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RESUMO

Introducdo: A leishmaniose visceral (LV) ou calazar ¢ uma protozoose causada pela
Leishmania infantum nas Américas e pela Leishmania donovani no subcontinente
indiano e no leste da Africa, regides em que a doenca é endémica. Os pacientes com a
doenca grave além das manifestacbes classicas como febre, anemia e
hepatoesplenomegalia apresentam um quadro inflamatdrio intenso, sangramento e
infeccdes. No Brasil, entre 5 a 10% dos pacientes com LV apresentam desfechos fatais.
Entender a patogénese da doenca em sua forma grave é importante para o
desenvolvimento e a aplicacdo de novas terapias. Objetivo geral: Verificar o papel da
medula éssea (MO) e do sangue periférico (SP) na patogénese da LV, em particular, da
doenga grave. Metodologia: O presente estudo envolveu 29 pacientes com LV
sintomatica (grupo LV), 12 pacientes com suspeita clinica inicial mas sem confirmagéo
de LV (grupo sem LV/controle ndo saudavel) e 12 pacientes infectados com Leishmania
e HIV (grupo Leishmania/HIV). Os pacientes foram avaliados quanto aos parametros
clinicos, laboratoriais, imunofenotipagem e expressdo de citocinas por leucocitos, além
da dosagem de citocinas plasmaticas e do sobrenadante da MO. Resultados. Pacientes
com LV apresentaram aumento dos linfocitos B e neutropenia no SP, aumento dos
linfécitos T CD4 no SP e na MO quando comparados aos controles ndao saudaveis. Com
relacdo as citocinas circulantes, pacientes com LV apresentaram niveis elevados de IL-6
e IL-10 no SP quando foram comparados ao grupo controle, enquanto que na MO foram
registrados niveis elevados de IL-6, IL-10, INFy, TNFa e IL-1B. No que diz respeito a
expressao de citocinas pelos leucécitos, os mondcitos do SP de pacientes com LV
produziram significativamente mais I1L-10 quando comparados ao grupo controle. O
aumento na expressao de IL-6 por linfocitos B, mondcitos e linfécitos T CD8 foi
observado apenas no SP de pacientes com LV quando comparados ao grupo controle.
Células T CD4 apresentaram maior expressdo de IL-6 no SP e na MO. Os dados desta
pesquisa também permitem sugerir que pacientes com probabilidade de morte acima de
15% podem ser considerados mais graves porque apresentaram niveis mais elevados de
IL-6. Linfocitos T CD8IL6" e T CD4'IL6" apresentaram correlagdo positiva com 0s
niveis plasmaticos de IL-6 e com a probabilidade de morte. Pacientes sem LV, com LV
e coinfectados apresentaram niveis significativamente mais elevados de CXCL-8 na

MO quando comparado ao SP. Os niveis de TNFa e IL-12 em pacientes coinfectados



foram elevados no sangue periférico e na medula déssea. Houve um aumento na
%CD14"TNFa' e %CD14"1L6" no SP de pacientes coinfectados quando comparados
aos pacientes com LV. Elevagdo da %CD14"1L-10", %neutréfilos IL-6" e %TCDS8"IL-
6" no SP quando comparado a MO em pacientes coinfectados. Conclusio: Os
resultados obtidos nesta pesquisa permitem sugerir que os leucocitos, principalmente os
linfocitos T, quando presentes na MO exercem atividade regulatéria porque apenas no
SP foi registrado expressdo significativa de I1L-6 pelas células T, que tem atividade
inflamatéria e estd correlacionada com gravidade da doenca. Nos pacientes
coinfectados, os niveis elevados de IL-12 e TNFa sugerem ativacao dos linfécitos T. O
estimulo para o aumento na sintese de IL-6 na corrente sanguinea, um importante
parametro de gravidade, parece ndo ter origem na medula éssea em pacientes com LV e
coinfectados. Assim, outros Orgaos parasitados, como 0 bago, podem desempenhar

papel decisivo na doenca grave.
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ABSTRACT

Introduction. Visceral leishmaniasis (VL) or calazar is a protozooan disease caused by
Leishmania infantum in Americas and Leishmania donovani in Indian subcontinent and
in East Africa, regions where the disease is endemic. Patients with severe disease
present classical manifestations as fever, anemia and hepatosplenomegaly associated
with an intense inflammatory condition, presence of bleeding and infections. In Brazil,
5 to 10% of patients with VL presented fatal outcome. To understand the severe disease
pathogenesis is important to the development and application of new therapies. General
Objective. Verify the bone marrow (BM)’s and peripheral blood (PB)’s role in VL
pathogenesis, in particular, of severe disease. Methodology. The present study was
composed by 29 patients with symptomatic VL (VL group), 12 patients with initial
clinical suspicion of VL but without VL infection confirmation (no VL group/non
healthy group) and 12 patients infected with Leishmania and HIV (Leