detectado que pacientes com LV apresentam maior frequéncia de gendtipos
resultando em elevados niveis de MBL que o constatado em individuos assintomaticos ou
saudaveis e que este genotipo esteve associado a presenca de complicagdes no curso da infeccéo
por Leishmania chagasi (ALONSO et al., 2007). Estudo, no Iran, obteve resultados
semelhantes em pacientes com infecgéo por L. infantum que apresentaram maior frequéncia de

gendtipos com elevada concentragdo de MBL que os controles saudaveis, o que infere que a
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baixa expressdo genotipica MBL pode ser associada a protecdo contra a LV
(ASGHARZADEH et al., 2007).

A resisténcia inicial a infeccdo por Leishmania depende da interacdo dos componentes
do sistema imunologico natural humano. As principais células efetoras desta imunidade inata
sdo os neutrofilos, os fagocitos mononucleares (mondcitos e macréfagos) e as células natural
Killer (NK). Estas dltimas, além de destruirem as células infectadas diretamente, sdo uma
importante fonte de producdo de IFN-y, que ativa macréfagos para destruir os patdgenos
fagocitadoss (ABBAS,2008b; CRUVINEL et al.,2010). Estudos em ratos infectados com
Leishmania major, através de analise imuno-histoquimica e exames de imagem intravital,
evidenciam que as células NK localizam-se em areas estratégicas dos linfonodos onde
interagem com células dendriticas (DC). A infeccdo por L major induz maior recrutamento de
células NK para os linfonodos e as ativam a secretar IFN-y. Essa intera¢do pode influenciar a
resposta imune adaptativa envolvendo células dendriticas e sua interagdo com linfocitos T
(BAJENOFF et al., 2006). Analise de promastigotas de L. amazonensis (in vitro) confirmam
ativacdo matua entre NK e células dendriticas e que esta parece ser dependente do contato
intercelular (SANABRIA et al.,2008).

Promastigotas de Leishmania infantum, in vivo, via receptor semelhante a Toll tipo 9
(TLR9 - Toll-like receptors), estimulam células dendriticas plasmocitoides (pCDs) e mieloides
(mCDs) a produzirem IL-12. Tanto a deplegdo de TLR9 como de mCDs abolem a
citotoxicidade mediada por NK e a produgdo de IFN-y, enquanto a ablagdo da subpopulagdo
plasmocitoide ndo modifica a ativacdo destas. Considerando que as formas mieloides séo
produtoras mais potentes de IL-12, confirma-se a importancia dessa citocina associada as mCDs
e & TLR9 para ativagdo de células NK na LV (SCHLEICHER et al.,2007).

Guillerey e colaboradores (2012) desenvolveram estudo com modelo de camundongo
onde as pCDs foram suprimidas. Demonstrou que as pCDs tém um papel crucial na indu¢do da
atividade de células NK e na producdo de quimiocinas, mediado via TLR9, ratificando a
importancia das células dendriticas, via TLR9, na inducdo da resposta imune inata e na
inflamacéo.

Apbs evadir dos mecanismos imunes supracitados, a promastigota metaciclica €
internalizada no fagossomo, onde ocorre a conversao para forma amastigota, forma mais
adaptada ao pH acido do meio (BARROS et al., 2012; CASTELLANO, 2005). A LPG propicia,
entdo, um atraso na maturacdo do fagossomo e inibe a fuséo fagossomo-lisossomo como uma
estratégia para adquirir o tempo necessario para essa diferenciagdo em uma forma mais

resistente a0 meio lisossomal, protegendo as promastigotas da degradacdo hidrolitica
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(DESJARDINS e DESCOTEAUX, 1997; SWANSON e FERNANDEZ-MOREIRA, 2002). Se
o fagolisossomo for formado, a protecdo a Leishmania dependera da atuacéo da protease gp63
que inibird as enzimas liticas produzidas no fagolisossomo (AWASTHI et al.,2004;
BARROS et al.,, 2012). Os LPGs também inibem a atividade hidrolitica das enzimas
lisossomais, além de inibirem a atividade oxidativa dos macrofagos (AWASTHI et al., 2004;
BARROS et al., 2012; SHARMA e SINGH, 2009; WILSON et al., 2005).

No interior do fagolisossomo, ocorre a reducdo do oxigénio em ROI pelo mecanismo
denominado exploséo respiratoria e, atraves da enzima 6xido nitrico sintase induzida (Inos), a
producdo de intermediarios reativos do nitrogénio, como o 6xido nitrico. Esses radicais livres
sdo importantes na atividade leishmaniscida dos macrofagos (CRUVINEL et al., 2010;
MURRAY e NATHAN, 1999; OLIVIER et al., 2005)

E descrito, em modelo murino, que a expressdo da iNOS pelos macréfagos infectados
por Leishmania induzida pelas células NK, independe do contato entre essas duas celulas, mas
esta relacionado a estimulagdo por IFN-y e pelo fator de necrose tumoral (TNF- Tumor necrosis
factor), sugerindo que o principal mecanismo efetor da atividade leishmaniscida dos
macrofagos, em murinos, é dependente de produtos sollveis das células NK
(PRAJEETH et al., 2011).

Estudo em murinos infectados com Leishmania chagasi encontrou elevados niveis de
TNF-a no inicio da infecgdo, indicando ativagdo macrofagica concomitante com a diminuigao
das amastigotas intracelulares seguido por aumento de IL-10. Foi observado também aumento
na producédo de 6xido nitrico, concomitante com a elevacdo das transaminases hepaticas e da
desidrogenase latica, enquanto a inibicao da explosdo respiratoria e o uso de inibidores da iINOS
inibiram os danos nos hepatdcitos, o que sugere que os efeitos citotdxicos intracelulares
induzidos por macréfagos para a destruicdo da Leishmania podem contribuir para o dano
hepético e que o 6xido nitrico tem um papel importante neste dano (COSTA, J. et al, 2007).

Entre os mecanismos de escape descritos, destacam-se a presenca do LPG, que protege
promastigotas de elevacao transitoria nos niveis de ROl (SPATH et al.,2003) e a existéncia de
promastigotas de Leishmania chagasi naturalmente resistentes ao 0xido nitrico, descrita em
estudo em modelos murinos, 0s quais potencializam a capacidade deste patégeno em resistir
aos mecanismos microbicidas macrofagicos (SANTQOS, P. et al., 2012).

As Leishmanias possuem, também, uma grande quantidade de proteases, entre elas a
catepsina B, que esta implicada na clivagem do fator de crescimento transformador beta um

(TGF-B1- Transforming growth factor beta 1) em sua forma biologicamente ativa
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(SOMANNA et al., 2002). E descrito que concentracdes fisiologicas de TGF-B inibem a morte
de L.chagasi em macrdfagos (GANTT et al., 2003) e que esta citocina, in vitro, além de inibir
0 mecanismo de controle macrofagico a infeccao por L.braziliensis, esta relacionada, in vivo, a
uma menor expressdo do &cido ribonucleico mensageiro (RNAm) para IFN-y e IL-2 e a um
aumento na expressao de IL-10 (BARRAL et al., 1993). Esses dados sugerem a importancia de
TGF-B como moduladora da resposta imune a infecgdo por Leishmania e da catepsina B como
um dos mecanismos de escape deste parasita.

O papel dos linfécitos B e imunoglobulinas na resposta imune a Leishmania €
controverso e pouco compreendido, no entanto esses anticorpos podem servir como marcadores
de recidiva ou infeccdo. Foi observado que camundongos mutantes deficientes de linfocitos B
maduros apresentavam maior resisténcia a infeccdo por L. donovani com maior nimero de
granulomas hepaticos e rapido clearence do parasito, entretanto detectou-se maior resposta
inflamatoria, associado a presenca de grande nuimero de neutréfilos no figado e bacgo, e
consequente maior dano hepatico (SMELT et al., 2000).

Foram detectados niveis mais elevados de anticorpos anti-Leishmania 1gG subclasses 1,
3e 4 (1gG1, IgG3 e IgG4, respectivamente), principalmente IgG1 em pacientes com LV, em
relacdo aos controles saudaveis e aos pacientes com infeccdo subclinica, além disso a resposta
imune dos pacientes curados foi semelhante aos controles saudaveis, indicando a necessidade
de estudos para comprovar a importancia de niveis elevados de 1gG1 como marcador de
progndstico da progressdo do estado subclinico para forma ativa da doenca
(HAILU et al., 2001).

Bhattacharyya e colaboradores (2014) evidenciaram niveis elevados de IgG1l anti-
Leishmania durante a LV ativa e nas recidivas, com queda lenta, sem reducao significativa aos
30 dias e com declinio drastico aos 6 meses de tratamento, sugerindo que a persisténcia de
valores elevados de IgG1 anti-Leishmania ap6s esse periodo pode ser um marcador de falha
terapéutica ou recaida. Essa tendéncia de IgG1 foi parcialmente espelhada por IgG3, mas com
niveis bem menores, enquanto perfil baixo de 1gG2 e ausente de 1gG4.

Foi descrito, na fase aguda da LV, a presenca de anticorpos anti-Leishmania 1gG1 e
1gG3, modesta produgdo de 1gG4 e nenhum aumento de 1gG2, concomitante com elevados
niveis de IFN-y e IL-10 e minima producgéo, in vitro, de IFN-y por células mononucleares do
sangue periférico estimuladas por antigeno Leishmania (CALDAS et al., 2005). A IL-10 atua
como um fator que induz os linfocitos B & producéo de IgG1 e 1gG3 (BRIERE et al., 1994),
enquanto o IFN-y estd associado a producdo de 1gG2 por estas células
(KAWANO e NOMA, 1996). Os elevados niveis de IgG1 e 1IgG3 podem indicar a atividade de
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IL-10 nesta fase, enquanto a auséncia de deteccéo de 1gG2 e a pobre atividade proliferativa de
IFN-y inferem a pobre atividade de IFN-y na LV antes do tratamento (CALDAS et al., 2005).
Esses dados sugerem que a producdo de subclasses de 1gG podem refletir a atividade das
citocinas durante a fase aguda da LV.

O papel dos linfécitos T CD8" no controle da LV também néo é claro. A persisténcia
de niveis constantes dessas células nos granulomas hepéticos até a 18° semana da inoculacao
de L.donovani em camundongos, apds o declinio nos niveis de linfocitos T CD4*, sugere a
participacdo dos linfocitos T CD8" como efetoras na citotoxicidade contra a Leishmania
(MCcELRATH et al., 1988).

Anadlise de individuos assintomaticos e curados de infeccdo por L infantum, na Franga,
sugeriu a participacdo linfécitos T CD8* no controle da infeccdo na populagdo assintomatica
(MARY et al., 1999). Estudo posterior, na india, ratificou a importancia das células T CD8" na
imunidade contra Leishmania, ao observar significante proporcao de linfécitos T CD8" ativados
no grupo de paciente curados em relacdo aos pacientes com LV ativa indicando um possivel
papel de linfécitos T CD8* na resisténcia a infecgdo por Leishmania (KAUSHAL et al., 2014).

A Leishmania induz a uma  imunodepressdo  antigeno-especifica
(BACELLAR et al.,, 1996; CALDAS et al.,, 2005, CARVALHO, E. et al., 1989;
GOTO e LINDOSO, 2004; KAUSHAL et al., 2014) evidenciada pela falha de linfocitos em
responderem a estimulacdo, in vitro, pelo antigeno Leishmania na fase aguda da doenca
associada a auséncia de resposta de hipersensibilidade tardia a este antigeno e a presenca de
elevados titulos de anticorpos (BADARO et al,1985). N&o ocorre, no entanto, alteracdo na
resposta de hipersensibilidade tardia em resposta a injecdo intradérmica do derivado proteico
purificado (PPD), o que indica que a imunosupressdao é especifica para o antigeno de
Leishmania (FLORA et al.,2014).

3.5 Citocinas na leishmaniose

Citocinas sdo proteinas produzidas por diversos tipos celulares em resposta a
microrganismos e outros antigenos. Atuam em concentracBes baixissimas e de forma
pleiotropica e redundante, influenciando a sintese e acdo de outras citocinas. Essas
caracteristicas permitem-nas fazer a ligacao entre a imunidade inata e adquirida, contribuir para
especializacdo da resposta imune ao ativar diferentes células efetoras, além de regular a

magnitude desta resposta. A sua produgdo ou agao excessiva tem papel significativo na resposta
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imune humana, desencadeando ou agravando diversas patologias (ABBAS, 2008a;
BILATE, 2007; VARELLA e FORTE, 2001).

As citocinas influenciam também a diferenciacéo de linfocitos T CD4+ auxiliares em
subconjuntos de células efetoras que se diferenciam em linfocitos T helper 1(Tn1), 2(TH2) ou
17(Tu17) de acordo com o perfil de citocinas que produzem. A resposta Thl € essencial para o
controle de patdgenos intracelulares e caracteriza-se pela producdo de grande quantidade de
IL-2 e por induzir a proliferacdo e aumentar a capacidade citotoxica dos linfocitos T CD8".
Tem como citocina de assinatura o IFN-y, que induz uma retroalimentagéo positiva induzindo
linfocitos T naives (THO) a diferenciarem-se no perfil Tul, além de inibir a via Tu2. Os
linfocitos Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6 e I1L-10 e este perfil relaciona-se a resposta a doencas
alérgicas e infecgdes por helmintos. As citocinas IL-4 e IL-5 sdo quem definem a resposta TH2.
A primeira também induz retroalimentacdo positiva Tn2 e suprime Tn1, enquanto os linfécitos
Thl7 produzem IL-22 , IL-26 e citocinas da familia IL-17 que sdo potentes indutoras da
inflamacéo (ABBAS, 2008d; MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

E descrito, ainda, uma subpopulacdo de linfécitos T com importante funcdo na
tolerancia imunologica, as células T regulatorias (Tregs), que sdo caracterizadas por expressar
a molécula CD25" e o fator nuclear FOXP3. As Tregs naturais sdo produzidas no timo e
expressam o receptor da cadeia o de IL-2 ( CD25+) sendo denominadas células CD4+CD25+,
enquanto as Tregs adaptativas sdo geradas na periferia apos estimulagao antigénica e exercem
sua fungdo através da liberacdo das citocinas inibitorias IL-10 e TGF-B. As Tregs podem
bloquear a ativacdo e funcdo dos linfocitos T efetores (CHAPLIN, 2010;
MELO e CARVALHO, 2009; MESQUITA JUNIOR et al., 2010; SAKAGUCHI et al., 2009).

Estudos experimentais, no final do século vinte, evidenciavam que a resisténcia a LV
estava relacionada & producdo de citocinas do perfil Tnl, representado principalmente por
IFN-y, enquanto a susceptibilidade a IL-4, citocina marco na diferenciagéo para o perfil Tn2
(HEINZEL et al., 1989). No entanto, essa teoria ndo foi confimada por estudos posteriores que
evidenciavam: niveis mais elevados de IL-10 e IFN-y na fase aguda da LV em relagdo ao
valores ap6s tratamento (KARP et al., 1993); que a ativacao de IL-4 ndo parecia ser suficiente
para influenciar o perfil de citocinas Tn1 e modificar a evolugéo da LV em estudo experimental
(MIRALLES et al., 1994). Camundongos deficientes de IL-4 infectados com L.donovani ndo
foram mais resistentes a infeccdo que os controles e, em alguns experimentos, a carga
parasitaria foi maior nos camundongos deficientes de IL-4, contrariando a teoria do papel
prejudicial da resposta Tw2 no controle da infeccdo por  Leishmania
(ALEXANDER et al.,2000).
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E descrito que, na fase aguda da LV, ocorre uma elevada liberagdo de citocinas,
principalmente em criancgas, 0 que ocasiona uma resposta inflamatoria exagerada, o que pode
estar relacionado ao seu desfecho fatal (COSTA, D. et al., 2013). Identificou-se, também, uma
elevacdo de citocinas proinflamatorias com uma resposta imune mista Th1/Th2, na doenca
ativa, com aumento das concentracfes plasmaticas de IFN-y, TNF-a, IL-4 e IL-10. Enquanto
na doenca assintomatica e , ap0s a sua cura, os niveis de citocinas sdo semelhantes, sugerindo
que apos a cura da LV, ocorre recuperacdo do sistema imune aos niveis pré-doenca
(COSTA, A. et al.,, 2012). Os niveis IFN-y, IL-12 e IL-10 de pacientes com LV sao
significantemente mais elevados que as de seus irmédos que, também, exibem niveis maiores
que controles saudaveis de area endémica, reafirmando a abundante producdo de citocinas no
curso desta infeccdo (KHOSHDEL et al., 2009).

Estudo na India identificou que os pacientes com LV apresentam niveis mais elevados
de IFN-y, IL-10 e IL-6 antes do tratamento especifico anti-Leishmania em relacdo aos controles
saudaveis, aos niveis pos-tratamento e, também, em relagdo a leishmaniose dérmica pds-calazar
(PKDL - Post-kala-azar dermal leishmaniasis), enquanto os niveis de TNF-o. foram mais
elevados na PKDL e em controle saudaveis. Observou-se, também, altos niveis de IFN-y nos
pacientes ndo responsivos ao tratamento, sugerindo que esta citocina pode ser uma marcador
de atividade da infeccdo por Leishmania (ANSARI et al., 2006). A PKDL é uma complicacéo
tardia da LV, causada pela L. donovani e caracterizada por lesdes cutédneas que variam de
maculas hipocrémicas ao padrdo papular ou nodular e parece estar elacionada ao tratamento
incompleto da LV (SINGH, R. et al., 2012).

Estudo brasileiro, desenvolvido em area de risco para infeccdo por Leishmania, detectou
que o perfil de citocinas dos sujeitos com quadro de LV assintomatica era semelhante ao
observado nas pessoas ndo infectadas, enquanto os pacientes apresentando sintomatologia
classicade LV apresentam elevados niveis de CXCLS8, IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-10 em relagéo
aos assintomaticos e aos nao infectados. No entanto, ndo se observou diferenca entre 0s grupos
em relacao aos niveis de IL-2, IL-4, IL-5 e IL-12. Os niveis de IL-1f foram indetectaveis neste
estudo (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006). Elevados niveis de IFN-y e das quimiocinas
induzidas por esta citocina na fase aguda da LV em relagdo aos pacientes assintomaticos e
saudaveis foi confirmado por estudo em area endémica da Etiopia (HAILU et al., 2004).

O perfil de citocinas, na LV, pode modificar-se também de acordo com a gravidade da
doenca. E descrito que criancas sem sinais de gravidade (maiores de 6 meses, auséncia de

comorbidades como ictericia, hemorragia, edema generalizado ou sinais de toxemia) ou com
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apenas um sinal de alerta (criangas com 6 meses a 1 ano de idade com diarreia, vomitos, suspeita
de infecgdo bacteriana, febre ha mais de 60 dias ou recidiva) apresentam elevados niveis de
IFN-y e IL-10, em contraste com pacientes com mais de dois sinais de gravidade que exibem
niveis indectaveis de IL-2 e IFN-y e baixos niveis de IL-10 (GAMA et al.,2013).

Especula-se que ocorra uma intensa atividade inflamatoria, na LV grave, mediada por
citocinas e quimiocinas, e que essa resposta imune exagerada pode ser um dos determinantes
do progndstico na LV. E descrito que os niveis de IL-6, IFN-y e CXCL8 encontram-se
diretamente associadas a morte na LV particularmente entre os jovens. Estas proteinas
apresentam elevados niveis nos pacientes com sinais de sangramento ou com marcadores de
coagulacdo intravascular disseminada (CID) (COSTA, D. et al., 2013). A presenca de
sangramentos ou de distdrbios hemorragicos sdo sinais de gravidade e indicativos de internacédo
em pacientes com LV (BRASIL, 2006).

Os niveis das citocinas, na LV, correlacionam-se, também, a suscetibilidade individual
a este parasito. As citocinas IL- 17 e IL-22 , in vitro, apresentam niveis superiores em individuos
soropositivos para L.donovani que ndo desenvolveram a LV em relacdo aos pacientes com a
doenca, indicando uma forte relacdo dessas citocinas com a resisténcia a leishmaniose
(PITTA et al., 2009).

A IL-10 tem um importante papel na imunopatogénese da LV. Ela diminui a resposta
proliferativa de células mononucleares obtidas de sangue periférico em pacientes infectados por
Leishmania (GHALIB et al., 1993) e apresenta correlacdo positiva com a carga parasitaria em
pacientes com LV (NYLEN et al., 2007; VERMA et al., 2010). A inibicAo desta citocina acelera
a formacdo de granulomas hepéticos e a morte da Leishmania, além de pontencializar a eficacia
do antimoniato de metil-glutamina em estudos experimentais (MURRAY et al., 2002). O
bloqueio de IL-10, em aspirados esplénicos de pacientes com LV, promove a morte de
L.donovani e aumenta a secre¢do de IFN-y ¢ TNF-a.. (GAUTAM et al., 2011). Esta citocina,
ao mesmo tempo que diminui a atividade leishmanicida dos macrofagos, favorecendo a
multiplicacdo da Leishmania e o desenvolvimento da doenca, reduz os eventos adversos de uma
resposta inflamatéria exagerada (SINGH,O. et al., 2012; TRINCHIERI, 2007).

Em individuos com LV sintomaética foi identificado correlagdo positiva entre 0s niveis
plasmaticos e o nimero absoluto de leucdcitos totais, esindfilos, neutréfilos e linfocitos T CD4*
expressando 1L-10 e IFN-y (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006); observou-se também
niveis de IL-10 mais elevados em criancas que adultos antes do tratamento especifico anti-
Leishmania (ANSARI et al., 2006), o que pode estar relacionado ao pior prognostico em

criangas. Enquanto pacientes co-infectados por LV e HIV apresentam niveis signifivamente
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mais baixos de IL-10 e IFN-y, sugerindo a importancia dos linfocitos T CD4"na secrecao destas
citocinas (COSTA, D. et al.,2013).

O IFN-y é produzido principalmente por linfécitos T, linfocitos B e células NK e atua
como uma citocina imunomoduladora induzindo a diferenciacao dos linfdcitos T para o perfil
Tl (ABBAS, 2008; MESQUITA JUNIOR et al., 2010; SCHRODER et al.,, 2004;
VARELLA e FORTE, 2001), e é descrita como a molécula-chave na ativagdo de macrofagos,
podendo potencializar a resposta antiprotozoaria de fagocitos mononucleares humanos, tanto
por mecanismos dependentes como independentes de oxigénio (MURRAY et al.,1983). Esta
citocina apresenta niveis elevados na fase aguda da LV (ANSARI et al., 2006;
CALDAS et al., 2005; COSTA, A. et al., 2012; HAILU et al., 2004; KARP et al., 1993;
KHOSHDEL et al., 2009) e postula-se que esteja relacionada ao controle da infec¢do por
Leishmania (ANSARI et al, 2006; KIMA e SOONG, 2013). Destacam-se como principais
origens de IFN-y na LV aguda, os neutréfilos, eosinofilos, células NK e linfocitos T CD4" e
CD8+ (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006).

Analise de camundongos com deficiéncia genética para produgédo de IFN-y, infectados
com amastigotas de L. donovani, evidenciou resisténcia ao tratamento anti-Leishmania, tanto
em doses subo6timas como convencionais (MURRAY and DELPH-ETIENNE, 2000). Apesar
de estudos em animais evidenciarem a importancia de IFN-y no controle da infeccdo por
Leishmania, a monoterapia com IFN-y, em pacientes com LV, ndo se mostrou eficaz em
aumentar a defesa antimicrobiana intracelular e promover a cura; apesar de ter sido relatada
melhora dos sintomas em mais da metade pacientes, a infeccdo persistiu em todos. Houve
aumento persistente de IL-10, sem alterar a producdo de IL-4, o que pode ter influenciado
negativamente o desenvolvimento de uma da resposta Tu1l dominante e a subsequente cura
desses pacientes (KENNEY et al., 1998).

A IL-12 tem sido descrita como citocina chave na modulacdo da resposta THl e
subsequente producéo de IFN-y. Estudo, in vitro, evidenciou a que a adi¢do IL-12 em culturas
contendo o antigeno L.chagasi € capaz de restaurar a resposta citotoxica e a producdo de
IFN-y (BACELLAR et al.,1996). Além de otimizar a producéo de IFN-y por células THl, a
participacdo de I1L-12 na resisténcia a LV garante que células Tn1 ndo sejam eliminadas durante
leishmaniose (PAKPOUR et al, 2008; PARK et al, 2000).

N&o ha um consenso sobre os niveis de IL-12 em relacéo as diversas apresentacdes da
LV humana. Observou-se niveis basais de 1L-12 na fase aguda da LV , sem apresentar diferenca
significativa com os niveis encontrados nos pacientes assintomaticos ou ndo infectados por
Leishmania (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006), foram descritos também como
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elevados na fase aguda da LV (CALDAS et al, 2005, HAILU et al., 2004,
KHOSHDEL et al., 2009) ou elevados niveis de IL-12 na LV sintomatica em relacdo aos
pacientes assintomaticos e curados, mas sem apresentar diferenca quando comparados aos
encontrados nos individuos saudaveis (COSTA,A. et al., 2012). Descreveu-se, também,
associagdo dos niveis de IL-12 com comorbidades relacionadas ao mau progndstico na LV,
observou-se elevados niveis de IL-2 na presenca de diarreia, alteracéo radiol6gica pulmonar e
oligdria, enquanto na presenca de esplenomegalia verificou-se diminui¢do dos niveis de 1L-12
e aumento dos niveis de IL-10, essa diminuicdo foi justificada pela imunossupressao induzida
pelo calazar, via IL-10 (SENE, 2013). Evidenciou-se, também, correlagdo mutua entres 0s
niveis de IL-12 com os niveis de TNF-o em pacientes com LV sintomatica
(COSTA, D. et al., 2013).

Carswell e colaboradores (1975) identificaram a presenca de uma substancia induzida
pela endotoxina que era seletivamente toxica para as células malignas, esse fator indutor de
necrose tumoral foi denominado, pelo autor, como TNF-a. A sintese desta citocina ocorre
principalmente por fagdcitos mononucleares ativados, embora possa ser secretado também por
neutrofilos, linfocitos ativados, células endoteliais, mastdcitos e células NK.

A principal funcdo do TNF é estimular o recrutamento de neutréfilos e mondcitos para
o local de infeccdo e ativar essas células, no entanto, quando produzido em grande quantidade,
induz resposta inflamatoria exagerada podendo ocasionar febre, anorexia, caquexia, induzir a
sindrome do choque séptico, trombose vascular, além de distirbios metabolicos graves. O
lipopolissacarideo é o principal indutor da produgdo de TNF-o por monocitos, via TLR4 e do
receptor polissacarideo CD14y (ABBAS, 2008a; BORISH e ROSENWASSER, 2008;
VARELLA e FORTE,2001).

Em estudos experimentais, TNF-a. é critico para o controle da LV causada por
L. donovani. Camundongos suprimidos da acdo de TNF apresentam maior susceptibilidade a
infeccdo por este parasito e menor producdo de iNOS, além do TNF ser essencial para o
recrutamento de leucocitos para o figado (ENGWERDA et al., 2004). Na LV humana, é
descrito que os niveis de TNF-a. em individuos sintomaticos sdo superiores aos niveis
detectados em pessoas com infecgdo assintomatica, subclinica ou pos - tratamento e que ocorre
uma reducéo significativa nos niveis desta citocina apds terapéutica anti-Leishmania efetiva.
Observou-se, no entanto, a persisténcia de niveis elevados de TNF-o nos sujeitos nao
responsivos ao tratamento, sugerindo que os niveis de TNF-a podem indicar a atividade da LV
(BARRAL-NETTO et al.,1991).
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Salomado e colaboradores (1996) encontraram resultados semelhantes aos descritos por
Barral-Netto e colaboradores. Foram detectados niveis elevados de TNF-a antes do tratamento
especifico anti-Leishmania, medidos pelo ELISA, que declinaram com a melhora clinica e
laboratorial, no entanto essa evolugdo néo foi confirmada em ensaio citotdxico; a discrepancia
entre as analises foi justificada pela presenca de fatores no plasma, como outras citocinas e
receptores de TNF circulantes, que podem influenciar a liberagéo e atividade de TNF-a.

Em anélise dos niveis das citocinas TNF-a, IL-4 e IL-10 no baco e figado de caes
naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, observou-se que os niveis médios de TNF-a. em
extratos hepaticos de cées sintomaticos foram significativamente mais elevados em relacdo aos
caes assintomaticos e que este aumento esteve associado ao aumento da carga parasitaria nesse
6rgdo. Os niveis de IL-10 foram mais elevados no figado de cées assintométicos e também
correlacionados linearmente com a carga parasitaria hepatica, enquanto os niveis de IL-4, no
figado e baco, ndo apresentaram correlacdo com o numero de Leishmanias nestes érgaos,
indicando a importancia de TNF-a, com a participagdo de IL-10, no processo patoldgico da LV
(MICHELIN et al., 2011).

A IL-6 é uma citocina pleiotropica que influencia respostas imune antigeno especificas
e reacdes inflamatdrias, identificada como um dos maiores mediadores da fase aguda da
inflamagdo. E sintetizada por fagdcitos mononucleares, células do endotélio vascular,
fibroblastos e por algumas células T ativadas e tem como principais estimulos a IL-1 e 0 TNF,
enquanto TGF-p a diminui. A IL-6 estimula a producdo de proteinas da fase aguda da
inflamacédo nos hepatdcitos e o crescimento de linfécitos B que se diferenciam em produtores
de anticorpos, além de atuar na quimiotaxia de eosinodfilos para o local de inflamacédo
(ABBAS, 2008a; VARELLA e FORTE, 2001).

Tem-se descrito 0 encontro de elevados niveis de IL-6 na fase aguda da LV em estudos
do final do século XX, na Africa, confirmados por estudos mais recentes da india e Brasil
(VAN DER POLL etal.,1995; ANSARI et al., 2006; PERUHYPE-MAGALHAES et al.,2006).
Andlise de pacientes com LV sintomatica em &rea endémica do Nordeste ressaltou a
importancia de IL-6 como marcador de prognostico desta patologia. Demonstrou que 0s niveis
de IL-6 e de CXCLS8 apresentavam associagdo entre si e com sinais de gravidade desta doenca,
como sangramentos, edema, anemia, dano hepatico e plaquetopenia (COSTA, D. et al 2013).

A interleucina 1 beta (IL-1pB) é considerada a principal mediadora da inflamacdo e o
principal pirégeno enddgeno. E um fator crucial no desenvolvimento de febre e anorexia

durante inflamacé&o local e parece controlar a expressao de IL-6. Associada a esta citocina ou
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de forma isolada, a IL-1p contribui para a resposta inflamatéria aguda, para a perda ponderal,
inducdo de proteinas na fase aguda e producéo de febre (ZHENG et al., 1995). Mondcitos e
macrdfagos séo a principal fonte de IL-1, produzindo principalmente IL-1p, que sdo induzidos
por produtos bacterianos ou por outras citocinas, como TNF (VARELLA e FORTE, 2001).

Foi identificado que, na apresentacdo aguda da LV, os niveis de IL-1p encontravam-se
associados aos niveis de TNF-a e com alguns sinais de gravidade ou complicagdes relacionadas
a esta patologia; observou-se niveis mais elevados de IL-1 na presenca de sangramentos,
diarreia, oliguria e sepse (SENE, 2013) e nos pacientes desnutridos ou que referiam
emagrecimento apés o inicio da doenca, que apresentavam menores numeros de neutrofilos e
plaquetas e mais baixos niveis de hemoglobina (COSTA, D., 2009).

CXCL8 é uma quimiocina produzida principalmente por monécitos e macréfagos e que
tem como principais estimulos as citocinas inflamatorias, TNF-a e IL-1. Destaca-se por induzir
grande estimulo migratoério para as células do sistema imune, principalmente neutrofilos, além
de determinar um aumento da expressdo de moléculas de adesdo por células endoteliais.
Elevados niveis de CXCL8 foram identificados no plasma de pacientes com infeccéo
sintomatica por L. chagasi (PERUHYPE-MAGALHAES et al.,2006), com valores superiores
nas criancas menores de 2 anos e nos pacientes que evoluiram para o Obito
(COSTA, D.,2009, 2013).

Na fase aguda da LV, foi descrita associacdo entre os niveis de CXCL8 e os niveis das
citocinas inflamatorias IL-6 e IL-1. Foi detectada, também, maiores niveis de CXCL8 nos
pacientes que apresentavam hemorragias, edema, alteracdes das enzimas hepaticas, menores
concentracfes de hemoglobina e menor nimero de linfécitos e de plaquetas, o que sugeriu uma
importante  participacdo de CXCL8 na atividade inflamatéria da LV aguda
(COSTA, D. etal., 2013).

3.6 Fatores que influenciam o prognéstico da leishmaniose

A leishmaniose é uma zoonose com envolvimento sistémico que apresenta grande
relevancia na saude publica no Brasil tanto pelas elevadas taxas de incidéncia e letalidade, como
pela progressiva expansdo das areas de transmissao

A emergéncia recente da LV em areas onde s6 havia casos importados, associada a falta
de conhecimento da populacéo e a pouca intimidade dos profissionais de satide com os sintomas

tipicos desta patologia sdo fatores que contribuem para o diagnéstico tardio
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(MADALOSSO et al.,2012). O retardo no tratamento além de influenciar o desfecho da
infeccdo aguda aumenta a chance de recidiva (KAJAIA et al., 2011; LEITE e ARAUJO, 2013).

A identificacdo dos fatores que possam contribuir para uma evolucdo desfavoravel na
LV tem despertado o interesse de varios estudiosos no assunto. Entre os fatores de risco
associados & gravidade na LV, destacaram-se a presenca de anemia intensa, sangramentos,
duracdo da doenca, extremos de idade, diarreia, vémitos, desnutricdo, ictericia, presenca de
infeccbes bacterianas e sangramentos (COLLIN et al., 2004; COSTA, C. et al., 2010;
OLIVEIRA, J. et al., 2010; SAMPAIOQ et al., 2010; WERNECK et al., 2003)

Araujo e colaboradores (2012) avaliaram as manifestacdes clinicas associadas ao 6bito
na LV, em Belo Horizonte, Brasil, através de dados do Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo- MS (SINAN), do periodo de 2002 a 2009, e desenvolveram um sistema de escore
clinico que atribuia valor de escore 1 para cada uma das trés variaveis (idade maior ou igual a
60 anos, sangramento ou outras infec¢fes associadas) e escore 2 para ictericia. Os pacientes
com escore entre 1 e 5 deveriam ter atencao especial durante o tratamento devido o maior risco
de 6bito. Nao foram incluidas variaveis laboratoriais neste escore.

Em criancas e adolescentes, detectou-se que a pacientes com neutropenia ou
plaguetopenia graves, com sangramentos de mucosas, ictericia, dispneia e ou suspeita de
infecgdo bacteriana apresentavam maior risco de morte na LV. Essas variaveis foram alocadas
em um sistema de escore para avaliar o prognostico da LV com elevada sensibilidade,
especificidade, mas com baixo indice preditivo positivo (SAMPAIO et al., 2010).

Costa, D (2009) selecionou 825 pacientes de uma coorte prospectiva envolvendo 883
pacientes com LV, em Teresina- Piaui, para a construcdao de um modelo de variaveis clinicas e
laboratoriais relacionadas ao 6bito em pacientes com esta patologia. Este foi o escore padréo
adotado pelo ministério da salde para identificacdo dos pacientes com risco aumentado de
evoluir para o 6bito e teve como principais variaveis analisadas a idade, a quantidade de sitios
de sangramentos, a presenca de edema, vomitos, ictericia, dispneia, infeccdo bacteriana e a
presenca de leucopenia, plaquetopenia, comprometimento da funcdo hepatica e renal, além da
associacdo com AIDS (BRASIL, 2011b).

O sistema de escore é uma importante ferramenta na avaliagdo do prognostico da LV.
No entanto, apenas conhecer as variaveis associadas ao obito ndo é suficiente para o sucesso
terapéutico, é crucial a compreensdo da resposta inflamatdria sistémica induzida pela
Leishmania e a identificacdo das moléculas que influenciem nesse progndstico, visto que na
leishmaniose ocorre uma modulagdo do sistema imune para favorecer a infectividade do

parasito e que os tratamentos atuais ainda apresentam toxicidade importante.
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4 OBJETIVOS:

4.1 Hipotese

E possivel prever a evolugdo clinica da leishmaniose visceral através da anélise de

citocinas medidas no inicio do tratamento.

4.2 Objetivo primario

Avaliar a evolucdo da atividade inflamatéria na leishmaniose visceral pelo nivel de

citocinas desde o diagnostico até o centesimo octogésimo dia pos-tratamento.

4.3 Objetivos secundarios

1- Descrever a evolucdo clinica dos pacientes com leishmaniose visceral;

2- Correlacionar os niveis pré-tratamento das citocinas IL-18, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a,
IL-12 e da quimiocina CXCL8 com a evolucdo clinica, idade, resposta terapéutica e com as
alteracdes laboratoriais na leishmaniose visceral;

3-Correlacionar a evolugdo clinica com a resposta inflamatéria medida por citocinas e

quimiocinas.
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5 PACIENTES E METODOS

5.1 Area geogréfica do estudo

O estudo foi conduzido em Teresina, capital do Estado do Piaui, localizada em uma
faixa de transi¢do entre o semiarido nordestino e a regido Amazonica, a 350 km do litoral,
denominada regido meio-norte do Piaui. Encontra-se numa situacdo privilegiada por
localizar-se num importante entroncamento rodoviério do Nordeste, que interliga seus estados
a regido Norte, e facilita a comunicacdo com os principais centros urbanos das regides sudeste
e centro-oeste, além de ter sido construida as margens do rio Parnaiba, que a comunica com a
cidade Timon- MA, a quarta cidade maranhense em populacdo (TERESINA, 2010).

O clima é tropical, quente e umido. Apresenta temperaturas elevadas durante todo o ano,
variando entre os extremos de 22,0°C a 40,0°C, com umidade relativa media do ar de 69%. As
chuvas ocorrem de dezembro a maio e a vegetacdo predominante é o Cerrado, caracterizado
por uma cobertura vegetal de médio porte e densa com uma participacdo significativa da
vegetacdo de matas e de coqueirais (Palmeira do Babagu). (TERESINA, 2010).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), Teresina possui uma
populacdo estimada de 840.600 habitantes (BRASIL, 2014) e destaca-se como um relevante
polo regional de prestacdo de servicos em salde. E descrito que de cada 100 pacientes que
recebem atendimento médico em seus hospitais, aproximadamente 40 sdo oriundos de outras
cidades do Piaui, do Maranhdo, Tocantins, Para e do oeste do Ceara e de Pernambuco
(TERESINA, 2010). Teresina foi o local de ocorréncia da primeira grande epidemia de LV em
meio urbano (COSTA, C.et al, 2008) e representa uma parcela significativa dos casos desta
infeccdo no Brasil, onde a doenga ocorre de forma endémica e epidémica desde 1980 e séo
registrados, aproximadamente, 200 casos por ano no Piaui (BRASIL,2013).

5.2 Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Instituto de Doencas Tropicais Natan Portella (IDTNP),
hospital geral da Secretaria Estadual da Satde do Piaui conveniado com a Universidade Federal
do Piaui (UFPI). O IDTNP é referéncia em doencas infecciosas e parasitarias para o Piaui e

para estados vizinhos, admite aproximadamente 400 pacientes com LV ao ano, 0 que representa
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95% dos casos notificados no Estado. Todos os médicos assistentes possuem experiéncia em
diagnosticar e tratar pacientes com LV.

5.3 Consideracdes éticas

O presente trabalho é um subprojeto do “Estudo multicéntrico de eficicia e seguranga dos
farmacos recomendados para o tratamento da leishmaniose visceral no Brasil”, estudo
multicéntrico, aberto e randomizado desenvolvido nos centros de referéncia em leishmanioses
em Campo Grande — MS, Palmas — TO, Teresina — Pl, Montes Claros — MG, Aracaju — SE
e Belo Horizonte — MG, no periodo de fevereiro de 2011 a abril de 2014. O cenario desse
projeto, em Teresina — PI, foi o IDTNP, deste foi retirada toda a amostra para o projeto atual.

O projeto fonte foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos
(CEP) da Universidade de Brasilia-UnB em 29 de outubro de 2008 com o registro de projeto:
CEP-FM 056/2008 (ANEXO A) e pelo CEP da UFPI, em 06 de agosto de 2009, com
CAAE (Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica) 0101.0.045.000-09 (ANEXO B).
O presente estudo também foi submetido a apreciacdo pelo CEP da UFPI e aprovado sem
recomendagdes sob CAAE 38389714.3.0000.5214 (ANEXO C).

O soro foi preservado a 20 ° C negativos e todos os pacientes incluidos no estudo, ou
Sseus responsaveis, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, o qual continha uma
clausula sobre armazenamento de amostras bioldgicas e possivel uso em pesquisas futuras
(ANEXO D). O consentimento por escrito obtido para cada voluntario detalhava sobre os
possiveis riscos do estudo e que a sua participacao era voluntaria e poderia ser interrompida a
qualguer momento. No caso de pacientes entre 12 e 17 anos, tornou-se necessario obter, além
do consentimento do pai/mae ou responsavel legal, o termo de assentimento do menor.

Além da sintomatologia clinica sugestiva de LV, o projeto méde exigia confirmacéo
diagndstica com um dos seguintes resultados positivos: pesquisa direta de amastigotas ou
cultura de promastigotas a partir do aspirado de medula 6ssea, amplificacdo da regido
conservada do k-DNA de Leishmania aspirado da medula dssea ou sangue periférico ou teste
imunocromatografico rapido baseado no antigeno rK39. Todos esses exames eram realizados
durante a triagem para o estudo, ap6s a assinatura do termo de consentimento.

Os voluntarios deste estudo multicéntrico foram submetidos a anamnese e exame fisico
completos para identificar sinais e sintomas de LV. Foram submetidos também a coleta de
amostras para a realizacdo de exames complementares pertinentes tais como hemograma

completo, plaquetas, glicemia de jejum, creatinina, atividade de protrombina, bilirrubinas,
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transaminases, proteinas totais, albumina e globulina, exame de urina, sorologia ou teste rapido
para HIV, teste de Gravidez, exame parasitoldgico de fezes, dosagem sérica de sddio, potassio
e magnesio, hemocultura e urocultura, radiografia de térax e ECG, além dos exames para
procedimento diagndstico acima especificados. Reavaliagfes clinicas e laboratoriais foram
realizadas nos dias trés, sete, catorze, vinte e um, trinta, sessenta, noventa e cento e oitenta do
inicio da terapia.

Uma vez que as intervencdes necessarias para o diagnostico, triagem e
acompanhamento clinico da populacdo de estudo ja faziam parte da rotina do IDTNP e do
protocolo do projeto fonte para acompanhamento dos pacientes com LV, uma amostra adicional
de 2 ml de sangue periférico colhida no mesmo momento do projeto, na triagem inicial e no
sétimo, 14°, 21°, 30° e 180° dias de terapia foi suficiente para esta pesquisa. Como nédo foram
necessarias novas puncdes, ndo adicionou riscos adicionais aos voluntarios.

As principais complicagdes das coletas de sangue sdo 0s sangramentos nos locais de
puncdo e os hematomas. No entanto, todos os procedimentos foram realizados em ambiente
hospitalar com estrutura adequada para realizacao de primeiros socorros e reanimacao, além da
equipe responsavel pelo projeto ser capacitada para intervencdo imediata em caso de
sangramentos ou quaisquer outras intercorréncias.

O estudo foi conduzido em conformidade com os preceitos fundamentais da Resolucao
do Conselho Nacional de Salude-CNS 466/12, que trata das Diretrizes e Normas de Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos (BRASIL, 2012), e da Resolucao do Conselho Nacional de Saude-
CNS N° 441, de 12 de maio de 2011, que trata da analise ética de projetos de pesquisa que
envolva armazenamento de materiais ou uso de materiais armazenados em pesquisas anteriores
(BRASIL,2011a).

Os soros coletados foram armazenas em freezers, a menos 20°C, no laboratorio de
leishmanioses do Dr. Carlos Henrique Nery Costa, localizado na Av. Governador Arthur de
Vasconcelos, 151/s. Todo material bioldgico foi identificado por cddigo, preservando a
identidade do paciente e 0 acesso era restrito aos pesquisadores do grupo de estudo de
leishmanioses.

O investigador nédo interferiu nas tomadas de decisdo referentes ao diagnostico, ao
tratamento e ao acompanhamento do paciente. Avaliagdes posteriores a alta hospitalar foram
realizadas em regime ambulatorial e as despesas com o transporte para estas reavaliacdes
clinicas e laboratoriais foram custeadas pelo estudo multicéntrico.

N&o houve intervencOes terapéuticas e os sujeitos do estudo ndo receberam beneficios

diretos pela sua participacdo nesta pesquisa. O beneficio indireto justificou-se pelas
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reavaliagdes clinicas frequentes que, indiretamente, contribuiram para a deteccdo precoce de

complicagdes.

5.4 Delineamento do estudo

5.4.1 Tipo de estudo

Estudo de coorte, prospectivo, ndo pareado.

5.4.2 Populagéo alvo:

Pacientes com leishmaniose visceral causada L. infantum de area endémica do Piaui.

5.4.3 Populagéo fonte:

Pacientes com idade entre seis meses e 50 anos internados no IDTNP com hipétese de
LV no periodo de abril de 2013 a fevereiro de 2014.

5.4.4 Populacéo de estudo:

Paciente com idade entre seis meses e 50 anos, com sintomatologia sugestiva de LV e
que tenha diagndstico confirmado por um ou mais dos seguintes exames laboratoriais com
resultado positivo: pesquisa direta de amastigotas ou cultura de promastigotas a partir do
aspirado de medula 6ssea, amplificacdo da regido conservada do k-DNA de Leishmania de
aspirado da medula d6ssea ou sangue periférico ou teste imunocromatografico rapido baseado

no antigeno rK39.

5.4.5 Critérios de inclusao:

Pacientes com leishmaniose visceral que cumpram a defini¢do de caso confirmado;

Concordancia para participar de forma voluntaria e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido.

No caso de pacientes entre 12 e 17 anos, além do consentimento do pai/méde ou

responsavel legal, fez-se, também, necessario o termo de assentimento do menor.
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5.4.6 Critérios de exclusao:

Infeccédo pelo HIV;

Recidiva de LV;

Desnutricdo grave;

Portadores de doencas cronicas ou agudas que possam interferir no resultado: diabetes
mellitus, nefropatias, hepatopatias, cardiopatias, esquistossomose mansonica, malaria ou
tuberculose;

Qualquer condicdo que impeca a realizacdo do acompanhamento com a periodicidade
preconizada pelo estudo.

5.4.7 DefinicGes

Considerou-se como caso sintomatico de LV o paciente com o relato de febre com
duracdo igual ou superior a uma semana associada a presenca de hepatomegalia ou

esplenomegalia.

Definiu-se febre a temperatura axilar (TAX) maior ou igual a 37,8°C, enquanto a
temperatura maxima correspondeu ao pico febril mais elevado durante o periodo de internagédo
hospitalar. A hepatomegalia foi definida pelo aumento da extenséo hepética a 2 cm ou mais do
BCD, enquanto a esplenomegalia foi definida pelo aumento do baco que ultrapassasse o BCE
ou a presenca de espaco de Traube ocupado a percusséo.

O tempo de sintomatologia foi definido como o periodo compreendido entre o inicio
dos sintomas e a data de admissdo ao estudo. O tempo de desaparecimento da febre apos o
inicio da terapia correspondeu ao intervalo de tempo compreendido entre a data da primeira
dose do tratamento especifico anti-Leishmania e o ultimo pico febril durante a internacédo
hospitalar.

O tempo de internacdo durante o estudo ndo foi mensurado em virtude de a amostra ser
proveniente de um projeto em que o tempo de internacdo era influenciado pelo tratamento ao
qual o paciente foi randomizado. No entanto, a internacdo em um servico diferente do local da
pesquisa e antes do inicio da terapéutica anti-Leishmania foi avaliado como uma variavel que

pudesse influenciar o progndstico da LV.
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A presenca de palidez cutinea e de mucosas era avaliado durante o exame fisico
admissional ao estudo, enquanto a perda ponderal referida & admissdo foi considerada apenas
pelo relado dos pacientes adultos ou dos responsaveis pelas criancas.

Anemia foi definida como hemoglobina abaixo de 11,0 g/dL em criangas com menos
de cinco anos de idade; abaixo de 11,5 g/dL, em criangas entre cinco e onze anos de idade;
abaixo de 12,0 g/dL, em criancas entre doze e catorze anos de idade e mulheres adultas néo
gravidas e abaixo de 13,0 g/dL em homens com idade maior ou igual a 15 anos (WHO,2011).
O ganho medio de hemoglobina foi definido como a diferenca entre os niveis de hemoglobina
(g9/dL) aferidos no 60° dia de terapia e 0s niveis de hemoglobina (g/dL) admissionais
mensurados antes do inicio da terapéutica especifica anti-Leishmania.

Considerou-se leucopenia quando a contagem leucdcitos era inferior a 4.500/mm3,
enquanto a presenca de neutropenia foi definida pelo nimero de neutréfilos inferior a
1500/mm3 (LEITE e COUTINHO, 1998). Caracterizou-se como neutropenia moderada 0s
valores de neutréfilos compreendidos no intervalo 500 a 1000 neutréfilos / mm? e grave quando
a contagem de neutrofilos era inferior a 500 / mm?® (BOXER, 2009). O ganho médio nos niveis
de neutrofilos/mm? foi calculado pela diferenca entre os niveis de neutréfilos/mm? aferidos apds
uma semana de terapia e os niveis de neutr6filos/mm? aferidos no dia zero de terapéutica
especifica anti- Leishmania.

A presenca de plaquetopenia foi definida pela contagem de plaquetas inferior a
150.000/mm3 (BEHRMAN et al., 2009) e o ganho médio nos niveis de plaquetas/mm?3
correspondeu a diferenca entre os niveis de plaquetas/mm? aferidos no sétimo dia de terapia e
no dia zero de terapéutica especifica anti-Leishmania.

Foram considerados valores normais de referéncia para as enzimas hepaticas e
pancredticas, bilirrubinas, creatinina, proteinas totais, albumina, potassio e INR (indice
Internacional Normalizado) os valores de referéncia definidos pelo laboratério que analisou
todas as amostras, como especificado a seguir: 15 a 79 U/L sexo masculino e 14 a 36 U/L sexo
feminino para AST; 21 a 72 U/L sexo masculino e 9 a 52 U/L sexo feminino para ALT; amilase
30a 110 U/L; lipase 23 a 300 U/L; bilirrubina total até 1,4 mg/dL; creatinina 0,66 a 1,25 mg/dL
sexo masculino e 0,52 a 1,04 para o sexo feminino; proteinas totais 6,3 a 8,2 g/dL e albumina
3,5 a 5,5 g/dL; potéssio 3,5 a 5,1 mmol/L; INR menor ou igual a 1,2 e proteina C reativa
quantitativa de alta sensibilidade até 10mg/dL.

O aumento dos niveis de albumina no 30° dia de terapia correspondeu a diferenca entre
0s niveis de albumina aferidos apds 30 dias de terapia e os niveis admissionais. Da mesma

forma, o aumento dos niveis de albumina no 180° dia de terapia foi calculado pela diferenca
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entre os niveis de albumina aferidos aos 6 meses de tratamento em relacdo aos niveis
mensurados no dia zero da terapéutica especifica anti - Leishmania.

As infeccOes de vias aéreas incluiram as infeccbes de vias aéreas superiores
(rinofaringite aguda, sinusite aguda, faringoamigdalite aguda estreptococica e laringite viral
aguda) e inferiores (pneumonia). Definiu-se como quadro sugestivo de pneumonia a presenca
de tosse, febre associada ou ndo a dispneia, além da ausculta respiratria com presenca de
estertores crepitantes confirmada pela imagem radiologica evidenciando opacidades alveolares
ou intersticiais.

As infeccBes dermatoldgicas compreenderam as piodermites e dermatofitoses, enquanto
as dermatites relacionaram-se as dermatites alérgicas ou irritativas da pele.

Foi considerado involucéo significativa da esplenomegalia e da hepatomegalia quando
a involucdo da extensdo esplénica e hepatica, respectivamente, atingiram de forma significativa

a metade de sua extensdo a admissao.

5.4.8 ConsideracOes sobre a amostra

Os pacientes deste estudo foram recrutados de uma coorte aberta, randomizada,
denominada “Estudo multicéntrico de eficacia e seguranca dos farmacos recomendados para o
tratamento da leishmaniose visceral no Brasil”, realizada em Teresina, Piaui, no periodo de

fevereiro de 2011 a abril de 2014. Realizou-se entrada sistematica e nao probabilistica

5.4.9 Mensuracgéo da exposicao

5.4.9.1. Pacientes

Os meédicos envolvidos na pesquisa realizaram anamnese e exame fisico em cada
paciente antes da randomizacao para o tratamento especifico anti-Leishmania, de acordo com
questionario estruturado (ANEXO E).

Avaliou-se as variaveis demograficas (género, idade e procedéncia), nutricionais (peso,
estatura, indice de massa corporal (IMC) e valores de escore z), sinais vitais (presséo arterial,
pulso, frequéncia respiratdria e temperatura) e as varidveis clinicas: anorexia, fraqueza,
adinamia, palidez cutanea e de mucosas, ictericia, sangramentos, edema, nauseas, vomitos, dor

abdominal, presenga de diarreia ou constipagdo, alteragdes respiratorias como presenca de
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taquipneia e/ou dispneia, ruidos adventicios pulmonares e tiragens ou retracdes toracicas, além
de aferi¢do do tamanho do baco e figado.

A evolucdo médica diaria foi realizada durante todo o periodo de internacao e apos a
alta hospitalar. O paciente retornou em consultas ambulatoriais no 14°, 21°, 30°, 60°, 90° e 180°
dia apo6s o inicio da terapia. O tempo minimo de internacéo foi sete dias e, em cada consulta
ambulatorial, o paciente era submetido a questionario clinico, exame fisico e realizacdo de
exames laboratoriais (ANEXO E).

A afericdo das medidas antropométricas — peso e estatura — seguiu a padronizacao do
ministério da Satude (BRASIL, 2004; SBP, 2009). A estatura era aferida a admisséo e no 180°
dia de terapia, enquanto o peso foi avaliado & admissao ao estudo e no sétimo, 142, 21°, 302, 60°,
90° e 180° dia de terapia. Para mensuracdo do peso utilizou-se balanca pediatrica para criangas
com peso estimado inferior a 16 Kg e balanca-plataforma para criangas mais pesadas e adultos.
Na faixa etéaria de zero a 23 meses, a afericdo do comprimento foi realizada com o lactente em
decubito dorsal sobre superficie plana e com o auxilio de régua antropométrica. As criangas
com mais de dois anos de idade e adultos tiveram sua estatura aferida em balanca plataforma
com antropémetro. O paciente deveria permanecer descalgo, posicionado no centro do
equipamento, sem aderecos na cabeca, de pé, ereto, com 0s bracos estendidos ao longo do
corpo, a cabecga erguida, olhando na altura dos olhos para um ponto fixo.

A extenséo esplénica foi delimitada em sua maior extenséo a partir do BCE na linha
mamilar esquerda, em direcdo a ponta esplénica. O tamanho hepatico foi delimitado pela
palpacdo da borda inferior do figado a partir do BCD na linha hemiclavicular direita no sentido
craniocaudal, criando uma linha imaginaria entre esses dois pontos. A estimativa em
centimetros dessa linha tracada entre os pontos determinou a hepatimetria clinica do figado.
Visto que a amostra era constituida por criancas e adultos, com diferentes pesos e estaturas e
que a extensdo de um oOrgdo normal € proporcional ao tamanho do corpo
(SILVA e SIQUEIRA, 2009; DAEHNERT,1996), procedeu-se a correcdo da extensao hepatica
e esplénica pela superficie corpérea do paciente, como definido por Costa em sua tese de
doutorado (COSTA, D., 2009).

O bacgo corrigido foi calculado dividindo o tamanho esplénico (cm) pela superficie
corporal (m?) e figado corrigido correspondeu & extensdo do figado (cm) dividido pela
superficie corporal (m?) (COSTA, D., 2009). A superficie corporal foi calculada pela formula

de Dubois & Dubois, onde: Superficie corporal = [(peso*4) +7] / (peso+90).

5.4.9.2 Procedimentos
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A amostra é proveniente de uma coorte prospectiva onde 0s exames para investigacao
diagnostica e avaliacdo hematologica, bioquimica, andlise de funcdo hepatica, renal e
investigacdo de infeccdes associadas era realizado para admissao ao estudo antes da institui¢éo
terapéutica.

As amostras de sangue foram colhidas por puncéo de veia periférica em frascos estéreis
contendo anticoagulante acido Etilenodiaminotetracético (EDTA). O soro foi obtido apds a
centrifugacdo a 3000 rotacdes por minuto (rpm) por 5 minutos. Todo o material foi armazenado
em tubos eppendorfs de 1,5 mL a -20°C até a sua utilizagéo.

Todos os pacientes recrutados para este estudo j& haviam realizado puncao aspirativa da
medula éssea para pesquisa direta e cultura de Leishmania. A puncdo de crista iliaca superior
posterior era 0 método recomendado para criangas de qualquer idade e a puncdo esternal para
adultos.

O projeto fonte seguiu o0 seguinte procedimento para puncdo de crista iliaca superior
posterior: Realizou-se assepsia do local de puncéo com alcool ou agente degermante (realizando
a limpeza do centro para a periferia), a seguir o paciente foi posicionado em posicao fetal,
pernas fletidas sobre o abdémen, em decubito lateral, expondo a crista iliaca ou em decubito
ventral. Com o polegar posicionado abaixo da crista iliaca e o indicador acima da crista iliaca
para firmarem a pele, penetrou-se a epiderme com a agulha, e posicionando a mesma a 90°,
procedeu-se a introducdo em o0sso, com firmeza. O mandril foi removido e conectou-se uma
seringa estéril para aspiracdo do material. Apds a coleta, o local de puncéo foi pressionado com
gaze para evitar sangramento.

Para puncao esternal, apos assepsia, posicionou-se 0 dedo minimo na furcula e o polegar
e indicador nos espacos intercostais. Utilizou-se agulha com protecdo de profundidade para
penetrar a epiderme, em seguida, esta foi posicionadaa 90° e introduzida no 0sso, com firmeza.
O mandril foi removido e o material aspirado com uma seringa estéril. Apos o procedimento,

comprimiu-se o local de puncdo com gaze estéril.

5.4.9.3. Exames hematolégicos, bioguimicos, imunoldgicos e parasitologicos

5.4.9.3.1. Exames complementares gerais

Os seguintes exames laboratoriais foram solicitados e realizados segundo o protocolo

proposto no estudo multicéntrico de onde foi retirada a amostra para este estudo: hemograma
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(Utilizou sangue total com EDTA e procedeu-se a contagem automaética através de citometria
de fluxo com revisdo dos esfregacos corados), proteina C reativa quantitativa de alta
sensibilidade (utilizou soro e realizou automacdo com anticorpos monoclonais), dosagem de
proteinas totais (material: soro e tratamento de cobre por quimica seca) e albumina ( utilizou
soro e metodo colorimétrico verde de bromocresol por quimica seca), amilase (Dosada no soro
pelo método colorimétrico amilopectina com corante por quimica seca), lipase (utilizou soro e
método peroxidase por quimica seca), dosagem de aminotransferases (material: soro e método
piridoxal-5-fosfato por quimica seca), bilirrubinas (utilizou soro e método colorimétrico),
creatinina (material: soro e método: amidinohidrolase por quimica seca), tempo de Protrombina
(utilizou plasma e método coagulométrico automatizado CA1500), potéssio (dosado no soro
pelo método potenciométrico por quimica seca) e exame sumario de urina (Uri-test 11 e revisao

oOptica).

5.4.9.3.2. Exames complementares especificos para diagnostico de LV

O exame parasitologico direto de medula dssea seguiu as especificacdes do estudo fonte.
A leitura das laminas foi realizada por profissional experiente e qualificado para esse exame e
utilizou-se um tempo minimo de avaliacdo de 30 minutos caso nenhuma forma amastigota fosse
detectada previamente (SILVA, M. et al., 2005). Realizava-se, ainda, uma revisdo da lamina
para 0s pacientes com pesquisa direta negativa e quadro clinico e epidemioldgico sugestivo de
LV.

O aspirado medular foi semeado em meio de cultura constituido por uma base s6lida,
NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) e outra parte em base liquida com Schneider’s Insect Medium
(Sigma, St. Louis, EUA) incubado a 26° C em estuda BOD (Demanda Bioguimica de
Oxigénio). A deteccdo de formas promastigotas foi realizada no sobrenadante do meio de
cultura no segundo, terceiro, sétimo, 14°, 21° e 28° dias da semeadura. As culturas foram
declaradas negativas se formas promastigotas ndo fossem identificadas aps este periodo.

Utilizou-se o produto comercial Kalazar Detect Rapid Test da InBios como método
imunocromatografico rapido baseado na deteccdo de anticorpos anti-rk39 seguindo as
instrucdes de uso do produto comercial especificadas na bula. Utilizou-se 20 pL de soro na
esponja encontrada na extremidade da fita e adicionou-se 2 a 3 gotas da solucdo tamponante. A
migracdo ocorre por capilaridade e a leitura do resultado ndo deve exceder a 10 minutos.
Considerou-se como positivo o teste que evidenciava a presenca de duas bandas vermelhas na

fita, enquanto a presencga de uma linha rubra na banda de controle caracterizava o resultado
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como negativo. A auséncia da banda vermelha no controle negativo invalidava o teste pela ma
qualidade técnica. (SILVA, J.N., 2004)

5.4.9.3.3. Exames complementares especificos para diagnéstico de infeccdes

Realizou-se em todos os pacientes, antes da introducéo da terapéutica especifica anti-
Leishmania, a pesquisa de infec¢bes associadas a LV através da analise de hemocultura
(Hemocult, Laborclin Ltda), urocultura (Cromoclin S Urina, LaborclinLtda) e radiografia

simples de torax.

5.4.9.3.4. Triagem do virus da imunodeficiéncia adquirida

A infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana-HIV era critério de exclusdo para
este estudo, tornando necesséria a triagem para esta infeccdo em todos 0s pacientes apos
orientacdo pré-teste e obtencdo do consentimento verbal e seguiu as diretrizes propostas pelo
Ministério da Saude (BRASIL, 1999).

5.4.9.3.5. Dosagem de citocinas no soro

A dosagem de citocinas, no soro, por citometria de fluxo - CBA (Cytometric Bead
Array) foi realizada em citdmetro de fluxo BD FACSCanto™ (Becton Dickinson
Immunocytometry System, San Jose, CA, USA). Utilizou-se o kit “Human inflammatory
cytokine CBA kit” da BD Biosciences que incluia beads especificas para dosagem das seguintes
citocinas humanas: CXCLS8, IL-18, IL-6, IL-10 e IL-12p70. Para a avaliagdo de IFN-y utilizou
o0 Kit denominado “Human IFN-y Flex Set” da BD Biosciences.

As dosagens dos niveis das citocinas IL-1p, IL-6, CXCLS8, IL-10, IL-12 e TNF-o foram
realizadas na admissdo ao estudo, antes da instituicdo da terapia anti-Leishmania e nos dias
sete, catorze, trinta e cento e oitenta de tratamento, enquanto os niveis de IFN-y foram

mensurados no dia zero, no sétimo, 30° e 180° dia de terapia especifica anti-Leishmania.

5.4.9.3.5.1 Protocolo para dosagem de citocinas por citometria de fluxo Kit CBA

Os seguintes passos foram seguidos para analise de citocinas por citometria de fluxo:
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Preparo do top standart (pool de citocinas): Os frascos das citocinas liofilizadas foram
vertidos em um tubo de 15 mL, identificado como Top Standard (TS), e a este tubo foi

adicionado 2 mL de Assay Diluent. Apos 15 minutos, homogeneizou-se apenas com a pipeta.

Preparo da curva de calibracédo: Foram numerados 8 tubos com as seguintes dilui¢bes 1:2,
1:4,1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 e 1:256. A cada tubo foi adicionado 300puL de Assay Diluent.
Em seguida, transferiu-se 300uL do TS para o primeiro tubo da curva (1:2) e homogeneizou-
se, de maneira suave, com a pipeta. Diluigdes seriadas foram realizadas transferindo 300uL do
tudo 1:2 para o tubo 1:4 e assim sucessivamente até o tubo 1:256, que permaneceu com 600

pL. Homogeneizou-se, de maneira delicada, utilizando apenas a pipeta.

Para preparar o pool de beads: Em um unico tubo adicionou-se o volume determinado de

cada bead de acordo com as formulas:
Volume final no tubo “pool de beads” = n°de amostras x 25 (volume de cada amostra em uL).

Volume de cada bead = Volume final do tubo “pool de beads” | n® de beads (informa o volume

de cada bead que deve ser adicionado ao tubo pool de beads).

Antes de retirar o volume de cada bead, procedeu-se a homogeneiza¢do vigorosa, por
aproximadamente cinco segundos, com agitador de tubos vortex. Em seguida, adicionou-se o
volume de cada bead, conforme definido pela formula acima, ao tubo “pool de beads”, logo em

seguida a mistura de beads foi homogeneizada delicadamente no vortex.

Tratamento do pool de beads com Serum enhancement buffer: Fez-se necessério
ressuspender as beads de captura em Serum enhancement buffer antes de distribui-las entre os
tubos de amostras. Para isso centrifugou-se o pool de beads de captura a 200g por 5 minutos.
Descartou-se 0 sobrenadante utilizando uma ponteira. Em seguida, adicionou-se Serum
enhancement buffer em volume igual ao do sobrenadante que foi descartado. Realizou-se
homogeneizacdo delicada no vortex. Incubou-se o pool de beads por 30 minutos a temperatura
ambiente e protegido da luz.

Preparo das amostras: Tubos de citometria foram identificados com 0s ndmeros de
identificacdo de cada paciente. Depositou-se, em cada um destes. 25uL. de soro do paciente a

ser analisado.
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Preparo do Ensaio para Kit citocinas inflamatdrias — CBA: Dez tubos foram identificados
de 1 a 10. Aliquotas dos tubos preparados no passo curva de calibragdo foram transferidas

conforme o esquema abaixo:

Tubo 1: adicionou-se 25 pL do Assay Diluent.

Tubo 2: adicionou-se 25 L do tubo da curva 1:256

Tubo 3: adicionou-se 25 L do tubo da curva 1:128

Tubo 4: adicionou-se 25 pL do tubo da curva 1:64

Tubo 5: adicionou-se 25 pL do tubo da curva 1:32

Tubo 6: adicionou-se 25 L do tubo da curva 1:16

Tubo 7: adicionou-se 25 pL do tubo da curva 1:8

Tubo 8: adicionou-se 25 pL do tubo da curva 1:4

Tubo 9: adicionou-se 25 pL do tubo da curva 1:2

Tubo 10: adicionou-se 25 pL do top standart.
Foram adicionados 25 pL do pool de beads aos 10 tubos acima descritos e a cada amostra. Em
seguida, adicionou-se a todos os tubos 25 pL do reagente de deteccdo contendo o fluorocromo
phycoerythrin (PE), deixando-os em repouso por 3 horas, em camera escura, a temperatura
ambiente. Apos incubacado, adicionou-se um mL de Wash Buffer em cada tubo de ensaio e
centrifugou-se a 200g por 5 minutos. Desprezou-se o sobrenadante e adicionou-se aos tubos

300 pL de Wash Buffer. Procedeu-se com a leitura no citbmetro de fluxo.

5.4.9.3.5.2 Protocolo para dosagem de IFN-y por citometria de fluxo Kit CBA flex:

Preparo do Top standart do Kit CBA flex: O frasco contendo a citocina IFN-y liofilizada foi
vertido em um tubo de 15 mL e dissolvido em 4 mL de Assay Diluente. Ap6s 15 minutos,

procedeu-se a homogeneizacao delicada utilizando pipeta.

Preparo da curva de calibracédo: Foram numerados 8 tubos com as seguintes dilui¢bes 1:2,
1:4,1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 e 1:256. A cada tubo foi adicionado 500puL de Assay Diluent.
Em seguida, transferiu-se 500uL do TS para o primeiro tubo da curva (1:2) e homogeneizou-
se, de maneira suave, com a pipeta. Diluigdes seriadas foram realizadas transferindo 500puL do
tudo 1:2 para o tubo 1:4 e assim sucessivamente até o tubo 1: 256, que permaneceu com

1000 pL. Homogeneizou-se, de maneira delicada, utilizando apenas a pipeta.

Preparo da bead de capturado Kit CBA flex: O kit “Human IFN-y Flex Set” contém um
frasco com bead de captura especifica para IFN-y concentrada em 50 vezes que deve ser diluida



57

em diluente proprio e homogeneizada em vortex antes do uso. O experimento requer 50 pL das
beads diluidas para analise de cada amostra. O volume do diluente da bead foi determinado de

acordo com as formulas a seguir:

Volume total da bead diluida = nimero de testes x 50.
Volume do diluente de bead = volume total das beads diluidas — volume de cada bead

concentrada.

Preparo do reagente de deteccédo PE kit CBA flex: O reagente de detec¢do encontrava-se
concentrado em 50 vezes, procedeu-se, entdo, a diluicdo e foram utilizados 50 microlitros do

reagente de deteccdo em cada tubo.

Preparo das amostras: Tubos de citometria foram identificados com os numeros de
identificacdo de cada paciente. Depositou-se, em cada um destes, 50 puL de soro do paciente a

ser analisado.

Ensaio do kit CBA flex: Identificou-se 10 tubos de 1 a 10. Aliquotas dos tubos preparados no
passo curva de calibracdo foram transferidas conforme o esquema abaixo:

Tubo 1: adicionou-se 50 pL do Assay Diluent.

Tubo 2: adicionou-se 50 pL do tubo da curva 1:256

Tubo 3: adicionou-se 50 pL do tubo da curva 1:128

Tubo 4: adicionou-se 50 pL do tubo da curva 1:64

Tubo 5: adicionou-se 50 pL do tubo da curva 1:32

Tubo 6: adicionou-se 50 pL do tubo da curva 1:16

Tubo 7: adicionou-se 50 pL do tubo da curva 1:8

Tubo 8: adicionou-se 50 pL do tubo da curva 1:4

Tubo 9: adicionou-se 50 pL do tubo da curva 1:2

Tubo 10: adicionou-se 50 pL do top standart
Adicionou-se 50 pL da bead diluida a todos os tubos do experimento e procedeu-se a incubacgéo
por 1 hora, a temperatura ambiente e em camera escura. Ao término do periodo de incubacéo,
adicionou-se 50 pL do reagente de deteccdo PE a todos os tubos, seguiu-se a incubagdo em
camera escura, por 2 horas, a temperatura ambiente. Adicionou-se, a seguir, um mL de Wash

Buffer em cada tubo de ensaio e centrifugou-se a 200g por 5 minutos. O sobrenadante foi



58

desprezado e o experimento foi finalizado com a adi¢do 300 pL de Wash Buffer aos tubos para

analise no citobmetro de fluxo.

5.5 Producéo e analise dos dados

Os dados foram coletados em formulario impresso e transcritos para planilha eletronica
do programa Microsoft Windows Excell2013®. A avaliagdo nutricional foi realizada pelo
programa estatistico Epi Info® Verséo 3.5.1(Division of Integrated Surveillance Systems and
Services- DISSS, National Center for Public Health Informatics-NCPHI, Centers for Diseases
Control and Prevention-CDC) que utiliza os padrées do National Center for Health Statistics
(NCHS). As demais analises foram realizadas pelo programa Stata/SE® 10.0 for Windows
(CollegeStation, Texas, USA).

Utilizou-se o teste qui-quadrado (X?) para analisar as diferencas entre variaveis
dicotdmicas e a andlise de correlacdo de Spearman para detectar concordancia entre variaveis
continuas com dados esparsos. As diferencas entre médias de variaveis continuas de amostras
independentes com distribuicdo normal foram comparadas pelo teste t de Student.

O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado para comparar diferencas entre médias de
variaveis com distribuicdes ndo-paramétricas. Em todas as analises foram considerados 0s
testes bi-caudais e um nivel de significancia estatistica o de 0,05.

Os dados foram apresentados em percentuais, proporcoes, médias e medianas. Foram
determinados os intervalos de confianca (95%), o desvio-padrdo e os valores minimos e
maximos. As variaveis com distribuicdo exponencial sofreram transformacdo logaritmica e a

normalidade foi conferida.
5.6 Calculo amostral
No planejamento do estudo foi estimado que uma amostra constituida por 43 pacientes

seria necessaria para avaliar associacdo entre os niveis de citocinas e a resposta clinica com um

nivel de significancia alfa de 0,05 e um poder de 0,90.

5.7 Poder da amostra
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Em 75% dos pacientes, os niveis de citocinas eram significativamente menores no 30°
dia de tratamento em relacdo aos niveis admissionais. Baseado nestes dados, a amostra de 36
pacientes estudados teria sido capaz de detectar essa diferenca com nivel de significancia alfa
de 0,05 e um poder de 0, 88.
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6 RESULTADOS

A populacdo de estudo foi recrutada de uma coorte aberta denominada “Estudo
multicéntrico de eficacia e seguranga dos farmacos recomendados para o tratamento da
leishmaniose visceral no Brasil”, realizada em Teresina, Piaui, no periodo de fevereiro de 2011
a abril de 2014, onde os pacientes elegiveis eram randomizados para receberem um tratamento
especifico para LV.

Todos os pacientes eram maiores de seis meses de idade e menores de 50 anos,
preenchiam os critérios de caso sintomatico de leishmaniose visceral e tinham o diagnostico
confirmado por pesquisa direta de amastigotas ou cultura de promastigotas a partir do aspirado
de medula 6ssea ou teste imunocromatografico rapido baseado no antigeno rk39.

Durante o periodo do estudo, 260 pacientes cumpriram a defini¢do de caso sintomatico
de LV e concordaram participar da pesquisa. Destes, foram excluidos 224 pacientes, como
especificado na figura 01. A amostra foi selecionada por conveniéncia, sendo recrutados os
pacientes que possuiam amostras de soro estocadas em quantidade e condi¢bes técnicas
adequadas para a andlise de citocinas por citometria de fluxo. O primeiro paciente foi admitido
no estudo em abril de 2013 e o Gltimo fevereiro de 2014 e todos foram acompanhados por 180
dias.

Foram incluidos 36 pacientes, destes 14 pacientes (38,9%) apresentaram resultado
positivo para os trés testes diagnosticos, 14 (38,9%) associavam resultados positivos do rk39
com a pesquisa direta de medula 6ssea e trés (8,3%) do rK39 com a mielocultura. O aspirado
de medula 6ssea foi positivo de forma isolada em trés pacientes (8,3%) e o rk39 em dois (5,6%)
(FIGURA 01).

O rk39 foi positivo em 91,7 % dos pacientes, a pesquisa direta de Leishmania em medula
Ossea em 86.1% e a mielocultura para Leishmania em 50% dos acometidos.

A formacdo da populacdo de estudo esté representada na figura O1.
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260 pacientes cumpriram a definigéo de caso confirmado de LV e
concordaram participar da pesquisa

/ 224 pacientes excluidos \

119 nao confirmaram diagndstico de LV 36 pacientes incluidos

23 com amostra de soro insuficiente 14 pacientes com rK39,
para dosagem de citocinas pesquisa direta e cultura de
medula déssea positivas
22 ndo realizaram exames de triagem
14 pacientes com pesquisa

22 moravam distantes e ndo garantiram direta e cultura de medula
a periodicidade de acompanhamento 6ssea positivas
12 portadores de infecgdo por HIV 03 pacientes com rk39 e cultura

02 apresentavam recidiva LV de medula ossea positivos

03 pacientes com pesquisa

02 confirmaram uso de drogas ilicitas ) ) -
direta de medula éssea positiva

15 com quadro de LV grave . .
02 pacientes com rk39 positivo

02 com numero de plaquetas inferior a
20.000/mm?3

04 com ictericia

\icom desnutrigdo grave /

FIGURA 01 Diagrama representativo da formagéo da populacéo de pacientes com leishmaniose
visceral na coorte do estudo “IFN-y, IL-6, CXCLS8 e IL-10 sdo marcadores precoces da evolugéo
da leishmaniose visceral. 2015”. Teresina, 2013-2014.




6.1 Estudo Clinico Geral

6.1.1 Caracteristicas demograficas
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A maioria dos pacientes incluidos nessa coorte era crianca (32/36). A mediana de idade
da amostra foi de 48,4 meses (95% CI 38,5- 69,5) com idade variando de 11 a 488 meses.

Criancas menores de quatro anos de idade representaram metade dos pacientes e apenas quatro

pacientes eram maiores de 18 anos de idade. Durante a infancia, ndo houve diferenca da

incidéncia da doenca entre os sexos, mas trés dos quatro adultos acometidos eram do sexo

masculino (TABELA 01).

O estado do Maranhao contribuiu com 80,6% dos casos e apenas 19,4% dos pacientes

eram procedentes do Piaui. A distancia entre o centro de pesquisa e cidade de infeccao foi

inferior ou 150 km em 80,6% dos pacientes e a maioria originava-se de cidades de pequeno

porte com populagdo estimada em até 50.000 habitantes (TABELA 01).

TABELA 01. Caracteristicas demograficas da populacdo de estudo. Teresina 2013-2014.

Caracteristicas

Numero de pacientes

%

Idade
0 a 24 meses
25 a 48 meses
49 a 120 meses
121 a 215 meses
Adultos
Género
Feminino
Masculino
Unidade Federativa de procedéncia
Maranhéo
Piaui
Populacdo estimada cidade onde ocorreu a infec¢do
< 20.000 habitantes
20.000 a 50.000 habitantes
> 100.000 habitantes
Distancia do municipio onde ocorreu a infeccédo
<50 km
50 a 150 Km
151 2299 Km

07
11
13
01
04

18
18

29
07

08
18
10

09
20
07

19,4
30,6
36,1
2,8
111

50,0
50,0

80,6
19,4

22,2
50,0
27,8

25,0
55,6
19,4
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6.1.2 Avaliagdo nutricional

A maioria das meninas menores de dois anos de idade encontrava-se, no momento de
inclusdo no estudo, com peso inferior ao percentil 5 % do indice nutricional peso para idade
(FIGURA 02), enquanto os pesos dos meninos do mesmo grupo etério distribuiam-se
predominantemente entre os percentuais 5 % e 10% (FIGURA 03). Nenhuma menina, entre 0s
dois e dez anos de idade, apresentava-se com peso acima do percentil 50% do indice
antropomeétrico peso para idade e metade desta amostra possuia peso inferior ao percentual 10%
para este indice (FIGURA 04). Os pesos dos meninos, da mesma faixa de idade, distribuiam-
se, em sua maioria, abaixo do percentual 25%, enquanto 50% classificava-se com peso menor

ao igual ao percentual 10% de peso para idade (FIGURA 05).

Peso para idade sexo feminino O a 24 meses =
20 95%

]
90%

=
75%

]
12) 50%
=
10 25%
8- C L
10%
° ]
5%

Pesolke)

2 o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o 0 o Femini
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 no

I&;detzmegaes)
FIGURA 02 Curva de distribuicdo do peso em relacdo a idade de pacientes com leishmaniose
visceral. Meninas, zero a vinte e quatro meses de idade. Teresina, 2013-2014.



64

FIGURA 03 Curva de distribui¢do do peso em relacéo a idade de pacientes com leishmaniose
visceral. Meninos, zero a vinte e quatro meses de idade. Teresina, 2013-2014.

FIGURA 04 Curva de distribuicdo do peso em relacdo a idade de pacientes com leishmaniose
visceral. Meninas, dois a 10 anos de idade. Teresina, 2013-2014.
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FIGURA 05 Curva de distribui¢do do peso em relacéo a idade de pacientes com leishmaniose
visceral. Meninos, dois a 10 anos de idade. Teresina, 2013-2014

A maior parte dos lactentes foi classificada com comprimento inferior ao percentil 5%
do indice antropometrico comprimento para idade (FIGURAS 06 e 07). Metade das criangas
maiores de 2 anos e menores de 10 anos de idade, do sexo feminino, apresentava estatura
distribuida abaixo do percentual 10% de estatura para idade (FIGURA 08) e aproximadamente
43% dos meninos, deste grupo etario, recebeu igual classificagdo antropométrica
(FIGURA 09).

FIGURA 06 Curva de distribuicdo do comprimento em relagdo a idade de pacientes com
leishmaniose visceral. Meninas, zero a 24 meses de idade. Teresina, 2013-2014.
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FIGURA 07 Curva de distribuicdo do comprimento em relagdo a idade de pacientes com
leishmaniose visceral. Meninos, zero a 24 meses de idade. Teresina, 2013-2014.

FIGURA 08 Curva de distribuicdo da estatura em relacdo a idade de pacientes com
leishmaniose visceral. Meninas, dois a 10 anos de idade. Teresina, 2013-2014
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FIGURA 09 Curva de distribuicdo da estatura em relagdo a idade de pacientes com
leishmaniose visceral. Meninos, dois a 10 anos de idade. Teresina, 2013-2014.

A avaliagdo nutricional por escore-z das criangas e adolescentes menores de 15 anos
para os indices peso para idade, altura em relacdo a idade e peso em relagdo & altura evidenciou
gue a maioria se concentrava entre os escores z -2 e +2 (FIGURA 10).
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FIGURA 10 Escores-z da altura, peso e peso para altura de pacientes com leishmaniose visceral.
Teresina, 2013-2014.
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O IMC dos pacientes menores de 19 anos de idade, mensurado durante a admisséo no
estudo, teve seus valores distribuidos, em 57,6% dos pacientes, no intervalo que inclui valores
acima ou iguais ao escore-z menos um e abaixo ou iguais ao escore-z mais um, apenas nove

por cento dos pacientes apresentou IMC abaixo do escore- z menos dois (FIGURA 11).

Escores z para o indice de Massa Corporal(IMC)

<ESCORE Z -3

> ESCORE Z -3 E < ESCORE Z-2
> ESCOREZ-2E<ESCOREZ-1
>ESCOREZ -1E<ESCOREZ+1

>ESCOREZ +1 E <ESCOREZ +2

Escore z para o IMC

>ESCOREZ +2 E <ESCOREZ+3
> ESCOREZ + 3

0 5 10 15 20
Quantidade de pacientes

FIGURA 11 Escores- z para o indice de massa corporal (IMC) de pacientes, de zero a 19 anos
de idade, com leishmaniose visceral. Teresina, 2013-2014.

N&o foi mensurado a porcentagem de peso perdido desde o inicio da infeccdo por
Leishmania, mas a queixa de perda ponderal ap6s o adoecimento foi relatada por 63,3% dos
pacientes ou responsaveis. Esta queixa apresentou correlacdo positiva com a idade
(r=0,33; p=0,05) e com a queixa de fraqueza (r=0,37; p=0,03), no entanto ndo esteve
correlacionada com o tempo de sintomatologia, com anorexia, adinamia ou necessidade de
internacéo.

6.1.3 Apresentacdes clinica inicial da leishmaniose visceral

A LV manifestou-se, na maioria dos pacientes estudados, com a presenca de palidez
cutanea e de mucosas, fraqueza, adinamia, relato de perda ponderal, linfonodomegalia e
anorexia, além da febre e da hepatoesplenomegalia que estavam presentes em todos os pacientes
(TABELA 02).



69

TABELA 02. Sinais e sintomas mensurados na apresentacédo clinica inicial dos pacientes com

leishmaniose visceral incluidos no estudo “ IFN-y, IL-6, CXCL8 e IL-10 sdo marcadores

precoces da evolucédo da leishmaniose visceral”. Teresina 2013-2014.

Sintomas NUmero de pacientes %

Febre > 37,8°C ¢ duragao > 1 semana 36 100
Esplenomegalia 36 100
Hepatomegalia 36 100
Palidez cutanea 34 94,4
Palidez de mucosas 33 91,7
Fraqueza 31 86,1
Adinamia 26 12,2
Relato de perda ponderal 23 63,9
Linfoadenomegalia 19 52,8
Anorexia 18 50,0
Dor abdominal 15 41,7
Tosse 12 33,3
VOmitos 08 22,2
Cefaleia 04 11,1
Queixas urinarias 04 11,1
Nauseas 03 8,3
Diarreia 03 8,3
Epistaxe 03 8,3
Edema palpebral e de tornozelos 01 2,8

Foi detectada linfoadenomegalia em mais da metade dos pacientes, predominando o

acometimento de duas ou mais cadeias ganglionares (19/36). Os linfonodos caracterizavam-se

pela consisténcia elastica, boa mobilidade e auséncia de sinais flogisticos.

A presenca de febre com duracdo igual ou superior a uma semana era critério de inclusdo

neste estudo e estava presente em toda a amostra. A temperatura maxima durante a internacéo

variou entre 38°C a 40,5°C com valor médio de 39,3°C (95%CI 39,1 -39,5).

Os niveis maximos de temperatura ndo apresentaram correlacdo com o tempo de

duracdo dos sintomas até a internacao hospitalar, com o peso, com a altura, com 0 sexo, com 0

tempo de defervescéncia da febre apos inicio da terapia anti-Leishmania, com a presenca de

infeccOes associadas a LV, com a necessidade de uso de antibioticoterapia e nem com o relato

de perda ponderal. No entanto, observou-se correlacdo negativa entre a temperatura maxima e

o IMC avaliado a admisséo ao estudo (r=-0,35; p=0,03).
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A extensdo hepatica, antes de se instituir o tratamento especifico da LV, variou de 2 a
10 cm. A maioria dos pacientes (24/36) apresentou figado maior ou igual a 5cm do BCD e o
tamanho médio do figado a admisséo ao estudo foi estimado em 5,6 cm (95%CI 4,9-6,2). N&o
houve correlacdo da extensdo hepatica com a idade, com estatura ou com o peso. Realizou-se,
entdo, a correcdo da extensdo hepatica pela superficie corpdrea e obteve-se, como resultado, a
presenca de correlagdo negativa entre o tamanho deste 6rgdo com os trés parametros
previamente citados (p < 0,001) (TABELA 03).

O baco aferido, antes de iniciar o tratamento anti-Leishmania, apresentou extensao
variando de 2 a 14 cm do BCE com valor médio de 7,8 cm (95%CI 6,9 -8,8), onde apenas
19,4% dos pacientes apresentava tamanho esplénico menor que 6 cm do BCE. Nao houve
correlacdo entre o tamanho esplénico, aferido antes do tratamento, com a idade, estatura ou
peso admissionais (TABELA 03).

TABELA 03 Correlagdo entre a extensdo do baco e do figado em valores ndo corrigidos e em
valores corrigidos pela superficie corporal®com o peso, estatura e idade de pacientes com
leishmaniose visceral. Teresina, 2013-2014.

Extensdo do ! Baco/ Extensdo do 2Figado/
Baco superficie Figado superficie
corporal corporal

Caracte Coeficiente  Valor  Coeficiente Valor Coeficiente  Valor Coeficien Valor

res de de de dep de de te de de
Correlacédo p Correlacdo Correlacao p Correlacéo p
Idade 0,04 0,80 -0.56 < 0,001 -0,09 0,61 -0.64 <0,001
Estatura 0,08 0,63 -0,52 0,001 -0,11 0,51 -0.64 <0,001
Peso 0,12 0,49 -0,56 < 0,001 -0.08 0,63 -0,67 <0,001

Correco da extensdo do bago= Extensio do bago (cm) / superficie corporal (m?). 2Correcdo da extenséo do
figado= Extensdo do figado (cm) /superficie corporal (m?). 3Superficie corporal = [(peso*4) +7] / (peso+90).

O tamanho do figado, ao ser corrigido pela superficie corpérea, ndo esteve
correlacionado as alteracGes dos marcadores laboratoriais da funcdo hepatica, com o tempo de
sintomas referidos até a inclus@o no estudo, com a temperatura maxima aferida, com o grau de
anemia, leucopenia ou neutropenia, mas apresentou significativa correlacdo negativa com o
numero de plaquetas a admisséo (r= - 0,46; p<0,01) e com a melhora da anemia no 60° dia de
terapia (r= -0,43; p=0,01). O numero de plaquetas inferior ou igual a 50.000/mm3

correlacionou-se positivamente a extensdo hepatica corrigida (r=0,33; p=0,05) (TABELA 04).
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Houve correlacdo positiva entre as extensdes hepética e esplénica corrigidas pela
superficie corporea (r=0,75; p<0,001). A andlise de regressdo logistica evidenciou que a
extensdo do figado e ndo a extensdo do baco esta relacionada a plaquetopenia grave.

Ao realizar a correcdo da extensdo esplénica pela superficie corporea, observou-se
correlacdo negativa desta com a idade, estatura e peso aferidos a admissao ao estudo (p< 0,01)
(TABELA 03). Observou-se, também, correlacdo negativa da extensdo do baco corrigida pela
superficie corporal com um aumento significativo nos niveis de hemoglobina no 60° dia de
tratamento anti Leishmania (r=-0,36; p=0,04) (TABELA 04).

TABELA 04 Correlacdo entre a extensdo do bago e do figado em valores corrigidos pela
superficie corporal®com os pardmetros clinicos e laboratoriais de pacientes com leishmaniose
visceral. Teresina, 2013-2014.

! Figado/ Superficie corporal 2Bago/Superficie corporal

Parametros clinicos e laboratoriais Coeficiente Coeficiente
de Valor de p de Valor de p
correlacéo correlagéo
“Tempo de sintomatologia 0,06 0,74 0,19 0,27
Temperatura méxima (°C) 0,30 0,07 0,15 0,39
*Hemoglobina (g/dl) 0,15 0,38 0,17 0,32
*Hemoglobina< 7g/dL -0,10 0,57 -0,08 0,65
*Numero de leucocitos/mm3 0,17 0,33 0,19 0,26
*Numero de linfécitos/mm3 0,28 0,09 0,31 0,06
*Numero de neutrdfilos/mm3 -0,06 0,72 -0,03 0,84
*Neutropenia grave 0,10 0,55 0,05 0,77
*Numero de plaquetas/mm3 -0,46 <0,01 -0,23 0,14
*Plaquetas < 50.000/mm3 0,33 0,05 0,22 0,19
* AST (U/L) 0,28 0,10 -0,02 0,90
*ALT (U/L) 0,09 0,59 -0,21 0,22
*Albumina (g/dL) -0,13 0,45 0,008 0,96
* Bilirrubina total (mg/dL) 0,18 0,28 0,19 0,25
Ganho de plaquetas no 7°dia de terapia -0,05 0,75 -0,04 0,90
Ganho de neutréfilos no 7° dia de terapia -0,21 0,20 -0,10 0,56
Ganho de hemoglobina no 60° dia de terapia -0,43 0,01 -0,36 0,04
Aumento niveis de albumina (30° dia de terapia) 0,01 0,94 -0,06 0,70
Aumento niveis de albumina (180°dia de terapia) 0,11 0,54 -0,02 0,91

! Correcdo da extensdo do figado= Extenséo do figado (cm) /superficie corporal (m?). 2Correcéo da extensdo do
baco = Extenséo do bago (cm) / superficie corporal (m?). 3Superficie corporal = [(peso*4) +7] / (peso+90). “Tempo
entre inicio sintomas e a admissdo no estudo. *Parametros clinicos e laboratoriais mensurados a admissdo ao
estudo.

O tempo médio decorrido entre o inicio dos sintomas e a admissao hospitalar foi 44,6
dias (95% CI 26,8-60,5), com tempo minimo de sete e maximo de 270 dias. Houve necessidade

de internacgdo prévia, na doenca atual, em 33,3% dos pacientes, com dura¢do minima de um dia
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e maxima de 30 dias, média de 1,97 dias (95% CI 0,08 - 3,9). A idade ndo se mostrou
correlacionada ao tempo de sintomatologia (r=0,06; p=0,71) ou com a necessidade de
internacdo prévia a este estudo (r=- 0.15; p=0,37). O tempo de internacdo durante o estudo nao
foi mensurado em virtude da amostra ser proveniente de um projeto em que o tempo de
internacdo era influenciado pelo tratamento ao qual o paciente foi randomizado.

N&o houve ictericia, acometimento renal, sangramentos ou sinais de maior gravidade ou
toxemia nestes pacientes.

O tratamento da LV foi randomizado e distribuido de forma homogénea na amostra, em
que 30,6% dos pacientes recebeu antimoniato de N-metilglucamina (antimoniato pentavalente)
20mg Sh+5/Kg/dia, por via endovenosa ou intramuscular , dose Unica diaria por 20 dias, com
limite maximo de trés ampolas por dia; um segundo grupo, 33,3% dos casos, anfotericina B
lipossomal na dose de 3mg/kg/dia, por via endovenosa, durante sete dias consecutivos e um
terceiro grupo (36,1%) recebeu um tratamento combinado que consistia na administragéo de
dose Unica inicial de anfotericina B lipossomal, na dose de 10mg/Kg, por via endovenosa,
seguida por 10 dias de tratamento com antimoniato pentavalente , 20mg Sb+5/Kg/dia , por via
endovenosa ou intramuscular com limite superior de 3ampolas por dia. O desoxicolato de

anfotericina B néo foi utilizado por nenhum dos pacientes deste estudo.

6.1.4 Alteraces laboratoriais

A avaliacdo laboratorial, realizada a admissdo ao estudo, identificou, entre as alteracdes
hematoldgicas, anemia, leucopenia, neutropenia e plaquetopenia, presentes na maior parte da
amostra. O numero de leucdcitos e linfdcitos correlacionou-se negativamente com a idade, peso
e altura, enquanto o nimero de plaquetas apresentou correlacao positiva com esses parametros
(TABELA 05).
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TABELA 05 Correlacéo de parametros hematologicos com a idade, peso, altura e indice massa

corporal de pacientes com leishmaniose visceral antes da instituicdo da terapéutica anti-
Leishmania. Teresina, 2013-2014.

Idade Peso Altura IMC

Parametros Coefici Valor Coefici  Valor Coefici Valor Coefici  Valor

Laboratoriais ente de de ente de de ente de de ente de de
correla p correla p correlacéo p correla p
¢do cao cao

Hemoglobina (g/dl) - 0,12 0,48 -0,12 0,48 -0,06 0,73 -0,03 0,86
Leuc6citos/mm3 -0,48 <0,01 -0.45 <0,01 - 0,50 <0,01 0,.07 0,69
Neutr6filos/mm3 -0,13 0,43 -0,13 0,46 -0.16 0,36 0,12 0,48
Neutréfilos <500 -0,10 0,55 -0,13 0,46 -0,10 0,54 -0,25 0,13
Linfécitos/mm3 -0.62 < 0,001 -0,61 <0,001 -0,66 < 0,001 -0,08 0,65
Plaguetas/mm3 0,38 0,02 0,38 0,02 0,37 0,02 0,25 0,14

A leucometria encontrava-se abaixo dos limites de normalidade em 72,2% dos pacientes
com valor médio de 3.572 leucdcitos /mm3 (TABELA 06). Foi detectada neutropenia em 69,4%
dos pacientes, destes 56% apresentavam-se com neutropenia moderada e 16% com neutrdéfilos
abaixo de 500 neutr6filos /mm? caracterizando o quadro de neutropenia grave.

Foi detectada plaquetopenia em 88,9% dos pacientes com valor médio de
97.611 plaquetas/mm?® (TABELA 06). Metade dos pacientes com plagquetas abaixo de
101.000/mm? e 19,4% deles com valores de 50.000 plaquetas/mm3ou menos.

TABELA 06 Pardmetros hematoldgicos de pacientes com leishmaniose visceral antes da
instituicdo da terapéutica anti- Leishmania. Teresina, 2013-2014.

Parametros

Média + Desvio Valor Valor Intervalo de confianca
Laboratoriais padrao minimo maximo (95%)
Hemoglobina (g/dl) 8,6 +1,82 4,8 13,9 7,9-9,2
Leucécitos/mm3 3572,2 + 2060,0 1130 9860 2875,2 - 4269,2
Neutréfilos/mm3 1388,2 +1223,1 367 6802 974,3 - 1802,1
Linfécitos/mm3 1972,5+1122,3 431 4536 1592,8- 2352,2
Plaquetas/mm3 97611,1 + 48048,9 20.000 243.000 81.353,7 - 113.868,5

Anemia esteve presente em 91,7% dos pacientes, com valor médio de hemoglobina, a
admisséo, de 8,6 g/dl (TABELA 06). Metade dos pacientes apresentava hemoglobina menor
ou igual a 8,1g/dl, anemia grave com hemoglobina menor ou igual a 7g/dl esteve presente em
19,4% e apenas dois (5,5%) pacientes apresentavam-se com hemoglobina maior que 12g/dl

(FIGURA 12). Néo houve correlagéo entre o grau de anemia e o fato de ter recebido transfuséo
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prévia (r= - 0,13; p=0,44), com o tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e a internacdo
(r=0,15; p=0,39) ou com a idade (r=-0,12; p=0,48) ou sexo (r=0,18; p=0,29).
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FIGURA 12 Niveis de hemoglobina (g/dL) segundo a idade, em anos, de pacientes com
leishmaniose visceral. Teresina, 2013-2014.

O acometimento hepatico foi evidenciado pelos niveis elevados das aminotransferases,
por niveis de globulina acima dos valores de referéncia, pelo prolongamento do INR e pelos
baixos niveis de albumina, sem alteracdo nos niveis de bilirrubinas.

A enzima hepética AST apresentou niveis elevados aos valores de referéncia em 30 dos
36 pacientes (83,3%) com valor médio de 139,3 U/L, enquanto a ALT foi detectada acima dos
valores maximos de referéncia de normalidade em 15 dos 36 pacientes (41,7%) com valor
médio de 78,0 U/L. Hipoalbuminemia esteve presente em 31 dos 36 pacientes (86,1%), com
valor medio de 2,9 g/dL (TABELA 07). Ndo foi observada correlacdo entre a extensao hepatica
corrigida pela superficie corpérea com os niveis de AST, ALT e albumina a admissao neste
estudo (TABELA 04).
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TABELA 07 Caracterizacdo laboratorial de pacientes com leishmaniose visceral antes da
instituicdo da terapéutica anti- Leishmania. Teresina, 2013-2014.

Parametros Média + Valor Valor Intervalo de

Laboratoriais Desvio padrdo minimo maximo  confianga (95%)
AST (U/L) 139,3 +£151,6 22 757 88,0 - 190,6
ALT (U/L) 78,0 + 79,6 10 318 51.1- 105,0
Proteinas totais g/dI 7,4+ 0,98 54 9,3 7,1-7.8
Albumina (g/dL) 2,9 £0,53 1,8 4 2,7- 3,1
Globulina (g/dL) 4,5 +0,87 2,9 6,1 4,2-48
Bilirrubina total (mg/dL) 0,54 + 0,24 0,1 1,2 0.45- 0,62
INR 1,25+0,18 1 1,75 1,18- 1,31
Creatinina (mg/dL) 0,51+ 0,23 0,2 1,5 0,43 -0,59
Amilase U/L 44,0 + 16,3 20 90 38,4-49,5
Lipase U/L 60,5+ 45,8 10 194 45,0-76,0
Proteina C reativa quantitativa 57,79+ 80,69 0,47 300 30,08 - 85,51

de alta sensibilidade (mg/L)

Apenas um paciente apresentou niveis de creatinina elevados. A radiografia de térax foi
normal em todos acometidos. Em um paciente foi detectada hemocultura positiva e trés
apresentaram urocultura positiva.

Pasitose intestinal foi detectada em 13,9% dos pacientes, dos quais 4 dos 36 (11,1%)
sofriam infestacdo parasitaria por Entamoeba histolytica e um (2,8%) por Giardia lamblia. A
infestacdo parasitaria ndo esteve associada aos niveis iniciais de hemoglobina, a idade ou aos
sintomas clinicos gerais como anorexia, adinamia, fraqueza ou aos sintomas gastrointestinais
como a presenga de dor abdominal, nauseas, vomitos ou diarreia. A identificacdo de parasitos
nas fezes apresentou correlacdo negativa com IMC aferido antes do tratamento especifico anti-
Leishmania (r=-0,47; p<0,01), mas ndo esteve associada ao relato de perda ponderal.

A proteina C reativa apresentou niveis elevados em 77,8% dos pacientes (28/36). Foram
detectados maiores néveis de proteina C reativa nos pacientes com idades mais elevadas e com
maiores prolongamentos de INR, enquanto niveis mais baixos desta proteina foram encontrados
nos pacientes com maiores concentracfes de hemoglobina, com aminotransferases mais
elevadas e com maiores extensdes hepaticas e esplénicas corrigidas pela superficie corporea.
N&o houve correlagdo com a anemia grave, o tempo de sintomatologia até a admisséo, o IMC,

a temperatura maxima, o tempo de clareamento da febre apds inicio da terapia especifica anti-
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Leishmania, os niveis de leucocitos, neutrofilos, plaquetas, proteinas plasmaticas e bilirrubinas

ou com a melhora hematoldgica (TABELA 08).

TABELA 08 Correlacdo entre niveis da Proteina C Reativa (PCR) quantitativa de alta
sensibilidade (mg/L) em pacientes com leishmaniose visceral avaliados antes da instituicdo da
terapéutica anti- Leishmania com os parametros clinicos e laboratoriais admissionais. Teresina,
2013-2014.

Proteina C reativa (mg/L)

Coeficiente de Valor de p
correlacéo

Idade 0,36 0,03
IMC 0,10 0,57
Extenséo esplénica corrigida pela SC -0,33 0,05
Extensdo hepatica corrigida pela SC -0,52 <0,01
Tempo de sintomatologia 0,19 0,27
Temperatura maxima (°C) -0.17 0,33
Tempo de clareamento da febre - 0,06 0,74
Hemaoglobina (g/dl) -0,42 0,01
Hemoglobina< 7g/dL 0,31 0,07
NUmero de leucocitos/mm3 -0,17 0,32
NUmero de neutréfilos/mm3 -0,10 0,56
Neutropenia grave 0,10 0,58
NUmero de plaguetas/mm3 0,15 0,39
Plaquetas < 50.000/mm3 -0,02 0,90
AST (U/L) -0,43 0,01
ALT (U/L) -0,43 <0,01
Albumina (g/dL) 0,22 0,19
Globulina (g/dL) -0,04 0,82
Bilirrubina total (mg/dL) -0,13 0,46
INR 0,37 0,03
Ganho de neutrdéfilos (7° dia de terapia) 0,32 0,06
Ganho de plaquetas (7° dia de terapia) 0,04 0,83
Ganho de hemoglobina (60° dia de terapia) 0,28 0,12
Aumento niveis de albumina (30°dia de terapia) 0,10 0,58
Aumento niveis de albumina (180° dia de terapia) -0,41 0,02

6.1.5 Evolucao clinica-laboratorial da leishmaniose visceral

Em todos os pacientes, a duracdo da febre foi maior ou igual uma semana, como
determinado nos critérios de inclusdo, com defervescéncia em até sete dias apds o inicio da
terapia. Destes, 27 pacientes (75%) apresentaram o Ultimo pico febril antes do terceiro dia de

tratamento. O tempo médio de desaparecimento da febre, ap6s terapia instituida, foi de 1,75
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dias (95%Cl 1,12- 2,4) sem diferenca significativa entre os grupos de tratamento
(r=0,03; p=0,85).

Os sintomas classicos da LV involuiram consideravelmente ap6s uma semana de terapia
especifica para Leishmania. Houve reducéo significativa na frequéncia da palidez de mucosas,
da fraqueza, anorexia, vomito e dor abdominal em relacdo a admissao, sem correlagdo com o
medicamento anti - Leishmania. Nenhum paciente evoluiu com epistaxe, edema ou
sangramentos (FIGURA 13).

Involugcao dos sintomas na LV apds uma semana de terapia
91,10%

86,10% 77,80%
g
0 50%
‘qc'; L 41,70%
e 33,30%
o
a
8,30% 8,60%
Izz,20% | 0 \
m 2,80% ﬂ 2,80% 5,60%
SINTOMAS NO DIAO SINTOMAS NO DIA 7
Tiseila da Clua
m Palidez de mucosas (p=0,05) Fraqueza ( p < 0,001) ® Anorexia ( p < 0,001)
Dor abdominal ( p < 0,001) mTosse (p<0,01) Vomitos ( p <0,01)

Nauseas ( p=0,32)

FIGURA 13 Involucédo dos sintomas em pacientes com leishmaniose visceral entre o dia zero
e 0 7° dia da instituicdo da terapéutica anti-Leishmania.Teresina, 2013-2014.

Observou-se um significativo aumento do indice de massa corporal aferido aos seis
meses de tratamento em relacdo aos valores antes do tratamento (p=0,04), com valor ganho
médio de 0,74 (95%CI 0,02-1,46).

A involucdo da esplenomegalia, definida por sua reducéo a 50% ou menos da extensédo
pré-tratamento, ocorreu no 14° dia apds a terapia, em que a média da extensdo esplénica nao
apresentou diferencga significativa com a metade do seu tamanho inicial (p=0,81). Mais da
metade dos sujeitos alcancou essa meta no 14°dia (FIGURA 14; TABELA 09). Observou-se
significativa associacdo entre a involucdo da esplenomegalia corrigida pela superficie corporea,

no 14° dia de terapia, com o tratamento com anfotericina B lipossomal (p=0,01).
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FIGURA 14 Involucdo da extensdo esplénica (cm) em pacientes com leishmaniose visceral

entre os dias zero e 0 180° dia da terapéutica anti- Leishmania.Teresina, 2013-2014.

TABELA 09 Extenséo esplénica em pacientes com leishmaniose visceral avaliados antes da
instituicdo da terapéutica anti- Leishmania até o 180° dia de terapia. Teresina, 2013-2014

Extenséo
esplénica

Média + Valor

Desvio padrdo  minimo (cm)

Valor
méaximo (cm) a metade da extensdo no dia zero

Extensdo do baco inferior ou igual

N° de pacientes (%)

Dia 0
Dia7
Dia 14
Dia 21
Dia 30
Dia 60
Dia 90
Dia 180

7,8+27
5,2+ 29
3,4+ 28
2,5£2,0
19+138
0,7£1,0
0,5+1,4
0,7+0,3

OO OO oOoOoOoonN

14
12
9,5
7,5
6
3
5
1,5

14/36 (38,9)
22/36 (61,1)
31/36 (86,1)
32/36 (88,9)
34/36 (94,4)
32/34 (88,9)
36/36 (100,0)

A reducdo da extensdo hepética também ocorreu de forma progressiva (FIGURA 15;

TABELA 10). O tamanho médio hepatico, aferido antes da terapia, foi reduzido a menos da

metade no 21° dia da terapia e, aos seis meses, 0 comprimento médio hepatico era inferior a um
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centimetro (TABELA 10). A regresséo hepética corrigida pela superficie corporea, no 21° dia

de terapia, ndo esteve associada ao tratamento instituido (p= 0,10).
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FIGURA 15 Involugdo da extensdo hepatica (cm) em pacientes com leishmaniose visceral entre
os dias zero e 180° dia da instituicdo da terapéutica anti- Leishmania.Teresina, 2013-2014.

TABELA 10 Extensdo hepatica em pacientes com leishmaniose visceral avaliados antes da
instituicdo da terapéutica anti- Leishmania até o 180° dia de terapia. Teresina, 2013-2014.

Extensao Média + Valor Valor Extensdo hepatica inferior ou igual

hepética Desvio padréo minimo (cm) maximo (cm) a metade da exte.nséo no dia zero
N° de pacientes (%)

Dia 0 5,6+1,9 2 10 -
Dia 7 3,6+1,9 0 8 10/36 ( 27,8)
Dia 14 3,142,3 0 8 15/36 (41,7)
Dia 21 24+17 0 6 22/36 (61,1)
Dia 30 22417 0 5 18 /36(50,0)
Dia 60 1,5+1,8 0 5 25/36 (69,4)
Dia 90 0,8+1,2 0 35 29/36 (80,6)
Dia 180 0,741,2 0 4 31/36 (86,1)

O ganho médio de hemoglobina, no 60° dia de terapia, em relacdo a admisséo no estudo,
foi de 3,1g/dl (95% CI 2,43- 3,74) (FIGURA 16). Nao se observou correlacdo entre este dado

e o fato de ter recebido transfusdo prévia, o sexo, o indice de massa corporal mensurado a
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admisséo ao estudo ou o tratamento com antimoniato pentavalente. No entanto, correlacionou-
se positivamente com a idade e o tratamento com anfotericina B lipossomal e negativamente
com o tratamento combinado (TABELA 11). Neste periodo, 24 das 29 criangas menores de 18
anos (82,7%) atingiram valores normais de hemoglobina de acordo com a idade e sexo,
ocorrendo 0 mesmo em 3/4 (75%) dos adultos. A proporcao de resolucdo da anemia entre os
dias zero e 60° de tratamento em criancas (p<0,001) e em adultos (p=0,01) foi significativa.
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FIGURA 16 Ganho médio nos niveis de hemoglobina (g/dL) em pacientes com leishmaniose
visceral entre os dias zero e 0 60° dia da instituicdo da terapéutica anti - Leishmania.
Teresina, 2013-2014.

TABELA 11 Ganho médio da hemoglobina, no 60° dia de terapia, em pacientes com
leishmaniose visceral em relacdo aos niveis de hemoglobina prévios a terapéutica anti-
Leishmania, correlacdo com varidveis individuais e com o tratamento instituido. Teresina,
2013-2014.

Variaveis Coeficiente de correlacdo Valor de p
Idade 0,47 <0,01
Sexo -0,13 0,48
IMC no dia 0 de terapia 0,27 0,12
*Hemotransfuséao prévia -0,03 0,86
Tratamento com antimoniato pentavalente 0,007 0,97
Tratamento combinado -0,40 0,02
Tratamento com anfotericina B lipossomal 0,40 0,02

*Hemotransfuséo antes do inicio da terapia anti -Leishmania.
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Com uma semana de evolucdo apds o inicio da terapia, houve melhora significativa da
neutropenia (p< 0,01) e nenhum dos pacientes apresentava neutropenia grave (FIGURA 17). O
ganho de neutrofilos no 7° dia de tratamento esteve correlacionado positivamente com o
tratamento com anfotericina B lipossomal (r=0,39; p= 0,02) e negativamente com o tratamento
combinado (r= -0,49; p< 0,01), mas ndo mostrou correlagdo com o uso de antimoniato
pentavalente (r= 0,12; p= 0,49), com a idade (r= 0,24; p= 0,16) ou com 0 Sexo
(r=-0,14; p=0,42).
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FIGURA 17 Ganho médio nos niveis de neutréfilos/mm?® em pacientes com leishmaniose
visceral entre os dias zero e o 7° dia da terapéutica anti- Leishmania.Teresina, 2013-2014

Observou-se, também, no sétimo dia de terapia, incremento significativo no valor medio
das plaguetas (p< 0,01) (FIGURA 18). N&o houve correlacdo entre a melhora da plaguetopenia
com o tratamento instituido (r= - 0,22; p= 0,20), com a idade (r= 0,08; p= 0,64) ou com 0 sexo
(r=0,16; p=0,36).
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FIGURA 18 Ganho médio nos niveis de plaquetassmm?® em pacientes com leishmaniose
visceral entre os dias zero e o dia sete da instituicdo da terapéutica anti- Leishmania.Teresina,
2013-2014.

Houve melhora progressiva da funcdo hepatica caracterizada por diminuicao
significativa do indice INR no sétimo dia de terapia anti-Leishmania, dos niveis médios da
aminotransferase AST no 14° dia e dos niveis de ALT no 21° dia de terapéutica (TABELA 12).
O tratamento instituido ndo apresentou correlagdo com os marcadores de fungdo hepatica.

A proteina albumina teve seus niveis dosados a admisséo e no 30° e 180° dia de terapia
e apresentou incremento significativo de sua média entre o dia zero e o 30° dia (p<0,001) e
entre o dia zero e 0 180° dia (p<0,001), sem apresentar diferenca significante entre as médias
dos niveis de albumina aferidos no 30° e 180° dia (p=0,90) ou modificacdo com o tratamento
proposto (p=0,62) (TABELA 12).
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TABELA 12 Evolucéo da funcdo hepatica em pacientes com leishmaniose visceral durante a
terapia anti- Leishmania.Teresina, 2013-2014.

Marcadores de fungéo Média + Valor ~ Valor  Valor Intervalo de
hepatica Desvio padréo dep minimo maximo  confianca
(95%)
AST (U/L) no dia zero 139,3+151,6 - 22 757 88,0-190,6
AST (U/L) no 14° dia 80,5+ 78,1 0,02 25 349 53,7-107,3
ALT (U/L) no dia zero 780+ 79,6 - 10 318 51.1- 105,0
ALT (U/L) no 21° dia 40,0 + 336 <001 6 182 28,6 -51,4
Albumina (g/dL) nodiazero 2,9 +0,53 - 1,8 4 2,7- 3,1
Albumina (g/dL) no 30° dia 4,3 +0,.45 < 0,001 3,4 5,2 4,1-4.4
Albumina (g/dL) 180 ° dia 44 +0,4 <0,001 3,5 5,2 4,2- 45
INR no dia zero 1,25+ 0,18 - 1 1,75 1,18-1,31
INR no 7° dia 1,15+ 0,10 <0,01 1 1,38 1,12-1,18

Entre os eventos adversos ocorridos nos seis meses de observacdo destacam-se as
infeccBes de vias aéreas, as infeccGes cutaneas, as dermatites e a diarreia (FIGURA 19).
Ocorreram infecgOes de vias aéreas em 28 dos 36 pacientes com LV, destas 78,5% limitavam-
se ao trato respiratorio superior e 14,3% foram caracterizados como pneumonia. Foi introduzido
antibioticoterapia para 28,6% dos pacientes com infeccdo respiratéria. Entre as infeccGes
cutaneas, destacam-se, em frequéncia, as piodermites, que representaram 45,4% das infeccdes

de pele, seguidas pela infec¢do por Larva migrans (18,18%).

Eventos adversos na leishmaniose visceral
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FIGURA 19 Eventos adversos em pacientes com leishmaniose visceral entre os dias zero e o
dia cento e oitenta da instituicdo da terapéutica anti- Leishmania.Teresina, 2013-2014
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Os principais eventos adversos laboratoriais foram elevacéo das enzimas hepaticas ALT
e AST e das enzimas pancreéticas amilase e lipase (FIGURA 20). O tratamento combinado
apresentou correlacdo positiva com a elevacdo da aminotransferase ALT (r=0,58; p< 0,01) e
das enzimas pancreaticas amilase (r=0,43; p=0,02) e lipase (r=0,39; p=0,03). Nenhum paciente
apresentou sinal de gravidade que necessitasse cuidados intensivos ou a mudanca da terapéutica

anti-Leishmania inicial.

Eventos adversos laboratoriais na leishmaniose
visceral

16,0%
14,0%
12,0%
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0,0%
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Elevagdo dos niveis de  Elevagdo dos niveis de  Elevagdo dos niveis de Hipopotassemia
amilase e lipase AST ALT

Eventos

FIGURA 20 Eventos adversos laboratoriais em pacientes com leishmaniose visceral entre 0s
dias zero e 0 180° dia da instituicdo da terapéutica anti- Leishmania.Teresina, 2013-2014.

6.1.6 Citocinas

Foram analisadas 128 amostras das citocinas IL-12, 1L-10, CXCLS8, IL-6, IL-1B e
TNF-ao dos 36 pacientes em diferentes tempos de coleta divididas da seguinte forma: 26
amostras no dia zero, 24 no dia sete, 25 no 14° dia, 23 no 30° dia e 30 amostras no 180° dia de
tratamento especifico anti-Leishmania. Enquanto para analise dos niveis de IFN-y coletou-se,
da mesma populacéo de estudo, 92 amostras divididas da seguinte forma: 26 amostras no dia
zero, 23 no dia sete, zero no 14° dia, 23 no 30° dia e 20 amostras no 180° dia de terapia especifico

anti-Leishmania.
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No inicio do estudo, antes da institui¢éo terapéutica, foram detectados niveis de TNF-a
em 19 de 26 pacientes; IFN-y e IL-12 em 24 dos 26 pacientes; IL-13 em 25 de 26 pacientes e
IL-10, CXCLS8 e IL-6 em todos os pacientes. A maioria das citocinas mensuradas apresentou
niveis elevados antes da instituicdo da terapia com queda progressiva entre o sétimo e trigésimo

dia de tratamento.

6.1.6.1 Perfil de citocinas na fase aguda da leishmaniose visceral

O IFN-y apresentou niveis significativamente superiores na fase aguda da LV antes da
instituicdo do tratamento, em relacdo ao sétimo dia de terapia (TABELA 13). Observou-se,
entdo, a partir desta data normalizacdo progressiva sem diferenca significativa dos niveis
encontrados no sétimo dia em relacdo ao 30° (p=0,62) e ao 180° (p=0,69) dia apos tratamento.

TABELA 13 Niveis de Interferon-y (pg/mL) em pacientes com leishmaniose visceral antes da
instituicdo da terapia anti- Leishmania até o dia cento e oitenta de terapia. Teresina, 2013-2014.

IFN-y Mediana Média + Desvio padrdo Minimo-maximo Valor de p
(pg/mL)
Dia0 11 57+11,7 0-55,8 =
Dia7 0 0,18 £ 0,34 0-1,5 <0,01
Dia 30 0,14 0,28 £0,42 0-1,8 < 0,001
Dia 180 0 0,26 +£ 0,64 0-2,8 0,001

O mesmo padrédo observado com os niveis de IFN-y ocorreu com o0s niveis de IL-10 que
se apresentaram elevados no dia zero com queda progressiva apds a primeira semana de terapia
(TABELA 14). No entanto, houve diferenca significativa nos niveis de 1L-10 aferidos no sétimo

dia em relacdo ao 30° dia (p=0,01), mas ndo entre o 30° e 180° (p=0,48) dias de terapia.

TABELA 14 Niveis de Interleucina-10 (pg/mL) em pacientes com leishmaniose visceral antes
da instituicdo da terapia anti- Leishmania até o dia cento e oitenta de terapia. Teresina, 2013-
2014,

IL-10 Mediana ~ Média + Desvio padrdo ~ Minimo-maximo Valor de p
(pg/mL)
Dia0 32,34 40,7 + 33,19 4,90- 153,75 -
Dia7 1,37 3,26 + 5,46 0,41- 24,00 < 0,001
Dia 14 1,43 18+15 0,44-7,14 < 0,001
Dia 30 0,81 1,44+ 1,78 0,01-7,09 < 0,001

Dia 180 0,77 1,05+ 0,85 0,12 - 4,06 < 0,001
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Observou-se elevagéo significativa dos niveis IL-6 e da quimiocina CXCL8 no dia zero
em relagdo ao 7°, 14°, 30° e 180° dia de terapia (TABELAS 15 e 16 respectivamente). Houve
queda progressiva a partir do sétimo dia de evolucao apdés instituicdo terapéutica sem alteracédo
significativa dos valores de I1L-6 (p=0,17) e CXCL8 (p=0,31) entre os dias sete e cento e oitenta

apos o inicio da terapia anti-Leishmania.

TABELA 15 Niveis de Interleucina-6 (pg/mL) em pacientes com leishmaniose visceral antes
da instituicdo da terapia anti- Leishmania até o dia cento e oitenta de terapia. Teresina, 2013-
2014.

IL-6 Mediana Média + Desvio padrdo Minimo-maximo Valor de p
Dia0 17,34 85,58 + 289,89 2,4- 1498,43 -
Dia 7 1,03 1,95+2,14 0,4-953 <0,001
Dia 14 1,24 1,62+1,78 0,2-892 <0,001
Dia 30 0,65 0,87 + 0,79 0,16 - 3,34 < 0,001

Dia 180 1,01 132 +1,01 0,44 - 5,00 < 0,001

TABELA 16 Niveis de CXCL-8 (pg/mL) em pacientes com leishmaniose visceral antes da
instituicdo da terapia anti- Leishmania até o dia cento e oitenta de terapia. Teresina, 2013-
2014,

CXCL8 Mediana Média + Desvio padrdo ~Minimo-maximo Valor de p
Dia0 14,93 39,56 +68,30 1,12 - 274,94 -

Dia 7 1,78 3,25+ 3,97 0-16,15 < 0,001
Dia 14 1,86 2224172 0-7,16 < 0,001
Dia 30 1,48 1,83+2,12 0,29 -11,28 < 0,001

Dia 180 1,72 214 + 1,59 0,19 - 7,03 < 0,001

N&o se observou diferenga significativa entre os niveis de IL-1p e TNF-o mensurados
no dia zero em relacdo ao sétimo e ao 14° dia de tratamento. No entanto, mostraram-se
significantemente elevados, a admissdo ao estudo, em relacdo aos valores encontrados no 30° e
180° dias de terapia (TABELAS 17 e 18).

TABELA 17 Niveis de Interleucina-1p (pg/mL) em pacientes com leishmaniose visceral antes
da instituicdo da terapia anti- Leishmania até o dia cento e oitenta de terapia.Teresina, 2013-
2014,

IL1-B Mediana  Média + Desvio padrdo Minimo-maximo Valor de p
Dia 0 1,23 3,27 +4,64 0-19,.62 -
Dia 7 1,16 2,77+ 4,01 0-17,24 0,12
Dia 14 0,79 2,46 + 3,92 0-6,48 0,11
Dia 30 0,35 0,61+0,80 0-3,39 <0,001

Dia 180 0,97

1,04+ 0,74

0-3,97

<0,01
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TABELA 18 Niveis de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) (pg/mL) em pacientes com
leishmaniose visceral antes da instituicdo da terapia anti- Leishmania até o dia cento e oitenta
de terapia.Teresina, 2013-2014.

TNF-o. ~ Mediana  Média + Desvio padrdo Minimo-maximo Valor de p
Dia 0 0,25 0,99 + 1,53 0-5,2 -

Dia 7 0,37 1,32 £ 2,47 0-11,42 0,43
Dia 14 0,15 1,18 £ 2,81 0-11,74 0,36
Dia 30 0 0,14 +0,36 0-1,72 0,03
Dia 180 0,1 0,19 + 0,28 0-1,38 <0,001

N&o houve diferenca significativa nos niveis de IL-12 em pacientes com LV até o 180°
dia de terapia anti-Leishmania (TABELA 19).

TABELA 19 Niveis de Interleucina-12 (pg/mL) em pacientes com leishmaniose visceral antes
da instituicdo da terapia anti- Leishmania até o dia cento e oitenta de terapia. Teresina, 2013-
2014,

IL-12 Mediana ~ Média + Desvio padrdo Minimo-maximo Valor de p)
Dia 0 0,43 0,42+0,23 0-0,76 -
Dia 7 0,43 0,46 +0,32 0-1,17 0,33
Dia 14 0,49 0,49+0,27 0-1,03 0,84
Dia 30 0,49 0,40 +0,23 0-0,89 0,36
Dia 180 0,66 0,69+ 0,30 0,23-1,94 1,00

6.1.6.2 Correlacdo entre as citocinas

O logaritmo dos niveis de IFN-y no dia zero de tratamento, antes de qualquer
intervencdo terapéutica especifica para Leishmania, correlacionou-se positivamente com o0s
niveis de IL-6 (r= 0,56; p< 0,01) e negativamente com os de TNF-a (r= -0,49; p=0,05), mas
ndo apresentou correlagdo com os niveis de 1L-12, IL-10, CXCLS8 e IL-1p. Enquanto os niveis
de IL-12 n&o apresentaram correlagdo com nenhuma das citocinas mensuradas (TABELA 20).

A 1L-10 teve seus niveis iniciais, antes da instituicdo da terapéutica anti-Leishmania,
correlacionados positivamente com IL-6 (r=0,61; p< 0,001) e CXCLS8 (r=0,50; p< 0,01), mas
ndo apresentou correlagdo com os niveis das citocinas IFN-y, 1L-12, IL-18 e TNF-a.
(TABELA 20).

Os niveis de IL-6 e CXCLS8 apresentaram correlagdo positiva entre si (r=0,52; p<0,01)
e ambas correlacionaram- se positivamente com IL-10 como descrito acima, mas somente a

citocina IL-6 correlacionou-se a IFN-y e somente CXCL8 com IL-1f.Nenhuma das duas
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apresentou correlagdo com IL-12 e TNF-o. Observou-se, também, correlacdo positiva entre as
citocinas IL-1 e TNF-o (TABELA 20).

TABELA 20 Correlacdo entre o logaritmo dos niveis de citocinas em pacientes com
leishmaniose visceral antes da instituicdo da terapia anti- Leishmania.Teresina, 2013-2014.

Ln IFN-y IL-12 IL-10 CXCL8 IL-6 IL-1B TNF-a
(Niveis de  Coeficiente Coeficiente  Coeficiente  Coeficiente  Coeficiente Coeficiente Coeficiente
citocinas) de de de de de de de
no dia zero Correlagéo Correlagdo  Correlacdo  Correlagdo  Correlagdo Correlagdo Correlagéo
IFN-y - -0,005 0,22 0,34 0,56** 0,08 -0,49***
IL-12 -0,005 - -0,17 -0,16 -0,34 -0,27 -0,46
IL-10 0,22 -0,17 - 0,50** 0,61* 0,35 0,14
CXCLS8 0,34 -0,16 0,50** - 0,52** 0,42%** 0,38
IL-6 0,56** -0,34 0,61* 0,52** - 0,23 -0,003
IL-18 0,08 -0,27 0,35 0,42*** 0,23 - 0,69**
TNF-a. - 0,49*** -0,46 0,14 0,38 -0,003 0,69** -

* p<0,001

**p<0,01

***p<0'05

6.1.6.2 Correlacdo entre as citocinas e 0s sintomas clinicos

N&o houve associagdo entre os niveis iniciais das citocinas com a idade, com estado
nutricional, com as extensdes hepatica e esplénicas corrigidas pela superficie corporal, com a
temperatura maxima aferida durante o periodo de internacdo hospitalar ou com a duracéo dos
sintomas até a admissdo ao estudo. Observou-se, no entanto, mais baixos niveis de IL-18, a
admissdo ao estudo, nos pacientes com relato de perda ponderal (r=-0,40; p=0,05)
(TABELA 21).

Foram detectados niveis admissionais de IFN-y significativamente mais elevados nos
pacientes gque apresentaram maior tempo para o clareamento da febre ap6s a instituicdo
terapéutica anti-Leishmania (r= 0,43; p= 0,04) (TABELA 21).
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TABELA 21 Correlacdo entre o logaritmo dos niveis de citocinas em pacientes com
leishmaniose visceral antes da instituicdo da terapia anti-Leishmania com o0s parametros
clinicos. Teresina, 2013-2014.

Ln (niveis de citocinas) no dia zero

Coeficiente de correlacdo

Parametros clinicos IFN-y  IL-12 IL-10 CXCL8 IL-6 IL-13 TNF-a
Idade 0,07 -0,01  -0,27 -0,25 -0,07  -0,28 -0,24
IMC -0,01 0,21 -0,24 0,03 -0,12  -0,08 -0,11
Ganho IMC apo6s 180° dia  -0,01 0,05 0,03 -0,31 0,003 -0,18 -.024
de terapia
Tempo de sintomatologia  -0,26 0,18 0,37 0,17 0,03 -0,17 0,28
Relato de perda ponderal 0,05 -0,05 0,10 0,13 0,07 -0,40*** 0,16
Temperatura maxima (°C) 0,24 0,15 0,04 -0,16 0,23 0,06 -0,18
Tempo de clareamento da  0,43*** -0,08 0,23 0,009 0,28 0,32 -0,08
febre
Extensao esplénica’ -0,09 0,02 0,13 0,07 0,10 0,006 0,26
Extensdo hepatical 0,08 0,05 0,29 0,25 0,22 0,18 0,04

*p< 0,001

**p< 0,01

***pS0,0S

Corrigido pela superficie corpérea.

A citocina inflamatéria TNF-o. também apresentou niveis admissionais

significativamente mais elevados nos pacientes que persistiam com hepatomegalia no sétimo

dia de terapia especifica anti-Leishmania ou com esplenomegalia no 21° dia de terapia
(TABELAS 22 e 23 respectivamente)

TABELA 22 Correlacdo entre o logaritmo dos niveis admissionais de citocinas com a
persisténcia de hepatomegalia durante a terapia anti-Leishmania em pacientes com
leishmaniose visceral. Teresina, 2013-2014.

Ln (niveis de citocinas) no dia zero
Coeficiente de correlacdo

Presenca de IFN-y
Hepatomegalia

Dia 0 -
Dia7 0,04
Dia 14 -0,17
Dia 21 -0,18
Dia 30 -0,20
Dia 180 -0,22

IL-12

-0,30
-0,16
-0,31
-0,11
0,05

IL-10

0,14
0,09
0,08
0,16
0,02

CXCLS8

0,25
0,25
0,10
-0,05
0,03

IL-6

0,06
0,04
-0.08
-0,11
-0,12

IL-1p

0,34
0,18
0,14
0,01
0,40

TNF-a

0,47*
0,10
0,42
0,10
0,38

*p=0,04
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TABELA 23 Correlacdo entre o logaritmo dos niveis admissionais de citocinas com a
persisténcia de esplenomegalia durante a terapia anti-Leishmania em pacientes com
leishmaniose visceral. Teresina, 2013-2014.

Ln (niveis de citocinas) no dia zero
Coeficiente de correlagdo

Presenca de IFN-y  IL-12 IL-10 CXCLS8 IL-6 IL-13  TNF-a
Esplenomegalia

Dia 0 - - - - - - -

Dia 7 019 004 028 -0,17 008 003 017

Dia 14 021 -033 010 0,14 002 012 045

Dia 21 030 -034 015 023  -013 029  047*

Dia 30 016 001 005 035  -012 -002 0,10

Dia 180 027 010 019 035 037 015 0720
*p=0,04

Menores concentragdes de hemoglobina foram observadas nos pacientes que
apresentavam niveis mais elevados de IFN-y, no dia zero de terapia. No entanto, a melhora da
anemia no 60°dia de terapia, ndo esteve associada aos niveis inicias das citocinas mensuradas
(TABELA 24).

O numero de leucocitos apresentou correlacdo positiva com os niveis admissionais de
IL-12 (r=0,44; p=0,03) e correlacdo negativa com os niveis de IL-6 (r=-0,52; p<0,01).
(TABELA 24).

Menor nimero de neutrofilos, a admissdo ao estudo, apresentou correlagdo com
elevados niveis de IL-6 (r=-0,43; p=0,03) e IL-10 (r=- 0,42; p=0,03), mensurados na admissdo
ao estudo, enquanto a neutropenia grave esteve associada a niveis iniciais elevados de 1L-10
(r=0,48; p=0,01) e CXCL8 (r=0,38; p=0,05). Nao houve correlacdo entre o ganho de neutréfilos
no 7° dia de terapia e 0s niveis inicias das citocinas mensuradas (TABELA 24).

O numero de plaquetas, antes da terapéutica anti-Leishmania, correlacionou-se
negativamente com os niveis de CXCL8 (r=-0,63; p< 0,001), enquanto o ganho de plaquetas
com uma semana de terapia ndo se correlacionou aos niveis de citocinas mensurados a admissao
(TABELA 24).
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TABELA 24 Correlacdo entre o logaritmo dos niveis de citocinas em pacientes com
leishmaniose visceral antes da instituicdo da terapia anti-Leishmania com 0s parametros
hematoldgicos. Teresina, 2013-2014.

Ln (niveis de citocinas) no dia zero
Coeficiente de correlacdo

Parametros IFN-y IL-12 IL-10  CXCL8 IL-6 IL-13 TNF-a
hematoldgicos
Hemoglobina (g/dl) - 0,43*** 0,01 -0,05 0,18 -0,15 0,09 0,10
Hemoglobina< 7g/dL 0,34 0,02 0,17 0,01 0,18 0,04 -0,01
Leucocitos/mm3 -0,07 0,44*** 0,34 -0,27 -0,52** 0,09 -0,06
Neutréfilos/mm3 0,05 0,31 -0,42%**  -0,36 -0,43*** 0,06 -0,22
Neutropenia grave 0,08 -0,12 0,48** 0,38*** 0,26 0,08 0,24
Plaguetas/mm3 -0,37 0,02 -0,36 -0,63* -0,31 -0,34 -0,15
Ganho de neutréfilos 0,18 -0,21 -0,10 -0,16 0,35 -0,05 0,04
(7° dia de terapia)
Ganho de plaquetas 0,22 -0,001 -0,17 -0,32 0,26 -0,12 -0,20
(7° dia de terapia)
Ganho de 0,25 0,13 -0,08 -0,25 0,11 -0,30 -0,34
hemoglobina
(60°dia de terapia)

*p< 0,001

**p< 0,01

***p§0’05

Os niveis iniciais de TNF-a correlacionaram-se positivamente com os niveis de proteina

C reativa quantitativa de alta sensibilidade e negativamente com os niveis admissionais de AST

e ALT. Enquanto o prolongamento do INR correlacionou-se de forma positiva os niveis de

IL-12 (TABELA 25).

Os niveis de albumina, a admissdo ao estudo, correlacionaram-se negativamente aos
niveis iniciais de IL-6 (r=-0,49; p=0,01) e CXCLS8 (r=-0,48; p=0,01), enquanto o ganho médio

nos niveis de albumina 30° dia de terapia correlacionou-se positivamente com CXCL8

(r=0,49; p=0,01) e IL-6 (r=0,44; p=0,03). Os niveis de globulina apresentaram correlacdo
negativa com os niveis admissionais de IFN-y (r=-0,58; p<0,01) (TABELA 25).
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TABELA 25 Correlagdo entre o logaritmo dos niveis de citocinas em pacientes com
leishmaniose visceral antes da instituicdo da terapia anti-Leishmania com o0s parametros

laboratoriais. Teresina, 2013-2014.

Ln (niveis de citocinas) no dia zero

Coeficiente de correlagéo

Parametros laboratoriais =~ IFN-y ~ 1L-12 IL-10  CXCLS8 IL-6 IL-1B TNF-a
Proteina C reativa 0,10 -0,34 < 0,001 -0,11 -0,03 -0,03 0,53***
quantitativa de

alta sensibilidade(mg/L)

AST (U/L) 0,32 0,20 0,09 0,13 0,01 0,14 -0,48***

ALT (U/L) 0,15 0,34 -0,11 -0,01 -0,13 -0,03 -0,68*

Albumina (g/dL) 0,16 0,25 -0,20 -0,48**  -0,49**  -026  -0,18
Globulina (g/dL) -0,58** 0,04  -0,24 -0,27 -0,33 005 0,10
Bilirrubina total 0,04 -0,01 0,42%**  0,44%** 0,14 0,15 0,09
(mg/dL)

INR 0,29 -0,68* 0,21 0,24 0,37 0,30 0,23

Aumento de albumina 0,12 -0,29 0,30 0,49** 0,44*** 0,38 0,47%**
(30°dia de terapia)

Aumento de albumina 0,08 -0,14 -0,03 0,40%** 0,26 0,11 -0,06

(180°dia de terapia)

*p< 0,001

**p< 0,01

***pS0,0S

Corrigido pela superficie corporea.
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7 DISCUSSAO

A populacao de estudo foi constituida por pacientes com idades entre 6 meses e 50 anos,
como definido nos critérios de inclusdo do estudo fonte. A maioria era representada pela
populacdo pediatrica e metade da amostra eram criancas com menos de 4 anos de idade, dados
em consonancia com estudos prévios que evidenciavam a predominancia da LV em criancas
(COSTA, C.etal., 1990; COSTA, D., 2009; DANTAS-TORRES, 2006; GUERRA et al., 2004;
KAJAIA et al, 2011; MADALOSSO et al,2012; NUNES et al, 2010;
OLIVEIRA, A. et al., 2006).

Acredita-se que a maior incidéncia de LV na populacdo pediatrica esteja relacionada a
maior susceptibilidade deste grupo a infeccdo por Leishmania, visto que as crian¢as pequenas
s0 sofrem maior exposi¢do quando os vetores e as fontes de infeccdo aumentam e penetram em
seu restrito ambiente (COSTA, C. et al.,1990). Uma possivel explicacdo para 0 maior
acometimento em criancas esta relacionada a particularidades do metabolismo pediatrico, como
demonstrado em estudo experimental, em modelos murinos, que evidenciou maior expressao
de arginase pelos macrofagos infectados por L. major nos animais de menor idade em relagéo
aos espécimes mais velhos (MULLER et al., 2008). Esta enzima, ao ser induzida por citocinas
do perfil Th2, promove a degradacdo do aminoécido essencial arginina a poliaminas que sdo
importantes nutrientes para o crescimento da Leishmania (WANASEN e SOONG, 2008).
Sugere-se, portanto, que criancas ao expressarem maior quantidade de arginase favorecam o
meio propicio ao crescimento da Leishmania contribuindo para a maior incidéncia e gravidade

da leishmaniose na populacdo pediatrica (MULLER et al., 2008).

Apesar da desnutrigdo ser descrita como um importante fator relacionado a presenca da
infeccdo sintomatica por Leishmania na populacdo pedidtrica (ANSTEAD et al., 2001;
DYE e WILLIAMS, 1993; CERF et al., 1987), os sujeitos desta pesquisa ndo apresentaram

grande comprometimento do estado nutricional.

Os indices antropométricos peso para idade e estatura para idade em criangcas menores
de 10 anos de idade predominou nos percentuais menores ou iguais a 10%. Apesar de esses
indices estarem na referéncia de normalidade, ressalta-se que estas criangas encontram -se em
uma faixa importante de vigilancia de baixo peso ou baixa estatura, pois indicam que as mesmas

apresentam peso, comprimento ou estatura menores que os de 90% das criangas de sua idade.
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Os escores-z dos parametros peso para idade, altura para idade, peso para a alturae IMC
das criangas e adolescentes predominaram nos intervalos de normalidade. Dados em
contradicdo com alguns autores que associam 0s defeitos imunologicos causados pela
desnutricdo ao desenvolvimento da infeccdo pela Leishmania (ANSTEAD et al.,2001;
CERF et al., 1987; CUERVO-ESCOBAR et al., 2014; DYE e WILLIAMS,1993). Como a
desnutricdo grave, assim como outros sinais de comprometimento do estado geral, tal qual
toxemia, sangramentos, faléncia de 6rgaos ou infeccdes graves eram critérios de exclusao do
estudo fonte, os pacientes incluidos nesta analise ndo apresentavam grave comprometimento
do estado nutricional ou outras caracteristicas associadas a gravidade da doenca.

A perda ponderal foi uma queixa referida pela maioria dos pacientes e responsaveis no
momento da admissdo ao estudo e apresentou correlacdo positiva com a queixa de fraqueza.
Como esta perda ndo foi mensurada, especula-se que a diminuicdo do vigor fisico possa induzir
a falsa percepcdo de perda ponderal ou que pacientes debilitados a identifiguem com maior
frequéncia. O relato de perda ponderal esteve correlacionado positivamente com a idade e
apresentou correlacdo negativa com os niveis admissionais de IL-1, o que vai de encontro as
funcdes bioldgicas desta citocina que interage com o sistema nervoso central induzindo
anorexia (BORISH e ROSENWASSER, 2008) e que juntamente com TNF-a. tem capacidade
de iniciar a caquexia (KOWATA et al.,2009).

Estudos prévios de pacientes com LV, na mesma area geografica deste estudo,
evidenciaram niveis mais elevados de IL-1, TNF-a e IL-12 nos sujeitos que referiram
emagrecimento, independente da avaliacdo nutricional (COSTA, D. 2009), e que a maior perda
ponderal esteve correlacionada positivamente & carga parasitaria (SILVA, J.M. et al., 2014). E
possivel que os pacientes mais longilineos tiveram uma menor percepcdo da perda ponderal
que os brevilineos e que esta perda ndo esteja relacionada ao estado nutricional.

A temperatura maxima aferida durante o periodo de internacdo hospitalar apresentou
correlagdo negativa com o IMC, no entanto ndo se associou com o relato de perda ponderal,
com a idade, com o tempo de duracdo dos sintomas até a internacdo hospitalar ou com a
presenca de infecgbes associadas. Como a populacdo estudada ndo apresentava déficit
nutricional, especula-se que esta correlagdo deva- se a fatores externos ndo aferidos, como uma
maior atencdo médica aos pacientes com estado nutricional limitrofes.

O tempo de clareamento da febre ap0s a instituicdo terapéutica anti-Leishmania
correlacionou-se positivamente com os niveis admissionais de IFN-y. Na India, foram

detectadas maiores concentracdes de IFN-y, pré-tratamento, em pacientes com LV nao
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responsivos a terapia anti-Leishmania, sugerindo que elevados niveis desta citocica podem
refletir a auséncia de resolugéo e que a dosagem de IFN-y poderia ser utilizada como um
marcador da extensdo da doenca (ANSARI et al., 2006). Esta proteina é a molécula-chave para
o0 controle de patogenos intracelulares e o encontro de elevados niveis de IFN-y, na fase aguda
da LV (ANSARI et al., 2006; CALDAS et al., 2005; COSTA, A. et al., 2012; HAILU et al.,
2004; KARP et al., 1993; KHOSHDEL et al., 2009) pode refletir a ativacdo da infecgéo pela
Leishmania.

A distribuicdo entre os sexos ocorreu de forma homogénea, no entanto a populacdo
adulta foi representada em sua maioria pelo sexo masculino. E descrita uma maior incidéncia
de LV na populagdo masculina (ALVARENGA et al.,2010; MADALOSSO et al.,2012;
NUNES et al., 2010; PASTORINO et al, 2002; PEDROSA e ROCHA, 2004;
SILVA, E. etal., 2001) e postula-se que a maior area corporal exposta a picada dos vetores nos
homens seja um dos determinantes para este acometimento, principalmente no Nordeste do
Brasil, onde trabalhadores e criangas do sexo masculino ndo costumam usar camisa para
atividades diarias ou para o trabalho na lavoura devido as altas temperaturas desta regido
(COSTA, C. et al., 1990). Outra hipdtese € que 0s niveis de testosterona podem aumentar a
susceptibilidade da populacdo masculina como evidenciado em estudos com animais
(MOCK e NACY, 1988). Travi e colaboradores (2002) evidenciaram, através da analise de
hamsters infectados com Leishmania (Viannia) panamensis e Leishmania (Viannia)
guyanensis, que 0 espécime do sexo masculino apresentava doenca mais grave associada a
maior expressdo lesional de IL-4, IL-10 e TGF-B, indicando que ocorre no sexo masculino a
inducdo de uma resposta imune mais permissiva a infec¢do por Leishmania.

A apresentacdo inicial da LV, na populagdo estudada, foi semelhante as publica¢des
anteriores que evidenciam como principais manifestacfes clinicas a presenca de
hepatoesplenomegalia associada a febre e a palidez cutinea e de mucosas
(ALVARENGA et al, 2010; MADALOSSO et al., 2012; NUNES et al., 2010;
PASTORINO et al., 2002; PEDROSA e ROCHA, 2004; SILVA, E. et al., 2001). A anemia
esteve presente em quase todos os pacientes estudados e os niveis de hemoglobina
correlacionaram-se negativamente com os niveis de IFN-y.

O IFN-y é uma citocina pleiotropica, secretada pela subpopulagéo de linfocitos TCD4
Tl e por células NK, que exerce efeitos inibitorios no crescimento de células hematopoiéticas
normais e malignas. Dai e colaboradores (1998) demonstraram que a adi¢do de IFN-y aumenta
a porcentagem de células expressando Fas na superficie de células formadoras de col6nia de

eritrocitos (CFC-E), bem como a intensidade da expresséo de Fas. O sistema Fas/ligante do Fas
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(FasL) € um importante via celular responsavel pela iniciacdo do apoptose. Fas € uma
glicoproteina pertencente a familia de receptores do TNF que contém um dominio de interagdo
proteina-proteina conhecida como dominio de morte. Uma proteina adaptadora contendo
dominio de morte chamado FADD (dominio de morte associado ao Fas - Fas-Associated
protein with Death Domain) liga o Fas a outra caspase iniciadora, pro-caspase-8, na face interna
da membrana plasmatica. A ligacéo do Fas por FasL leva a ativacdo da caspase-8 e, consequente
inducdo de apoptose (ABBAS, 2008e).

O aumento da expressdo de Fas correlaciona-se com o efeito inibitério de IFN-y na
proliferagio de CFC-E. E possivel que a interacio Fas-FasL e CFC-E produza o efeito inibitorio
eritroide e a apoptose iniciados pelo IFN-y (DAI et al.,1998).

Estudo posterior evidenciou que a acgdo inibitéria no crescimento, diferenciacdo e
viabilidade de imaturos precursores eritroides exercida por IFN-y necessita do envolvimento
simultaneo de mais dois membros da superfamilia TNF, além do FasL, o TNF-like fraco indutor
de apoptose (TWEAK- TNF-like weak inducer of apoptosis)) e o ligante de inducao de apoptose
relacionado com TNF (TRAIL- TNF-related apoptosis-inducing ligand). Felli e colaboradores
(2005), ao tratar eritrocitos purificados humanos com IFN-y e analisar a sua atividade apds uso
de antagonistas dos receptores da familia TNF constatou que a atividade anti-proliferativa de
IFN-y sobre os precursores eritrdides humanos, s6 € restaurada apds a neutralizacdo combinada
do TWEAK, do TRAIL e do FasL. O envolvimento do TRAIL, um indutor negativo da
eritropoiese induzido por IFN-y, na inibigdo da eritropoiese foi confirmado em estudo de
hamsters infectados com L. donovani que evidenciou que a infecgdo por este parasito induz em
macrdfagos a expressdo do TRAIL. Este interage com os receptores de eritroblastos imaturos
induzindo-os a apoptose (LAFUSE et al., 2013).

A anemia durante a infeccdo por Leishmania é foco de atencdo de pesquisadores e
acredita-se que muitos fatores contribuam para sua patogenia. Sofre influéncia da carga
parasitaria, como descrito em andlise de pacientes de area endémica no Piaui, que evidenciou
correlacdo negativa entre a carga parasitaria e 0s niveis de hemoglobina, justificado como
consequéncia da importante resposta inflamatoria induzida pelo grande numero de Leishmanias
na medula éssea (SENE, 2013). Foi observado que os niveis de hemoglobina correlacionaram
-se negativamente com a extensdo hepatica e esplénica e com as proteinas IL-1p3, CXCLS,
IL-10, IFN-y e TNF-a, reforgando a importancia da resposta inflamatoria na anemia da LV
(COSTA, D 2009). E possivel também que a captacdo esplénica dos globulos vermelhos pelo

baco seja associada a anemia encontrada em pacientes com calazar.
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Discordando de estudos iniciais que rejeitavam a hipotese da deficiéncia de ferro como
causa da anemia na LV (MARTINS et al., 1965), hoje se acredita que infec¢do por Leishmania
regula a homeostasia do ferro ao induzir os macrofagos a produzir hepcidina. Trata-se de um
horménio peptideo circulante, sintetizado no figado, que induz a internalizacdo e degradacéo
lisossdmica da ferroportina, proteina exportadora de ferro dos macréfagos e enterdcitos que
apresenta papel essencial na homeostasia do ferro. Ocorre, entédo, inibicdo da expresséo de
ferroportina induzida pelos altos niveis de hepcidina com consequente diminuicdo do transporte
do ferro dos macréfagos e enterdcitos para a circulagdo e consequente acumulo do ion
intracelular (BEN-OTHMAN et al.,2014).

O ferro é um substrato importante para a sobrevida e crescimento da Leishmania em
meio intracelular, como demonstrado em murinos infectados por L. chagasi que evidenciou
menor parasitismo esplénico e hepatico nos animais tratados com quelante de ferro,
desferrioxamina, em relacdo aos que nédo receberam tratamento (MALAFAIA et al.,2011).
Contudo, na LV, ndo existe insuficiéncia sisttmica de ferro, este ion estd aumentado no
intracelular e baixo na circulacdo. Os altos niveis de hepcidina no calazar podem contribuir para
a morbidade na LV por duas vias: ao induzir o acimulo de ferro intracelular e favorecer a
multiplicacdo da Leishmania e ao induzir a hipoferremia com consequente diminui¢cdo na
sintese da heme que resulta em menor aporte de oxigénio aos tecidos.

A intensidade da anemia ndo esteve correlacionada a idade, sexo ou com a extensdo
esplénica, divergindo de estudo prévio que indicava a presenca de anemia mais intensa nas
criancas menores de 10 anos de idade, no sexo feminino e em pacientes com grande extensao
esplénica (MARTINS et al., 1965). A presenca de parasitose intestinal ndo apresentou
correlacdo com os niveis de hemoglobina, contrariando a hip6tese da infestacdo parasitaria
como um dos fatores que contribuiriam para a presenca de anemia nesta populacdo. A
imprecisdo quanto a data de inicio dos sintomas da LV pode ser um dos fatores que justifique
a auséncia de correlacdo entre o grau de anemia e a duragdo dos sintomas nesta amostra.

Todos o0s pacientes apresentavam esplenomegalia a admissao ao estudo e a extensdo do
baco corrigida pela superficie corpdrea correlacionou-se negativamente com a idade, peso,
estatura, sem correlacdo com os niveis admissionais de citocinas, dados semelhantes aos
descritos em coorte envolvendo 883 pacientes com infec¢do sintomatica por Leishmania em
area endémica do Nordeste do Brasil (COSTA, D., 2009).

A extensdo esplénica corrigida pela superficie corporea ndo apresentou correlagdo com
a concentracdo de hemoglobina mensurada a admisséo ao estudo, no entanto se correlacionou

negativamente com a melhora nos niveis de hemoglobina no 60° dia de terapia anti-Leishmania.



98

Especula-se que a correlacéo entre a extenséo esplénica e anemia possa ser justificada por outro
fator ndo investigado neste estudo, como por exemplo, a carga parasitaria. Foi descrito que o
maior numero de Leishmanias na medula Ossea esta associado a maior extensao esplénica
corrigida pela superficie corpérea e que a concentracdo de hemoglobina diminui
significantemente com o aumento da carga parasitaria (SENE, 2013). Acredita-se, ainda, que a
captacdo esplénica seja um dos fatores que contribua para a pancitopenia na LV
(AL-HAMASH, 2012; AL-JURAYYAN et al.,1995; HAMID e GOBAH, 2009; VARMA e
NASEEM, 2010).

Niveis mais elevados de TNF-a,, mensurados antes do inicio da terapia anti-Leishmania,
mostraram-se associados a persisténcia da esplenomegalia no 21° dia de terapia, dados em
concordancia com estudo prévio, em Natal-RN, que demonstrou que os niveis de TNF-a
correlacionavam-se negativamente com a melhora clinica (SALOMAO et al., 1996) e com 0s
resultados observados por Barral-Netto e colaboradores (1991) que identificaram elevados
niveis de TNF-a nos pacientes com LV sintomética em relagdo aos assintomaticos e queda
significativa nos niveis de TNF-a ap0s o tratamento nos pacientes responsivos a terapia, além
de elevacdo dos niveis desta citocina durante as recidivas, 0 que sugere que a mensuracao dos
niveis de TNF-a poderia ser usada para avaliar a atividade da LV.

O TNF-a € o principal mediador da resposta inflamatdria aguda a bactérias gram-
negativas e pode ser um preditor do progndstico de infec¢bes graves por estes microrganismos.
Niveis elevados desta citocina associam-se a complicagfes sistémicas graves, como distirbios
metabolicos incompativeis com a vida e a sindrome do choque séptico (ABBAS, 2008a).
Apresenta correlacdo positiva com as citocinas inflamatérias IL-6 e IL-13 em pacientes com
LV (SENE, 2013) e pode estar envolvida na gravidade da LV (COSTA, D. et al., 2013).

A hepatomegalia esteve presente em todos 0s pacientes. A extensdo hepética corrigida
pela superficie corpérea apresentou correlacdo negativa com o numero de plaquetas e
correlacdo positiva com a extensdo esplénica corrigida. A analise de regressdo logistica
evidenciou que a extensdo do figado e ndo a extensdo do baco relacionava-se a plaguetopenia
grave. Observou-se, também, correlacdo negativa entre o numero de plaquetas e os niveis
admissionais de CXCLS8. Esses dados estdo em concordancia aos encontrados em coorte
envolvendo de pacientes com LV sintomatica desenvolvida em area endémica do Nordeste do
Brasil (COSTA, D. 2009; COSTA, D. et al.,2013; SENE, 2013).

Niveis de TNF-a no figado de cdes sintomaticos infectados por L. (L.) chagasi

correlacionaram-se linearmente com a carga parasitaria hepatica e encontravam-se elevados nos
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cies sintomaticos, em relagdo aos infectados assintomaticos (MICHELIN et al., 2011). E
possivel que niveis mais elevados de TNF-a, no curso da infeccdo por Leishmania, induza,
direta ou indiretamente, maior dano hepéatico e consequente involugdo mais lenta da
hepatomegalia.

O tempo médio decorrido entre o inicio dos sintomas e a admissdo hospitalar foi
aproximadamente 45 dias, resultado semelhante ao descrito por Leite e Aradjo (2013) na regido
Nordeste do Brasil. Estudos prévios de pacientes com sintomatologia classica de LV, realizados
no Brasil, evidenciaram que o tempo médio decorrido entre o inicio da sintomatologia e a
confirmacdo diagndstica ou a instituicdo terapéutica esteve compreendido no intervalo entre
um e dois meses (ALVARENGA et al.,2010; COSTA, D. 2009; LEITE e ARAUJO, 2013;
MADALQOSSO et al.,2012; SAMPAIO et al.,2010).

Pancitopenia associada a neutropenia esteve presente na maior parte da populacao
estudada. N&o houve correlacao entre os indices hematoldgicos e o IMC. No entanto, idade,
peso e altura correlacionaram-se negativamente com o numero de leucocitos e linfdcitos
aferidos no momento da admissdo ao estudo, resultados justificados pelas modificacoes
fisioldgicas no nimero de leucdcitos e linfocitos com o progredir da idade.

A contagem global e diferencial de leucécitos modifica-se com a idade. O ndmero de
leucdcitos no recém-nascido sadio encontra-se acima do esperado em qualquer faixa etéaria,
entdo se observa reducdo progressiva para atingir valores semelhantes ao do adulto por volta
dos seis anos de idade (BRAGA et al., 2014). Da mesma forma, o numero de linfécitos T
maduros e de suas subpopula¢es aumenta gradativamente apds a 19° semana de gestacdo, esse
aumento continua ap0s o0 nascimento, com pico por volta dos seis a nove meses, declinando aos
valores encontrados no adulto por volta dos seis ou sete anos de idade
(GRUMACH e DUARTE, 2006).

O ndmero inicial de leuctcitos apresentou correlacdo positiva com 0s niveis
admissionais de IL-12, enquanto baixa contagem de leucdcitos e neutréfilos esteve associada a
elevados niveis de IL-6.

A IL-12 é fundamental para a iniciagdo e manutencdo da resposta Th1l e subsequente
producdo de IFN-y. A sua participagdo na resposta imune a infec¢do por Leishmania é descrita
em estudos experimentais que sugerem a contribuigédo desta citocina para o controle da doenga
(PAKPOUR et al, 2008; PARK et al., 2000, 2002; PINHEIRO e ROSSI-BERGMANN, 2007,
SCHLEICHER et al. ,2007). Especula-se que a atuacdo da IL-12 no combate a este parasito
contribua para a diminuigdo da esplenomegalia e consequente a melhora da leucopenia. N&o

houve diferenca significativa nos niveis de IL-12 em pacientes com LV durante 0s seis meses
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de avaliagdo o que sugere que a melhora da leucopenia estja relacionada a melhora da infecgéo
pela Leishmania.

A IL-6 tem sido apontada por contribuir para a intensa atividade inflamatdria que ocorre
na fase aguda da LV e tem sido implicada como a principal citocina relacionada ao ébito ou a
complicacdes graves no curso desta doengca (COSTA, D. 2009; COSTA, D. et al.,2013;
SENE, 2013). Sugere-se, entdo, que a associa¢do entre elevados niveis de IL-6 e a menor
contagem de leucdcitos e, consequentemente, de neutréfilos ocorra em virtude da
patogenicidade da Leishmania induzindo maior inflamacao e menor resposta imune efetiva para
controle da LV.

O menor nimero de neutréfilos e a neutropenia grave, antes da instituicdo terapéutica
anti-Leishmania, estiveram associadas a elevados niveis admissionais de 1L-10. E descrito que
elevados niveis de 1L-10 estdo associados & maior carga parasitaria (NYLEN et al., 2007;
VERMA et al., 2010), que é um dos fatores que contribui para 0 aumento da extensao do baco
(SENE,2013). Diante destes dados, especula-se que a relacdo entre os niveis de I1L-10 e 0
numero de neutrofilos deva-se a captagédo esplénica.

A maior parte das pessoas avaliadas neste estudo apresentou alteracdo em no minimo
um marcador de inflamacéo hepatica, como elevados niveis de enzimas hepéticas, baixos niveis
de albumina e/ou prolongamento do INR. E descrito, em estudo em murinos infectados por
Leishmania (Leishmania) chagasi o que os efeitos citotoxicos intracelulares induzidos por
macrofagos para a destruicdo da Leishmania estdo diretamente relacionados ao dano hepatico
e que o oxido nitrico tem um papel importante neste dano (COSTA, J.D. et al, 2007).

Elevados niveis de IL-6 e CXCL8 correlacionaram-se a baixos niveios de albumina,
enquanto elevados niveis de globulina correlacionaram-se com baixos niveis de IFN-y. As
aminotransferases AST e ALT apresentaram correlacdo negativa com os niveis admissionais
de TNF-a, enquanto o prolongamento do INR esteve correlacionado positivamente com IL-12.

IL-6 é aprincipal indutora da producdo de proteinas da fase aguda por hepatocitos
(BORISH e ROSENWASSER, 2008) e correlaciona-se positivamente com CXCL8 como
demonstrado neste estudo e em estudos prévios no Piaui (COSTA, 2009;
COSTA, D et al., 2013). As proteinas IL-6, CXCL8 e TNF-a podem contribuir diretamente
ou de forma indireta para o dano hepatico ao estimularem a producao de proteinas da fase aguda
da inflamacdo nos hepatdcitos (ABBAS,2008a; VARELLA e FORTE, 2001 ) ou a producéo de
outras citocinas, mediado por TRAIL, estimular apoptose dos hepatécitos (DAY,2006).
Ressalta-se, ainda, que elevados niveis de IL-6 estdo associados a baixos niveis de albumina
(OLIVEIRA, C. 2010).
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A IL-12 é um importante indutora da producdo de IFN-y e, por consequinte,
fundamental na resposta inicial a infec¢do por Leishmania, enquanto o prolongamento do INR
relaciona-se indiretamente ao comprometimento hepatico. Especula-se que o acometimento
hepatico é um reflexo da interacdo Leishmania- resposta imune do hospedeiro e, por
consequinte, a indugdo da inflamacé&o.

A proteina C reativa é produzida no figado e atua regulando a extenséo e a intensidade
da reacdo inflamatoria. E descrita como um importante biomarcador de atividade inflamatoria,
pois pode refletir a extensdo do processo inflamatério ou da atividade clinica, principalmente
em infeccBes bacterianas, reaces de hipersensibilidade, doencas reumatoldgicas, isquemia e
necrose tecidual podendo servir como preditor de prognéstico (HART, 1989;
PROCTOR et al. 2015; ROSA NETO e CARVALHO, 2009; WORTHMANN et al. 2015).
Este estudo identificou elevados niveis de proteina C reativa na maioria dos pacientes
acompanhados. Observou-se correlagéo positiva da proteina C reativa com a idade, INR e com
0s niveis admissionais de TNF-o. e correlacdo negativa com o0s niveis de hemoglobina,
aminotransferases e extensGes hepéaticas e esplénicas. Os pacientes mais inflamados
apresentaram -se mais anémicos e com prolongamento de INR, alterag6es que podem contribuir
com uma evolucdo clinica desfavoravel no curso da LV.

Estudo de pacientes com LV, realizado no final do século XX, ja alertava para a analise
as proteinas de fase aguda, com destaque para proteina C reativa, como marcadoras da atividade
da doenca. Foi descrito que pacientes com LV apresentavam niveis de proteina C reativa mais
elevados que os controles saudaveis e que a reducdo da carga parasitaria ocorria de forma mais
rapida nos pacientes com menores concentragdes desta proteina (WASUNNA et al.,1995).

Os niveis das citocinas IFN-y, IL-6, CXCLS8, IL-10, IL-18 e TNF-a foram
significativamente superiores antes da instituicdo terapéutica anti-Leishmania. Observou-se,
portanto, a ativacdo simultanea de citocinas/quimiocinas dos perfis Thl e Th2 na resposta
inicial a infecg¢do por Leishmania como demonstrado em estudos prévios (ANSARI et al., 2006;
COSTA, A. etal., 2012; PERUHYPE-MAGALHAES et al.,2006).

Os altos niveis de IFN-y justificam-se pela ativacdo da resposta imune do hospedeiro.
Esta citocina caracteriza-se por ativar macrofagos e potencializar a resposta antiprotozoaria de
fagocitos mononucleares humanos (MURRAY et al.,1983) e tem sido descrita com uma
importante mediadora da resposta imune a infecgdo por Leishmania (KENNEY et al., 1998;
MURRAY e DELPH-ETIENNE, 2000; PINHEIRO e ROSSI-BERGMANN, 2007). Os
neutréfilos, eosindfilos, células NK e linfocitos T CD4" e CD8" foram identificados como

principais origens celulares de IFN-y em individuos com LV sintomatica, demonstrando a
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participacdo de células da resposta imune inata e adaptativa na sua producdo
(PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006).

Estudo prévio, brasileiro, identificou correlacdo positiva entre os niveis plasmaticos e
0 nimero absoluto de leucécitos totais, esindfilos, neutréfilos e linfocitos T CD4 expressando
IL-10 e IFN-y (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006). A IL-10 apresenta acoes
contraditorias durante a infeccdo por Leishmania, pois, a0 mesmo tempo em que diminui a
atividade leishmaniscida dos macrofagos e favorece a multiplicacdo do parasito e o
desenvolvimento da doencga, apresenta acdo imunoreguladora atenuando os eventos adversos
de uma resposta inflamatéria exagerada (SINGH et al., 2012; TRINCHIERI, 2007). Em
individuas assintomaticos para a infeccdo por Leishmania, observa-se uma resposta imune
mista com padrao de citocinas Thl e Th2 e ressalta-se a importancia acdo da IL-10 que abranda
0s mecanismos de defesa do hospedeiro para preservar a homeostasia imune apds efetivo
clearence do parasito (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005). Especula-se, portanto, que
os elevados niveis de IL-10 sejam justificados por um mecanismo de defesa do hospedeiro para
contrabalancear aos efeitos deletérios da resposta imune exagerada.

As citocinas e quimiocinas apresentam papel de destagque na resposta imune a infeccéo
por Leishmania e podem correlacionar-se aos fatores de mau progndstico ou ao dbito
(COSTA, 2009; COSTA, D et al.,. 2013; SENE, 2013). O sucesso da imunidade depende do
recrutamento apropriado de células imune efetoras para o local da infeccéo e, portanto, da acdo
das quimiocinas (OGHUMU et al., 2010). As proteinas CXCLS8, IL-6, IL-1p e TNF-a sdo
mediadores inflamatdrios e caracterizam-se por estimular o recrutamento de células para o sitio
da inflamacéo e induzir os principais sintomas clinicos evidenciados na LV sintomatica como
febre, anorexia, adinamia, perda ponderal. Os elevados niveis destas proteinas refletem a
resposta imune inicial a defesa do hospedeiro e estdo de acordo com 0s sinais e sintomas
clinicos evidenciados nesta populacéo de estudo.

Observou-se correlagdo positiva entre CXCLS8, IL-6 e IL-10 (COSTA, D. 2009), entre
IL-6 e IFN-y (COSTA, D. 2009; COSTA, D et al., 2013), CXCL8 e IL-1B (COSTA, D. 2009;
COSTA, D et al., 2013). Enquanto TNF-a. correlacionou-se negativamente com IFN-y e
positivamente com IL-13 (COSTA, D. 2009; COSTA, D et al., 2013; SENE, 2013). Resultados
semelhantes aos descritos em estudos prévios no Piaui, exceto a correlagdo entre os niveis de
TNF-a e IFN-y que foi descrita como positiva (COSTA, D. 2009). As diferencas entre as
populacdes estudadas, como o0 menor namero de participantes e auséncia de sinais de gravidade

na populagéo estudada, podem justificar a discrepancia entre os resultados encontrados.



103

A evolucdo clinica dos pacientes estudados seguiu o curso descrito pelo Ministério da
Saude do Brasil para definicdo de melhora clinica e critérios de cura na LV. E descrito
defervescéncia precoce da febre que ocorre por volta do quinto dia de medicacdo, melhora dos
parametros hematoldgicos a partir da segunda semana e reducéo da hepatoesplenomegalia nas
primeiras semanas. Ao final do tratamento, espera-se reducdo da extensdo esplénica de 40% ou
mais, em relacdo a medida inicial (BRASIL, 2003).

Ocorreu defervescéncia da febre antes do terceiro dia de terapia na maioria dos
pacientes avaliados. Enquanto, no sétimo dia de terapia, observou-se grande reducdo da
sintomatologia clinica, aumento significativo do nimero de neutréfilos e plaquetas e melhora
da funcdo hepatica. Essa melhora ocorreu concomitante com a reducéo significativa nos niveis
de IFN-y, IL-10, IL-6 e CXCLS.

Tem- se descrito a importancia dos niveis de IFN-y como um marcador da extensdo da
LV. Estudo na india, evidenciou elevados niveis de IFN-y, pré-tratamento, em pacientes com
LV sintoméatica com reducdo significativa ao final da terapia especifica anti-Leishmania. Os
pacientes que ndo responderam a terapéutica apresentavam os maiores niveis iniciais de IFN-y,
sugerindo que elevados niveis desta citocina podem refletir a auséncia de resolucdo da doenca
(ANSARI et al., 2006). Foram observados, também, niveis mais elevados das citocinas IFN-y,
IL-10, IL-6 e da quimiocina CXCL8 em pacientes com menores nimeros de neutréfilos e
plaquetas e somente 1L-10, IL-6 e CXCLS8 associaram-se a elevagdo das aminotransferases
(COSTA, D. 2009). Sene (2013), evidenciou a presenca de correlacdo negativa entre 0 nimero
de plaguetas e os niveis de IL-10, IL-6 e CXCL8 em pacientes com LV sintomatica. Os niveis
de IFN-y ndo foram mensurados (SENE,2013). Estes dados refor¢gam a hipdtese que as citocinas
e quimiocinas, de forma direta ou indiretamente, associam-se a magnitude da sintomatologia
naLV.

A involucdo significativa da esplenomegalia e da hepatomegalia, definida por reducao
do 6rgédo a cinquenta por cento ou menos da extensdo pré-tratamento, ocorreu no 14° dia de
terapia para o baco e no 21° dia para o figado. O parasitismo hepatico e esplénico ocorre de
forma diferenciada, observa-se rapida multiplicacdo hepatica nas primeiras semanas, enquanto
o crescimento do baco é lento nesse periodo. Este aumenta @ medida que os foliculos linfoides
esplénicos séo substituidos por células mononucleares parasitadas (WILSON et al.,2005). A
persisténcia da hepatoesplenomegalia nessa populagéo de estudo foi associada a elevados niveis
de TNF-a. mensurados antes da instituicdo da terapia anti-Leishmania.

A reducéo dos niveis de IL-1 e TNF-a ocorreu de forma mais lenta com significativa

regressdo no 30° dia de terapéutica especifica anti-Leishmania. Estas citocinas apresentaram
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correlacdo positiva entre si e contribuem para a manutencéo da atividade inflamatoria. Elevados
niveis deTNF-o associaram-se a maiores niveis de proteina C reativa e a persisténcia da
hepatoesplenomegalia. Especula-se, entdo, que a resposta inflamatéria da LV persista mesmo
apos o término do tratamento o que justifica a involugdo mais lenta da hepatoesplenomegalia,
bem como uma significativa melhora nos niveis admissionais de hemoglobina s6 observada no
60° dia de terapia.

O IMC s6 foi mensurado a admissdo e aos 6 meses de terapia, no entanto no 30°dia de
terapéutica observou-se aumento significativo nos niveis de albumina. Especula-se que a queda
significativa nos niveis das citocinas caracterizadas por induzir anorexia e caquexia possam ter
contribuido para a melhora do apetite e consequente maior aporte nutricional e melhoria
proteica.

O tratamento com anfotericina B lipossomal esteve significativamente associado a
involucdo da esplenomegalia corrigida pela superficie corpérea, no 14° dia de terapia, a melhora
da anemia e da neutropenia. A anfotericina B é a droga leishmaniscida mais potente disponivel
comercialmente, atuando nas formas promastigotas e amastigotas do parasita, tanto in vitro
quanto in vivo (BRASIL,2003). Estudo, na india, descreve esta medicagdo como extremamente
efetiva na primeira linha de tratamento da LV e com maior aumento na contagem de plaquetas,
leucdcitos e hemoglobina, além de maior taxa de cura em relacdo ao tratamento com
antimoniato (MISHRA et al., 1994). A eficacia e seguranca desta droga para cura da LV é
descrita em areas endémicas do Sul da Asia, mas a dose ideal para eficacia no leste da Africa
ainda precisa ser determinada (BALASEGARAM et al.,2012; WHO, 2010).

O tratamento combinado — anfotericina B lipossomal associada ao antimoniato — esteve
negativamente correlacionado a melhora da anemia e correlacionado de forma positiva com a
elevacdo da aminotransferase ALT e das enzimas pancreéaticas amilase e lipase. Entre os efeitos
colaterais do uso de antimoniato de N- metil glucamina sdo descritos elevacdo das enzimas
hepéticas e pancreaticas (BRASIL, 2003; SALDANHA et al., 2000; TOBIAS, 2009) sem
repercussdes clinicas e que, normalmente, ndo contraindicam a progressao da terapia. Neste
estudo ndo houve associacdo entre os eventos descritos e 0 uso isolado do antimoniato.
Hipotetiza-se, portanto, que a sobreposicdo dos efeitos tdxicos destas duas medicacGes —
anfotericina B lipossomal e antimoniato — pode ter acentuado a toxicidade de cada droga
isolada.

A incidéncia de eventos adversos nos pacientes avaliados foi superior a descrita em
estudo prévio, no Piaui, que detectou infecgdes bacterianas em 16,6% dos pacientes com LV

sintomética, infeccGes de pele e tecido celular subcutaneo em 22,4% e pneumonia 14,5%
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(COSTA, D., 2009). Andlise de criancas menores de 12 anos de idade internadas para
tratamento de LV, em Minas Gerais, também apresentaram menores taxas de infeccdo
respiratorias e cutaneas aos descritos neste estudo (XAVIER-GOMES et al.,2009). O longo
periodo de observacdo e a maior representatividade da populacdo pediatrica nesta amostra
justificam estes resultados, visto que criangas menores de cinco anos de idade apresentam de
quatro a catorze episodios de infecgdes de vias aéreas superiores ao ano (BEREZIN, 2014) e

sdo alvos frequentes de infeccBes cutaneas e gastrointestinais.
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8 CONCLUSOES

O mesmo padrdo de citocinas TH1 e TH2 descritos em pacientes graves com LV existe
em uma populagdo homogénea sem sinais de gravidade. Ocorre uma resposta inflamatoria
exacerbada com elevados niveis de citocinas, quimiocinas e proteina C reativa na fase aguda
da LV antes do tratamento que se atenua com a melhora clinica e laboratorial. A atividade
inflamatdéria e a sintomatologia clinica classica, bem como as alteracGes laboratoriais
apresentam relacgdo temporal entre si e melhoram significativamente a partir da primeira semana
de terapia. IFN-y, IL-6, CXCLS8 e IL-10 sdo bons marcadores da resposta inicial ao tratamento
na LV. Esses resultados sugerem que € possivel prever e acompanhar a evolucdo clinica da LV

através de citocinas medidas no inicio do tratamento.
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ANEXOS

ANEXO A- Aprovaciao do projeto fonte “Estudo Multicéntrico de andlise e seguranga dos
farmacos recomendados para o tratamento da leishmaniose visceral no Piaui” pelo Comité

de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) da Universidade de Brasilia-UnB.

Universidade de Brasilia
_ Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
Campus Universitério, Asa Norte — CEP 70910-9000 — Brasilia, DF - Tel.: {(061) 3307-2520/ 3273-406%

ANALISE DE PRCJETC DE PESQUISA

Registro de projato: CEP-FM 058/2008

“Estudo multicéntrico de esficécie @ seguranca dos farmacos recomendados
para frataments da Leishmaniose viscaral no Brasii”.

Pesguisador responsével:  Gustave Adclifo Sierra Romerc

Documesntos anaiisados: Sclha de rosto, caria de encaminhamentc, declaragéc de
responsabilidade, protocole de pesquisa, terme de consentimento livre e esclarecido,
cronograma, bibliografia pertinente e curricule{s) de pesquisador(es).

Data de entrada: 28/08/2008

ftulo:

Proposic@o do(a) relator(a)
{ x ) Aprovagéc
{ ) N&o aprovacic

Data da primeirz anélise pelc CEP-FM/UnB: 23/08/2008
Data do parecer final do projeto peic CEP-FM/UnB: 28/10/2008

PARECER

Com base nz Resolugic CNS/MS N° 186/88 e resoiugdes posteriores, que regulamentam
= matéris, c Comité de Etica em Pesquisa da Fzculdade de Medicina da Universidade de
Bresilia decidiu APROVAR, nza reuni@e ordinéria de 28/10/2008, conforme parecer do (=)
relator (@), o projetc de pesquisz acima especificado, quantc aos ssus aspsctos éticos.

1 — ModificagBes no protccole devem ser submestidas ac CEP, assim comg a notificag&o
imediata de eventos adverscs graves;

2 — O (s) pesquisador (ss) deve (m) apresentar relatdrics periédicos do gndamsnic ds
pesquisa ac CEP-FM.

Brasilia, 30 de c::!ubroﬁ\e 20C8.
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ANEXO B- Aprovagdo do projeto fonte “Estudo Multicéntrico de andlise e seguranca dos
farmacos recomendados para o tratamento da leishmaniose visceral no Piaui” pelo Comité

de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) da Universidade Federal do Piaui-UFPI.

MINISTERIO DA SAUDE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
Conselho Nacional de Satde Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagdo . . - -
Comissido Nacional de Etica em Pesquisa Comité de Etica em Pesquisa - CEP-UFPI .. <~~
(CONEP) REGISTRO CONEP: 045 B
|
|

CARTA DE APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa — UFPI, reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa — (CONEP/MS) analisou o protocolo de pesquisa:

Titulo: Estudo multicéntrico de eficacia dos farmacos recomendados para o tratamento da
leishmaniose visceral no Brasil )

CAAE (Certificado de Apresentagdo para Apreciagéo Etica): 0101 .0.045.000-09
Pesquisador Responsavel: Dorcas Lamounier Costa

Este projetc foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodologicos de acordo com as
Diretrizes estabelecidas na Resolugdo 196/96 e complementares do Conselho Nacional
de Saude. Toda e qualquer alteracdo do Projeto, assim como os eventos adverscs
graves, deverdo ser comunicados imediatamente a este Comité. O pesquisador deve
apresentar ac CEP:

Setembro/2010  Relatério parcial
Setembro/2011 Relatério final

Os membros do CEP-UFPI nao participaram do processo de avaliagdo dos projetos onde
constam como pesquisadores.

DATA DA APROVACAO: 6/8/2009

Teresina, 06 de agosto de 2008.

Prof. Dr. Carl rnando da Silva

Comité de Etica em Pesguisa — UFP!
COORDENADOR

Comité de Etica em Pesquisa - UFPI - Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Centro de Convivéncia L09 e 10
Bairro Ininga - 64.049-550 - Teresina - Pl Tel: 0 xx 86 3215-5734 — email: cep.ufpic@ufpi.br — web: www.ufpi.br/cep
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ANEXO C- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) da
Universidade Federal do Piaui-UFPI do projeto “ IFN-y, IL-6, CXCL8 e IL-10 sdo
marcadores precoces da evolucdo da leishmaniose visceral”, previamente intitulado

Biomarcadores de progndstico na leishmaniose visceral.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
PIAUI - UFPI @M

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: BIOMARCADORES DE PROGNOSTICO NA LEISHMANIOSE VISCERAL
Pesquisador: SIMONE SOARES LIMA

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 38389714.3.0000.5214

Instituicao Proponente: Universidade Federal do Piaui - UFPI

Patrocinador Principal: Financiamento Prdprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 985.337
Data da Relatoria: 05/02/2015

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa intitulado BIOMARCADORES DE PROGNOSTICO NA LEISHMANIOSE
VISCERAL, que tem como pesquisador responsavel SIMONE SOARES LIMA, como pesquisador assistente
a profa. Dra. DORCAS LAMOUNIER COSTA e como integrantes da equipe de pesquisa o prof. Dr. Carlos
Henrique Nery Costa.

A pesquisadora informa que "A Leishmaniose visceral (LV) & uma infec¢cdo sistémica causada pelo
protozoario Leishmania chagasi e transmitida pela picada da fémea do flebotomineo Lutzomyia longipalpis.
E uma doenca endémica em nossa regido que, se ndo tratada na fase inicial, leva o paciente ao ébito.
Provoca uma imunossupresséo importante nas pessoas acometidas e seu desfecho pode estar relacionado
a atuacao das citocinas pro inflamatorias. A identificacdo das alteragGes ocorridas no sistema imune
associadas a evolucéo clinica dos pacientes desde a o diagnéstico da doenca até a sua cura ou desfecho
fatal serd uma importante

ferramenta como marcador de prognostico desta doenca.”

Descreve ainda "Estudo de coorte, prospectivo, nao pareado. A populagao fonte sera constituida pelos
pacientes internados no Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela(DTNP) com hipotese de LV no periodo
de janeiro a marco de 2015 e amostra pelos pacientes com sintomatologia sugestiva de LV e que tenha
diagnéstico de LV confirmado por um ou mais dos seguintes exames

Enderego: Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Pro-Reitoria de Pesquisa

Bairro: Ininga CEP: 64.049-550
UF: PI Municipio: TERESINA
Telefone: (86)32237-2332 Fax: (86)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@ufpi.edu.br
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laboratoriais com resultado positivo: pesquisa direta de amastigotas no esfregaco de medula 4ssea; ou
cultura de promastigotas a partir do aspirado de medula 6ssea; ou amplificacdo da regido conservada do k-
DNA de Leishmania de aspirado da medula dssea ou sangue periférico; ou teste imunocromatografico
rapido baseado no antigeno rK39. Serdo incluidos pacientes com leishmaniose visceral que cumpram a
definicdo de caso confirmado, que concordem em participar de forma voluntaria e assinem o termo de
consentimento livre e esclarecido.Serdo excluidos os pacientes com infec¢do pelo HIV, com recidiva de LV,
portadores de doencgas crénicas ou agudas que possam interferir no resultado: diabetes mellitus,
nefropatias, hepatopatias, cardiopatias, esquistossomose mansdnica, malaria, tuberculose ou com qualquer
condicdo que impeca a realizagdo do acompanhamento com a periodicidade preconizada pelo estudo. O
estudo sera realizado no Instituto de Doencas Tropicais Natan Portella (IDTNP), hospital geral da Secretaria
Estadual da Saude do Piaui conveniado com a Universidade Federal do Piaui (UFPI). O IDTNP é referéncia
em doencas infecciosas e parasitarias para o Piaui e para estados vizinhos, admite aproximadamente 400
pacientes com LV ao ano, o que representa 95% dos casos notificados no Estado. Espera-se que uma
amostra constituida por 43 pacientes sera suficiente para detectar uma diferenca de 50% entre os niveis de
citocinas dos pacientes com leishmaniose visceral nos diversos momentos do tratamento com um nivel de
significancia a de 5% e um poder de 90%. Serdo realizadas avaliag8es clinicas e laboratoriais nos dias
0,7,14,21,30 e 180 de tratamento. Os casos sintomaticos de LV fardo avaliagdo clinica-questionario de
sintomas e exame fisico completo- nas datas referidas acima e serdo colhidas amostras para posterior
analise de citocinas por citometria de fluxo. "

Serdo realizados coletas de sangue assim descritas pela pesquisadora "A maior parte dos exames
laboratoriais que serao solicitados neste projeto de pesquisa fazem parte da rotina do IDTNP para
investigacao de todos os casos com clinica sugestiva de leishmaniose visceral. Os exames adicionais serao
realizados em aliquotas de sangue armazenadas por ocasido da coleta de sangue na rotina, desta forma
nao havendo procedimentos invasivos adicionais e considerando que a amostra necessaria para os exames
adicionais & pequena, o risco decorrente da participacdo deste estudo sera pequena.As coletas de sangue
podem ocasionar dor local,sangramentos nos locais de pun¢do e hematomas, mas as coletas seréo
realizadas em ambiente hospitalar com estrutura para primeiros socorros e reanimac¢do e a equipe do
projeto esta capacitada para intervencdo imediata em caso de sangramento ou qualquer outra
intercorréncia.”
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Objetivo da Pesquisa:

"Objetiva Primario:

Avaliar o prognostico da leishmaniose visceral através de biomarcadores.

(Objetivo Secundario:

1-Correlacionar as citocinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL 12, IFN-y e TNF- a evolucao clinica e os fatores de
risco associados a morte na leishmaniose visceral, especificamente as infeccdes bacterianas,as discrasias
sanguineas, o comprometimento renal e hepatico, as alteragdes hematoldgicas e nutricionais. 2-Descrever a
evolucdo clinica dos pacientes com leishmaniose visceral.”

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

"Riscos:

A maior parte dos exames laboratoriais que serdo solicitados neste projeto de pesquisa fazem parte da
rotina do IDTNFP para investigac&o de todos os casos com clinica sugestiva de leishmaniose visceral.Os
exames adicionais serdo realizados em aliquotas de sangue armazenadas por ocasidao da coleta de sangue
na rotina,desta forma ndo havendo procedimentos invasivos adicionais e considerando gque a amostra
necessaria para os

exames adicionais & pequena, o risco decorrente da participacio deste estudo sera pequena.As coletas de
sangue podem causar dor local e complicar com sangramentos nos locais de puncao ou hematomas, mas
as coletas serdo realizadas em ambiente hospitalar com toda estrutura de primeiros socorros e reanimacdo.
A equipe responsavel pelo projeto esta capacitada para intervengéo imediata em caso de sangramentos ou
quaisquer outras intercorréncias. O investigador ndo interferird nas tomadas de deciséo referentes ao
diagnostico, ao tratamento e ao acompanhamento do paciente. Avaliagdes posteriores a alta hospitalar
serdo realizadas em regime ambulatorial. Este projeto custeara as despesas com o transporte para estas
reavaliacdes clinicas-laboratoriais.

Beneficios:

Os sujeitos do estudo nao receberdo beneficios diretos pela sua participacao nesta pesquisa. O beneficio
indireto justifica-se pelas reavaliac@ies clinicas frequentes que podem agilizar os diagndésticos e a deteccdo
de complicacdes.”

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Realizada a analise documental a partir da qual foi procedida a uma apreciagao ética da pesquisa, restou
evidenciada a sua pertinéncia e valor cientifico.

A metodologia escolhida para o desenvolvimento da pesquisa, tendo em vista as varas correntes
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metodoldgicas existentes, encontra-se em conformidade com os fins objetivados, ao tempo em que
evidencia o respeito aos preceitos éticos orientadores de uma pesquisa envolvendo seres humanos.
Na elaboracdo do projeto de pesquisa ora em aprego, percebe-se a atencao do pesquisador no que
concerne a situacdo de vulnerabilidade inerente & condicdo de participante que, respeitado em sua
individualidade, tem protegidas as suas dimensoes fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural e
espiritual.

Por fim, a equipe de pesquisa & composta por profissionais experientes, como evidenciado pelo curriculo
anexado, sendo tal circunstancia mais um instrumento de seguranca conferida ao participante que estara
devidamente amparado durante todo o desenvolvimento da pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Apresentados todos os documentos obrigatérios.

Recomendagdes:
Sem recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Sanadas as pendéncias sou pela aprovacgédo do projeto.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

TERESINA, 13 de Margo de 2015

Assinado por:

Adrianna de Alencar Setubal Santos
(Coordenador)

Endere¢o: Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Pré-Reitoria de Pesquisa

Bairro: Ininga CEP: 64.049-550
UF: PI Municipio: TERESINA
Telefone: (86)3237-2332 Fax: (B86)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@ufpi.edu. br

Pagina 04 de 04



130

ANEXO D: Termo de consentimento e assentimento livre e esclarecido do projeto
fonte“Estudo Multicéntrico de analise e seguranca dos farmacos recomendados para o

tratamento da leishmaniose visceral no Piaui”

TCLE — versio 3.0 - Estudo muliicéntrico de eficacia e seguranca dos farmacos recomendados paia o
tra ia leishimianiose viscersl no Brasil,

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: IZstudo multicéntrico de eficdacia e seguranca dos farmacos recomendados para o
tratamento da leishmaniose visceral no Brasil

Pesquisadores responsiveis: Carlos Henrique Nery Costa e Dorcas Lamounier Costa
Telefone e Fax: (86) 3221 2424
e-mail: secretariaidtnp(@gmail.com

Informacdes ao voluntirio ou ao seu representante legal

Estamos convidando vocé para participar como voluntario de um projeto de pesquisa
desenvolvido por pesquisadores desta e de outras institui¢des brasileiras. A pesquisa tem como
objetivo comparar os cfcitos de cura ¢ 03 cfeitos indcscjados dos principais medicamentos
disponiveis para o tratamento da leishmaniose visceral no Brasil.

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, ¢ uma doenga causada por um
microbio chamado leishmania que infecta o ser humano por meio da picada de um inseto chamado
flebotomo (também conhecido como mosquito palha). O doente apresenta febre, palidez,
emagrecimento, cansago e crescimento do abdome. O diagnéstico ¢ feito pelo exame do material da
medula Ossea, que € a parte interior de um dos ossos do corpo, geralmente da bacia ou do térax. O
diagnéstico pode também ser feito por exame de sangue.

A doenga tem cura, mas pode ser grave e pode matar se ndo for tratada. No Brasil, o
tratamento ¢ fornecido pelo Ministério da Saude, sem custo para o paciente. O medicamento mais
usado € o antimoniato de meglumina (0 mome comercial ¢ Glucantime). Existem outros dois
medicamentos chamados Anfotericina B desoxicolato e Anfotericina B lipossomal e a escolha de
qual deles sera usado depende do estado de saude geral de cada paciente porque todos os
medicamentos até hoje desenvolvidos para o tratamento da leishmaniose visceral tém algum efeito
indesejado ou ndo podem ser usados se o paciente tem determinados problemas de saude.

No Brasil, faltam pesquisas completas que comparem as vantagens e as desvantagens destes
medicamentos. E preciso comparar para saber quais os que curam melhor e causam menos
problemas ao paciente ou se todos tém o mesmo efeito. E por isto que o Ministério da Saide
chamou pesquisadores de varias instituicdes de pesquisa e ensino do Brasil e esta financiando este
estudo.

Descri¢cio do estudo

Serao convidados para participar desta pesquisa homens, mulheres e criangas com mais de seis
meses ¢ menos de 50 anos, com diagnoéstico de leishmaniose visceral atendidos nos Centros de
Referéncia para leishmanioses que participam do estudo. Ndo poderdo participar da pesquisa,
pacientes menores de seis meses de idade ou maiores do que 50 anos. Também ndo poderdo
participar mulheres que estejam amamentando ou gestantes e pacientes que tenham alguma
condigéo clinica que ndo permita o uso de um dos medicamentos que serdo estudados.

E importante para a pesquisa que os grupos de pacientes que vdo receber cada um dos trés
tipos de medicamentos sejam compostos por pacientes com caracteristicas parecidas, como idade,
tempo de doenga e outras. Para que isto acontega, foi preparada uma lista por sorteio. Somente no
momento de receitar ¢ que o médico e o paciente ficam sabendo qual o medicamento que o paciente
vai receber.
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Assim, vocé podera receber um dos trés tratamentos, todos eles administrados pela veia: 1)
Glucantime, que ¢ o medicamento mais para pacientes com leishmaniose visceral e que ¢
administrado por 30 dias; 2) desoxicolato de anfotericina, por 14 dias, em dias alternados ou 3)
anfotericina B lipossomal, por sete dias seguidos. O tratamento serd completamente supervisionado
no hospital, hospital dia ou por equipes de atendimento domiciliar devidamente capacitadas.

O paciente serd acompanhado através de exame clinico e de exames laboratoriais até seis
meses apOs o tratamento, nos dias 3, 7, 14, 21, 30, 60, 90 e 180. E muito importante que vocé
considere se aceita participar do estudo em todas estas datas, até o final.

Riscos possiveis

Os possiveis riscos da participagdo no estudo estdo principalmente relacionados as reagdes
adversas que podem acontecer com cada um dos medicamentos.

No caso da anfotericina B, no momento da aplicagdo do medicamento, podem ocorrer
elevacdes da temperatura, calafrios, falta de apetite, niuseas e irritagdo na veia em que esta sendo
aplicado o medicamento. Estas reagdes podem ser evitadas ou tratadas com outros medicamentos.
Qutros efeitos colaterais podem aparecer durante o tratamento: anemia, alteragdes do rim, baixa de
potéassio e alteragdes no coragdo. O paciente sera acompanhado antes e durante todo o tratamento
com a realizagdo de provas de func¢io renal, hemograma e eletrocardiograma. Para realizar os
exames de sangue havera necessidade de extrair sangue da veia como se faz rotineiramente durante
o acompanhamento dos pacientes com leishmaniose visceral independentemente de que estejam ou
ndo participando de um projeto de pesquisa. Portanto, a quantidade de sangue extraida ndo serd
maior pelo fato do paciente participar do projeto. ;

Os eventos adversos mais freqiientes com o tratamento com antimoniato de meglumina
(Glucantime) séo dores nas articulagdes e dores musculares, falta de apetite, nduseas, vomitos, dor
abdominal e dor no local da aplicagdo. Outras reagdes sdo menos freqiientes, como febre e
alteragdes do coragfo, rins, figado e pancreas. Os pacientes serdo acompanhados por meio de
exames clinicos e laboratoriais e receberdo o tratamento adequado se surgirem reagdes causadas
pelo medicamento.

Armazenamento de amostras biolégicas para uso em pesquisas futuras

As amostras de sangue, soro e medula dos ossos que serdo utilizadas para confirmar o
diagnostico da leishmaniose visceral serfio guardadas nos laboratérios dos centros de referéncia para
que possam ser utilizados em novas pesquisas que precisem de amostras de pacientes com
diagnostico confirmado de leishmaniose, principalmente para desenvolver novos métodos de
diagnostico que permitam facilitar o cuidado aos pacientes que sofrem de leishmaniose visceral no
Brasil e em outras partes do mundo.

Esclarecimentos sobre garantias aos pacientes que aceitarem participar do estudo.

1. Vocé pode pedir esclarecimento aos profissionais de saude, em qualquer momento, se tiver
alguma duvida em relagéo a participagédo na pesquisa, ou sobre riscos, beneficios e resultados.

2. Sua participagdo nesta pesquisa ¢ totalmente voluntaria. Se vocé ndo quiser mais participar
da pesquisa vocé pode retirar seu consentimento a qualquer momento. Isto ndo vai trazer nenhum
prejuizo ao atendimento rotineiro, a que tem direito na unidade de saide aonde vem sendo tratado.
Os responsaveis pelo estudo poderdo interromper a participagéo dos pacientes voluntarios neste
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estudo se eles acharem que esta seja a melhor conduta para vocé, nesse caso o médico responsavel
pelo seu tratamento informar4 a vocé oportunamente sobre essa decisdo e sobre as alternativas que
serdo oferecidas para continuar o seu tratamento. Este estudo também pode ser interrompido pelo
Ministério da Saude, nesse caso vocé também sers informado oportunamente sobre essa decisio e
continuara recebendo tratamento na unidade de saiide onde vem sendo tratado. O centro de
atendimento onde vocé serd tratado assume a responsabilidade pelo seu tratamento e pelo
tratamento das eventuais complicacdes que possam se apresentar durante 6 mesmo.

3. Todas as informagGes da pesquisa serfio sigilosas. Ninguém divulgarda o nome dos
participantes e os resultados dos exames identificados com o nome dos participantes, a ndo ser para
0s pais.ou responsaveis, no caso dos menores de idade. Se for solicitado por lei, somente o grupo de
estudo, o Ministério da Saide (Brasil) ¢ os Comités de Etica terio acesso as informagdes
confidenciais que identificam o paciente pelo nome. Vocé ndo sera identificado em qualquer
relatério ou publicagdo que resulte deste estudo.

4. Em caso de emergéncia, se vocé tiver qualquer divida com relagio ao tratamento ou se
achar que est4 ocorrendo algum problema relacionado ao tratamento, vocé devera avisar ao médico
imediatamente.

5. Durante o acompanhamento vocé tera direito ao ressarcimento das despesas com transporte
para as visitas a unidade de saude relacionadas com a pesquisa.

6. O uso das amostras de sangue e outras que serdo guardadas nos laboratérios dos centros de
referéncia s serdo utilizadas para novos estudos ap6s a aprovacgéio dos respectivos comités de ética
em pesquisa e o sigilo sobre as informagdes particulares de cada pessoa que participou da pesquisa
sera mantido. Em cada centro serdo mantidas as informagdes de contato de cada um dos pacientes
dos quais foram obtidas as amostras caso haja necessidade de informé-lo sobre novos resultados de
exames realizados ap6s a finalizagdo do estudo que possam ser de beneficio no cuidado da sua
saude.

Observagdes complementares
Se vocé tiver alguma considerac@io ou duvida sobre a ética:da pesquisa, entre em contato:
Comité de Etica em Pesquisa — UFPI - Campus Universitario Ministro Petronio Portella -
Bairro Ininga. Centro de Convivéncia LO9 e 10. CEP: 64.049-550. Teresina—PI.
» Tel.: (86) 3215.5734. email: cep.ufpi@ufpibr. web: www.ufpi.br/cep

Dados de identificacio do voluntirio e do responsével

Nome do pacietite: Sexo: MO FO
Endereco:

Bairro: Cidade Estado:

CEP Telefone: ()

Responsavel Legal Sexo: MO FO

Grau de parentesco
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , antes de dar o
consentimento assinando este documento, afirmo que fui suficientemente informado(a) de todo o
estudo e dos medicamentos que serdo utilizados, os inconvenientes, 0s perigos e os eventos adversos
que podem acontecer. Eu conversei diretamente com profissional de saide envolvido no estudo que
respondeu todas as minhas perguntas satisfatoriamente em relagdo ao estudo e voluntariamente
aceito a participagao. Eu autorizo os pesquisadores a utilizarem as anotagtes médicas desta pesquisa
para obterem a informag@io necessaria para avaliar a eficacia e os efeitos adversos do medicamento
que esta sendo estudado. Autorizo ainda o armazenamento de amostras biologicas obtidas durante
este estudo para a realizagdo de pesquisas a serem realizadas ap0s a finalizagdo do presente estudo.
Tenho conhecimento que a minha cooperagéio com os compromissos marcados (consultas, exames)
é essencial para o éxito do projeto.

Nome do volurtirio Assinatura ou impressio digital do voluntério ou repr legal

Declaracgfio da testemunha:
Eu presenciei a explicag@o acima descrita, posso confirmar a oportunidade concedida ao

voluntario de fazer perguntas e a assinatura do mesmo.

Nome da testemunha Assinatura ou impressio digital da testemunha

/ / as horas

Declaracdo do investigador:
Eu expliquei o objetivo deste estudo ao voluntario. No melhor do méu conhecimento, ele
entendeu o objetiyo, procedimentos, riscos e beneficios deste estudo. Declaro também que o

paciente recebeu uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Nome do investigador Assinatura do investigador
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(DESTINADO AOS PACIENTES DE 12 a 17 ANOS DE IDADE)

134

Titulo da pesquisa: Istudo multicéntrico de eficdacia e seguranca dos farmacos recomendados para o

tratamento da leishmaniose visceral no Brasil

Pesquisadores responsaveis: Carlos Henrique Nery Costa e Dorcas Lamounier Costa
Telefone e Fax: (86) 3221 2424
e-mail: secretariaidtnp@gmail.com

INFORMACOES AO VOLUNTARIO PARTICIPANTE DA PESQUISA

Estamos convidando vocé para participar como voluntario de um projeto de pesquisa
desenvolvido por pesquisadores desta e de outras institui¢des brasileiras. Nos discutimos esta
pesquisa com seus pais ou responsaveis e eles sabem que também estamos pedindo seu acordo.

Vocé pode discutir qualquer coisa deste formulario com seus pais, amigos ou qualquer um
com quem vocé se sentir a vontade de conversar. Pode haver algumas palavras que ndo entenda ou
coisas que vocé quer que seja explicado mais detalhadamente, porque vocé ficou mais interessado ou
preocupado. Quando tiver qualquer davida interrompa a leitura e peca explicagdo.

A pesquisa tem como objetivo comparar os efeitos de cura e os efeitos indesejados dos
principais remédios usados para o tratamento da leishmaniose visceral no Brasil.

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, ¢ uma doenga causada por um
micrébio chamado Leishmania que infecta o ser humano por meio da picada de um inseto chamado
fleb6tomo (também conhecido como mosquito palha). A pessoa com essa doenga tem febre, palidez,
emagrecimento, cansago e aumento da barriga. A confirmacgdo da doenga é feita pelo exame do
material da medula 6ssea, que € a parte interior de um dos ossos do corpo, geralmente da bacia ou do
toérax. A confirmagao da doenga pode também ser feita por exame de sangue.

A doenga tem cura, mas pode ser grave e pode matar se ndo for tratada. No Brasil, o
tratamento € fornecido pelo Ministério da Saude, sem custo para o paciente. O remédio mais usado é
o antimoniato de meglumina (o nome comercial ¢ Glucantime). Existem outros dois remédios
chamados Anfotericina B desoxicolato e Anfotericina B lipossomal e a escolha de qual deles sera
usado depende do estado de saide geral de cada paciente porque todos os remédios até hoje
desenvolvidos para o tratamento da leishmaniose visceral tém algum efeito indesejado ou ndo podem
ser usados se o paciente tem determinados problemas de saude.

No Brasil, faltam pesquisas completas que comparem as vantagens e as desvantagens destes
remédios e o seu uso em combinagdo. E preciso comparar para saber quais os que curam melhor e
causam menos problemas ao paciente ou se todos tém o mesmo efeito. E por isto que o Ministério da
Saude chamou pesquisadores de varias instituigdes de pesquisa e ensino do Brasil e est4 financiando
este estudo.

Descric¢io do estudo
Serdo convidados para participar desta pesquisa homens, mulheres e criangas com mais de
seis meses e menos de 50 anos, que tenham leishmaniose visceral, atendidos nos Centros de
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‘Referéncia para leishmanioses que participam do estudo. N@o poderdo participar da pesquisa,
pacientes menores de seis meses de idade ou maiores do que 50 anos. Também ndo poderdo
participar mulheres que estejam amamentando ou gravidas, e pacientes que tenham alguma condig@o
clinica que néo permita o uso de um dos remédios que serdo estudados.

E importante para a pesquisa que os grupos de pacientes que vio receber cada um dos quatro
tipos de tratamentos sejam compostos por pacientes com caracteristicas parecidas, como idade,
tempo de doenga e outras. Para que isto acontega, foi preparada uma lista por sorteio. Somente no
momento de receitar é que o médico e o paciente ficam sabendo qual o tratamento que o paciente vai
receber.

Assim, vocé podera receber um dos quatro tratamentos, todos eles sdo tomados com injegdo
pela veia: 1) Glucantime, que €é o remédio mais usado para pacientes com leishmaniose visceral e
que é administrado por 20 dias; 2) desoxicolato de anfotericina, por 14 dias; 3) anfotericina B
lipossomal, por sete dias seguidos; ou 4) anfotericina B lipossomal, por 1 dia combinada com
Glucantime por 10 dias seguidos. O tratamento sera completamente supervisionado no hospital,
hospital dia ou por equipes de atendimento domiciliar devidamente capacitadas.

Vocé sera acompanhado através de exame clinico e de exames de sangue até seis meses apos
o tratamento, nos dias 3, 7, 14, 21, 30, 60, 90 e 180. E muito importante que vocé considere se aceita
participar do estudo em todas estas datas, até o final.

Riscos possiveis

Os possiveis riscos da participagdo no estudo estdo principalmente relacionados as reagoes
adversas que podem acontecer com cada um dos remédios.

No caso da anfotericina B, no momento da aplica¢io do remédio, podem ocorrer aumento da
temperatura, calafrios, falta de fome, enjoo e irritagdo na veia em que esta sendo aplicado o remédio.
Estas reagdes podem ser evitadas ou tratadas com outros remédios. Outros efeitos colaterais podem
aparecer durante o tratamento: anemia, alteragdes do rim, baixa de potassio e alteragdes no coragdo.
Vocé sera acompanhado antes e durante todo o tratamento com a realizagdo de exames da fungdo
rim, hemograma (exame do seu sangue) e eletrocardiograma (exame do seu coragdo). Para realizar
os exames de sangue havera necessidade de extrair sangue da veia como se faz rotineiramente
durante o acompanhamento dos pacientes com leishmaniose visceral independentemente de que
estejam ou ndo participando de um projeto de pesquisa. Portanto, a quantidade de sangue extraida
ndo sera maior pelo fato do paciente participar do projeto.

Os eventos adversos mais freqiientes com o tratamento com antimoniato de meglumina
(Glucantime) sdo dores nas juntas e dores musculares, falta de fome, enjdo, vomitos, dor na barriga e
dor no local da aplicag@o da injegdo. Outras reagdes sdo menos freqgiientes, como febre e alteragSes
do coragdo, rins, figado e pancreas. Os pacientes serdo acompanhados por meio de exames clinicos e
de exames de sangue, e receberdo o tratamento adequado se surgirem reagdes causadas pelo
remédio.

Armazenamento de amostras biolégicas para uso em pesquisas futuras

As amostras de sangue, soro e medula dos ossos que serdo utilizadas para confirmar que vocé
tem leishmaniose visceral e para o seu seguimento serdo guardadas nos laboratérios dos centros de
referéncia para que possam ser utilizados em novas pesquisas que precisem de amostras de pacientes
com a mesma doenga, principalmente para desenvolver novas formas de confirmar que a pessoa tém
leishmaniose visceral e para avaliagdo a cura apds o tratamento, e assim facilitar o cuidado aos
pacientes que sofrem de leishmaniose visceral no Brasil e em outras partes do mundo.
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Esclarecimentos sobre as garantias aos pacientes que participarem do estudo

1. Vocé pode pedir esclarecimento aos profissionais de saide, em qualquer momento, se tiver
alguma davida em relag@o a participag@o na pesquisa, ou sobre riscos, beneficios e resultados.

2. A sua participagdo nesta pesquisa ¢ totalmente voluntaria. Se vocé ndo quiser mais
participar da pesquisa vocé pode retirar seu consentimento a qualquer momento. Isto ndo vai trazer
nenhum prejuizo ao atendimento rotineiro, a que tem direito na unidade de saiide aonde vem sendo
tratado. Os responsaveis pelo estudo poderdo interromper a participagdo dos pacientes voluntarios
neste estudo se eles acharem que esta seja a melhor conduta para vocé, nesse caso o médico
responsavel pelo seu tratamento informard a vocé oportunamente sobre essa decisdo e sobre as
alternativas que serdo oferecidas para continuar o seu tratamento. Este estudo também pode ser
interrompido pelo Ministério da Saude, nesse caso vocé também sera informado oportunamente
sobre essa decisdo e continuara recebendo tratamento na unidade de saiide onde vem sendo tratado.
O centro de atendimento onde vocé sera tratado assume a responsabilidade pelo seu tratamento e
pelo tratamento das eventuais complica¢des que possam se apresentar durante o mesmo.

3. Todas as informag¢des da pesquisa serdo sigilosas. Ninguém divulgara o nome dos
participantes e os resultados dos exames identificados com o nome dos participantes, a ndo ser para
os pais ou responsaveis, no caso dos menores de idade. Se for solicitado por lei, somente o grupo de
estudo, o Ministério da Saade (Brasil) e os Comités de Etica terdo acesso as informagdes
confidenciais que identificam o paciente pelo nome. Vocé ndo sera identificado em qualquer
relatério ou publicag@o que resulte deste estudo.

4. Em caso de emergéncia, se vocé tiver qualquer davida com relagdo ao tratamento ou se
achar que estd ocorrendo algum problema relacionado ao estudo, vocé devera avisar ao médico
imediatamente.

5. Durante o acompanhamento vocé teré direito ao ressarcimento das despesas com transporte
para as visitas a unidade de saude relacionadas com a pesquisa.

6. As amostras de sangue ou outro material biolégico que serdo guardadas nos laboratorios dos
centros de referéncia s6 serdo utilizadas para novos estudos apds a aprovagdo dos respectivos
comités de ética em pesquisa e o sigilo sobre as informagdes particulares de cada pessoa que
participou da pesquisa sera mantido. Em cada centro serdo mantidas as informagdes de contato de
cada um dos pacientes dos quais foram obtidas as amostras caso haja necessidade de informa-lo
sobre novos resultados de exames realizados apos a finalizagdo do estudo que possam ser de
beneficio no cuidado da sua saude.

Dados de identifica¢cio do voluntario e do responsavel

Nome do paciente: Sexo: MO FO
Enderego:

Bairro: Cidade Estado:

CEP Telefone: ()

Responsavel Legal Sexo: MO FO

Grau de parentesco
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , antes de dar o
assentimento assinando este documento, entendi a pesquisa, os remédios que serdo utilizados, as
reagdes, os inconvenientes, 0s perigos e os eventos adversos que podem acontecer. Entendi também
que eu terei que vir para consultas e exames para o seguimento do meu tratamento. Eu conversei
diretamente com profissional de satde envolvido no estudo que respondeu todas as minhas
perguntas em relagdo ao estudo e voluntariamente aceito participar. Eu autorizo os pesquisadores a
utilizarem as anotagSes médicas a meu respeito para obterem a informagdo necessaria para avaliar a
cura e os efeitos adversos do tratamento que estd sendo estudado. Autorizo ainda que os
pesquisadores guardem minhas amostras de sangue e outros materiais obtidos durante este estudo
para a realizagdo de pesquisas, para serem realizadas ap0s,a finalizagdo do presente estudo.

Eu ndo quero participar deste estudo e ndo assinei o assentimento abaixo.

Nome do voluntério Assinatura ou impressio digital pai/mie ou do responsivel legal pelo menor

/ / as horas
Data Hora

Eu aceito participar deste estudo e por isto assinei o assentimento abaixo.

Nome do voluntério Assinatura ou impressdo digital pai/mée ou do responsavel legal pelo menor
4 / as horas

Data Hora

Caso o paciente ndo seja alfabetizado, uma testemunha independente, se possivel identificada
pelo paciente, e que ndo seja o pai/mde ou representante legal, deve estar presente durante todo o
processo de obtengdo do termo de assentimento. De qualquer forma, o voluntério participanté deve
fornecer sua digital no campo de assinatura acima.
Declaracao da testemunha:

Eu presenciei a explicagdo acima descrita, posso confirmar a oportunidade concedida ao
voluntario de fazer perguntas e a assinatura do mesmo.

Nome da testemunha Assinatura ou impressio digital da testemunha

/ / as horas
Data Hora

Declaracéio do investigador:

Eu expliquei o objetivo deste estudo ao voluntario. No melhor do meu conhecimento, ele
entendeu o objetivo, procedimentos, riscos e beneficios deste estudo. Declaro também que o
paciente recebeu uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Nome do investigador Assinatura do investigador

/ / as horas

Data: 24-05-2010 4

Prof. Dr. Carlos Ernando da Silva
Comité de Etica em Pesquisa - UFP|
COORDENADOR
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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Titulo da pesquisa: Estudo multicéntrico de eficacia e seguranga dos farmacos recomendados para o

tratamento da leishmaniose visceral no Brasil

Pesquisadores responsaveis: Carlos Henrique Nery Costa e Dorcas Lamounier Costa
Telefone e Fax: (86) 3221 2424
e-mail: secretariaidtnp@gmail.com

INFORMACOES AOS PAIS OU AO RESPONSAVEL LEGAL DE VOLUNTARIOS MENORES DE 18 ANOS

Estamos convidando o seu (sua) filho(a) ou o menor sob sua responsabilidade para participar
como voluntario de um projeto de pesquisa desenvolvido por pesquisadores desta e de outras
instituicdes brasileiras. A pesquisa tem como objetivo comparar os efeitos de cura e os efeitos
indesejados dos principais medicamentos disponiveis para o tratamento da leishmaniose visceral no
Brasil.

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, é uma doenga causada por um
microbio chamado leishmania que infecta o ser humano por meio da picada de um inseto chamado
fleb6tomo (também conhecido como mosquito palha). O doente apresenta febre, palidez,
emagrecimento, cansaco e crescimento do abdome. O diagnostico é feito pelo exame do material da
medula 6ssea, que € a parte interior de um dos ossos do corpo, geralmente da bacia ou do térax. O
diagnoéstico pode também ser feito por exame de sangue.

A doenga tem cura, mas pode ser grave e pode matar se ndo for tratada. No Brasil, o
tratamento € fornecido pelo Ministério da Satde, sem custo para o paciente. O medicamento mais
usado é o antimoniato de meglumina (0 nome comercial é Glucantime). Existem outros dois
medicamentos chamados Anfotericina B desoxicolato e Anfotericina B lipossomal e a escolha de
qual deles serda usado depende do estado de saide geral de cada paciente porque todos os
medicamentos até hoje desenvolvidos para o tratamento da leishmaniose visceral tém algum efeito
indesejado ou ndo podem ser usados se o paciente tem determinados problemas de satde.

No Brasil, faltam pesquisas completas que comparem as vantagens e as desvantagens destes
medicamentos. E preciso comparar para saber quais os que curam melhor e causam menos
problemas ao paciente ou se todos tém o mesmo efeito. E por isto que o Ministério da Satide chamou
pesquisadores de varias institui¢des de pesquisa e ensino do Brasil e esté4 financiando este estudo.

Descricio do estudo

Serdo convidados para participar desta pesquisa homens, mulheres e criangas com mais de seis
meses e menos de 50 anos, com diagnéstico de leishmaniose visceral atendidos nos Centros de
Referéncia para leishmanioses que participam do estudo. N#o poderdo participar da pesquisa,
pacientes menores de seis meses de idade ou maiores do que 50 anos. Também ndo poderdo
participar mulheres que estejam amamentando ou gestantes e pacientes que tenham alguma condi¢do
clinica que ndo permita o uso de um dos medicamentos que serdo estudados.

E importante para a pesquisa que os grupos de pacientes que vdo receber cada um dos trés
tipos de medicamentos sejam compostos por pacientes com caracteristicas parecidas, como idade,
tempo de doenga e outras. Para que isto acontega, foi preparada uma lista por sorteio. Somente no

Data da modificagdo 24-05-2010 . 1
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Comité de Etica em Pesquisa - UFP}
COORDENADOR



TCLEZ - verséo 1.0 - Estudo muilticéntrico de eficacia e seguranca dos farmacos recomendados para o
tratamento da leishmaniose visceral no Brasil.

momento de receitar é que o médico e o paciente ficam sabendo qual o medicamento que o paciente
vai receber.

Assim, o seu (sua) filho (a) ou o menor sob sua responsabilidade podera receber um dos
quatro tratamentos, todos eles administrados pela veia: 1) Glucantime, que é o medicamento mais
para pacientes com leishmaniose visceral e que é administrado por 30 dias; 2) desoxicolato de
anfotericina, por 14 dias, em dias alternados ou 3) anfotericina B lipossomal, por sete dias seguidos.
O tratamento sera completamente supervisionado no hospital, hospital dia ou por equipes de
atendimento domiciliar devidamente capacitadas.

O paciente serd acompanhado através de exame clinico e de exames laboratoriais até seis
meses apds o tratamento, nos dias 3, 7, 14, 21, 30, 60, 90 e 180. E muito importante que vocé
considere se aceita participar.do estudo em-todas estas datas, até o final.

Riscos possiveis

Os possiveis riscos da participagdo no estudo estdo principalmente relacionados as reagdes
adversas que podem acontecer com cada um dos medicamentos.

No caso da anfotericina B, no momento da aplicagdo do medicamento, podem ocorrer
elevagbes da temperatura, calafrios, falta de apetite, nduseas e irritagdo na veia em que esta sendo
aplicado o medicamento. Estas reagdes podem ser evitadas ou tratadas com outros medicamentos.
QOutros efeitos colaterais podem aparecer durante o tratamento: anemia, alteragdes do rim, baixa de
potassio e alteragdes no coragdo. O paciente serd acompanhado antes e durante todo o tratamento
com a realizagdo de provas de fungdo renal, hemograma e eletrocardiograma. Para realizar os
exames de sangue havera necessidade de extrair sangue da veia como se faz rotineiramente durante o
acompanhamento dos pacientes com leishmaniose visceral independentemente de que estejam ou
ndo participando de um projeto de pesquisa. Portanto, a quantidade de sangue extraida ndo serd
maior pelo fato do paciente participar do projeto.

Os eventos adversos mais freqiientes com o tratamento com antimoniato de meglumina
(Glucantime) sdo dores nas articulagdes e dores musculares, falta de apetite, nauseas, vomitos, dor
abdominal e dor no local da aplicagdo. Outras reagdes sdo menos freqiientes, como febre e alteragdes
do coragdo, rins, figado e pancreas. Os pacientes serdo acompanhados por meio de exames clinicos e
laboratoriais e receberdo o tratamento adequado se surgirem reagdes causadas pelo medicamento.

Armazenamento de amostras biolégicas para uso em pesquisas futuras

As amostras de sangue, soro e medula dos ossos que serdo utilizadas para confirmar o
diagnostico da leishmaniose visceral serdo guardadas nos laboratérios dos centros de referéncia para
que possam ser utilizados em novas pesquisas que precisem de amostras de pacientes com
diagnostico confirmado de leishmaniose, principalmente para desenvolver novos métodos de
diagnostico que permitam facilitar o cuidado aos pacientes que sofrem de leishmaniose visceral no
Brasil e em outras partes do mundo.

Esclarecimentos sobre garantias aos pacientes que aceitarem participar do estudo.

1. Vocé pode pedir esclarecimento aos profissionais de saiide, em qualquer momento, se tiver
alguma duvida em relag@o a participag@o na pesquisa, ou sobre riscos, beneficios e resultados.

2. A participagdo do seu (sua) filho(a) ou do menor sob sua responsabilidade nesta pesquisa ¢
totalmente voluntdria. Se vocé ndo quiser mais participar da pesquisa vocé pode retirar seu

A %
 Dr. Carlos Effiando da Sitva

Comité de Etica em Pesqisa - UFPI
COORDENADOR
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consentimento a qualquer momento. Isto nfo vai trazer nenhum prejuizo ao atendimento rotineiro, a
que tem direito na unidade de satide aonde vem sendo tratado. Os responsaveis pelo estudo poderdo
interromper a participagdo dos pacientes voluntarios neste estudo se eles acharem que esta seja a
melhor conduta para vocé, nesse caso o médico responsavel pelo seu tratamento informara a vocé
oportunamente sobre essa decisfio e sobre as alternativas que serdo oferecidas para continuar o seu
tratamento. Este estudo também pode ser interrompido pelo Ministério da Saade, nesse caso vocé
também sera informado oportunamente sobre essa decisdo e continuard recebendo tratamento na
unidade de satude onde vem sendo tratado. O centro de atendimento onde vocé sera tratado assume a
responsabilidade pelo seu tratamento e pelo tratamento das eventuais complicagdes que possam se
apresentar durante o mesmo.

3. Todas as informagdes da pesquisa serdo sigilosas. Ninguém divulgard o nome dos
participantes e os resultados dos exames identificados com o nome dos participantes, a ndo ser para
os pais ou responséveis, no caso dos menores de idade. Se for solicitado por lei, somente o grupo de
estudo, o Ministério da Sande (Brasil) e os Comités de Etica terdo acesso as informagdes
confidenciais que identificam o paciente pelo nome. Vocé ndo serd identificado em qualquer
relatorio ou publicag@o que resulte deste estudo. i ’ )

4. Em caso de emergéncia, se vocé tiver qualquer davida com relagdo ao tratamento ou se
achar que esta ocorrendo algum problema relacionado ao estudo, vocé devera avisar ao médico
imediatamente.

5. Durante o acompanhamento vocé tera direito ao ressarcimento das despesas com transporte
para as visitas & unidade de satde relacionadas com a pesquisa.

6. As amostras de sangue ou outro material biolégico que serdo guardadas nos laboratérios dos
centros de referéncia s6 serio utilizadas para novos estudos apés a aprovagio dos respectivos
comités de ética em pesquisa e o sigilo sobre as informagdes particulares de cada pessoa que
participou da pesquisa serd mantido. Em cada centro serfio mantidas as informagdes de contato de
cada um dos pacientes dos quais foram obtidas as amostras caso haja necessidade de informa-lo
sobre novos resultados de exames realizados apés a finalizagdo do estudo que possam ser de
beneficio no cuidado da sua saude.

Observagdes complementares
Se vocé tiver alguma consideragdo ou davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato:
Comité de Etica em Pesquisa — UFPI - Campus Universitario Ministro Petronio Portella -
Bairro Ininga. Centro de Convivéncia L09 e 10- CEP: 64.049-550. Teresina—PI.
Tel.: (86) 3215.5734. email: cep.ufpi@ufpi.br . web: www.ufpi.br/cep

Dados de identifica¢io do voluntirio e do responsavel

Nome do paciente: Sexo: MO FO
Enderego:

Bairro: Cidade Estado:

CEP Telefone: ()

Responsavel Legal Sexo: MO FO

Grau de parentesco

Data da modificagfio 24-05-2010 3

(el
Prof. Dr. Carlos Brfiando da Silva

Comité de Etica em Pesquisa - UFPI
COORDENADOR
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , antes de dar o
consentimento assinando este documento, afirmo que fui suficientemente informado(a) de todo o
estudo e dos tratamentos que serdo utilizados, os inconvenientes, os perigos e os eventos adversos
que podem acontecer. Eu conversei diretamente com profissional de saide envolvido no estudo que
respondeu todas as minhas perguntas satisfatoriamente em relagdo ao estudo e voluntariamente
autorizo o meu filho (a) ou o menor sob minha responsabilidade a
participar da pesquisa. Eu autorizo os pesquisadores a utilizarem as anota¢cdes médicas do meu
(minha) filho(a) ou do menor sob minha responsabilidade para obterem a informag&o necessaria para
avaliar a eficacia e os efeitos adversos do tratamento que esta sendo estudado. Autorizo ainda o
armazenamento de amostras biolégicas obtidas durante este estudo para a realizagdo de pesquisas a
serem realizadas apds a finalizagdo do presente estudo. Tenho conhecimento que a minha
cooperagdo em acompanhar o voluntirio com os compromissos marcados (consultas, exames) é
essencial para o éxito do projeto.

Nome do voluntério Assinatura ou impressio digital pai/mie ou do responsével legal pelo menor

/ / as horas

Declaracio da testemunha:
Eu presenciei a explicag@o acima descrita, posso confirmar a oportunidade concedida ao

voluntério de fazer perguntas e a assinatura do mesmo.

Nome da testemunha Assi) ou impr digital da h

Declaracio do investigador:
Eu expliquei o objetivo deste estudo ao voluntario. No melhor do meu conhecimento, ele
entendeu o objetivo, procedimentos, riscos e beneficios deste estudo. Declaro também que o

paciente recebeu uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Nome do investigador Assinatura do investigador

Data da modificagdo 24-05-2010 4
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ANEXO E: Questionario estruturado para informacgdes clinicas

Ficha admissional

Iniciais do Paciente: N° Prontuério IDTNP: Idade:

Data de nascimento: [/ Data admissao: [/

Data da avaliacdo: _ / / Sexo: (1= feminino; 2=masculino)
Procedéncia(UF): Zona: (urbana=1; 2=rural)
Municipio de residéncia: Informante:

Histéria Clinica Atual

Descrever o quadro clinico atual com as manifestaces que indicam suspeita de LV:

Tempo de doenga: _ dias

Perda de peso: (0= ndo; 1=sim) Peso perdido: _ Kg
Febre:_ (0=ndo; 1= sim); Duracdo da febre:  dias
Calafrios:__ (0= né&o; 1=sim)

Palidez:_ (0= nao; 1=sim)

Apatia.__ (0= néo; 1=sim)

Agitacdo/irritabilidade: (0= né&o; 1=sim)



Fadiga/astenia:___ (0= n&o; 1=sim)

Vomitos: (0= ndo; 1=sim)

Sonoléncia:___ (0=nao; 1=sim)

Insbnia:___ (0=ndo; 1=sim)

Inapeténcia:___ (0=nao; 1=sim)

Aumento do volume abdominal:__ (0= ndo; 1= sim)

Diarreia:___ (0=ndo; 1=sim)

Constipacdo: (0= néo; 1=sim)

Dor abdominal:__ (0= n&o; 1= sim)

Tosse:_ (0= ndo; 1=sim)

Dispneia:___ (0= ndo; 1=sim)

Sim | Né&o Descrigdo

Pele e faneros: 0 O
Musculo-esquelético: 0 0
Cabeca, olhos, ouvidos, nariz e | [ 0
garganta:
Cardiovascular: 0 0
Respiratdrio: 0 0
Gastrointestinal: 0 0
Hepatico: O O
Geniturinério: 0 0
Hematoldgico: 0 0
Neurolégico: 0 0
Psiquiatrico: O 0
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Neoplasias: O 0
Diabetes: 0 0
Esta em uso de medicagédo? 0 0

Se sim anotar na descri¢ao

Apresenta qualquer alergia a 0 0
medicamentos?

Se sim especificar e detalhar

Data da Gltima menstruagdo: _ / / (sexo feminino).

Alteracdo na cor daurina;___ (0= ndo; 1=sim)
Oligaria:____ (0=ndo; 1=sim)

Alopécia:___ (0= ndo; 1=sim)

Edema: (0= ndo; 1=sim)

Petéquias:___ (0=ndo; 1=sim)
Equimoses:___ (0= ndo; 1=sim)
Epistaxes:_ (0= ndo; 1=sim)

Sangramento gengival: (0= ndo; 1= sim)
Sangramentos em locais de pun¢do: (0= ndo; 1=sim)
Sangramento digestivo: (0= ndo; 1= sim)
Hematuria macroscopica:__ (0=ndo; 1= sim)

Histdria Pregressa

Cirurgias prévias:___ (0= néo; 1= sim) Especificar:

Doencas da infancia:____ (0= ndo; 1= sim) Especificar:

Outras doencas da pregressas:___ (0= nao; 1= sim) pecificar:




Recebeu hemoderivados: (0= ndo; 1= sim) Especificar:

Hospitalizagdes:

Outros:

Histéria de Leishmaniose Visceral

(0= néo; 1= sim) Especificar:

(0= néo; 1= sim) Especificar:

Tempo de vida em &rea endémica de leishmaniose visceral: anos meses
Tempo desde o inicio dos sintomas: (dias)
Local provavel de infec¢do (comunidade, cidade e estado):
EXAME FiSICO
Sinais vitais, peso e altura:
Pulso: bpm FR: irpom TAX:  °C PA: mmHg
Peso: Kg  Altura: cm TAX méaxima na internacao: °C
Aparelhos Normal | Anormal | Descricdo dos achados de exame
fisico
Estado Geral: O 0
Ocular: 0 0
Otorrinolaringoldgico: 0 0
Cardiovascular: 0 0
Pulmonar/Respiratério 0 0
Linfonodos: 0 O
Abdomen: 0 0
Musculo-esquelético: 0 0
Neuroldgico: 0 0
Pele e faneros 0 0
Outros (especificar):
Sintomas: (O=ausente;l=presente)
Fraqueza:  :perdadepeso:  ;anorexia:___ ;nauseas. __ ;Vomitos: ;
diarreia;_ ;dorabdominal:___ ;epistaxe:____; outros:
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Especificar outros sintomas:

Sinais: (O=ausente;1=presente)

Mucosas hipocoradas:___; ictericia: ; hepatomegalia: ; esplenomegalia:
Sangramentos: ; edema: : outros: (especificar: )
Baco: cm do BCE Figado: cm do BCD

Descricéao de outras Alteracgdes ou achados relevantes:

Terapéutica utilizada: 0. Ndo 1.sim
Terapia de suporte:
Antibiéticos: ; concentrado de hemaécias: ; plaguetas: ; plasma:

Vitamina K: ; outros: (especificar: )

Terapia especifica anti- Leishmania:

Antimonial de N metil glutamina: : anfotericina B lipossomal: ; terapia
combinada:

Complicacdes: 0. Nao 1.sim

Infeccdo urinéria: ; insuficiéncia renal: ; infecgdo cutanea: ; Sepse: ;
hemorragia: ; convulsdes:

Evolucéo clinica:

Tempo de febre apo6s inicio da terapia:___ (dias)



Evolucéo Clinica — Visitas de Seguimento do estudo

Iniciais do Paciente: N° Prontuario IDTNP: Idade:
Data de nascimento: _ / /  Dataadmissdo: /[
Datadaavaliacdo: _ / /  Sexo:__ (1= feminino; 2=masculino)
Procedéncia(UF):_ Zona:_ (urbana=1; 2=rural)

Municipio de residéncia: Informante:
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Evolucdo desde a ultima avaliacdo: queixas, uso de medicacdo. Anotar principais achados

clinicamente significativos:

EXAME FISICO

Sinais vitais, peso e altura:

Pulso: bpm FR: irpm/min  Temp.axilar: °C PA:
mmHg Peso: Kg  Altura: cm

Avaliagdo Clinica:
Sintomas: (O=ausente;1=presente)

Fraqueza: : perda de peso: ; anorexia: ; nauseas: ; voémitos:
diarreia: ; dor abdominal: ; epistaxe: ; outros:

Especificar outros sintomas:

Sinais: (O=ausente;1=presente)

Mucosas hipocoradas: ___; ictericia: ; hepatomegalia: ; esplenomegalia:
Sangramentos: ; edema: : outros: (especificar:
Baco: cm do BCE Figado: cmdo BCD

Avaliacdes clinicas do quadro de Leishmaniose Visceral e seu seguimento:

Avaliacéo referente ao 30° dia de tratamento:

Interpretacéo geral do tratamento: () Melhora clinica ( ) Falha terapéutica precoce




Avaliagéo referente aos 60° e 90° dias de tratamento:

Interpretacdo geral do tratamento: () Melhora clinica ( ) Recidivade LV

Avaliacdo final referente 180° dia de tratamento: ( ) Cura

() Falha terapéutica precoce ( ) Recidivade LV () Perda de seguimento

Assinatura e carimbo do Médico
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ANEXO F: Cronograma de avaliacao laboratorial
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Exame laboratorial Diazero | 7°dia | 1l4°dia | 21°dia | 30°dia | 180°dia
Hemograma com X X X X X X
plaquetas
Pcr X
Proteinas totais X X
Albumina X X
Amilase X X X X
Lipase X X X X
Sumério de urina X X
Ast X X X X X
Alt X X X X X
Creatinina X X X X X
Tempo de protombina X X X X X
Bilirrubinas X X X X X
Parasitologico de fezes X
Urocultura X
Hemocultura X
Rx de tdrax X




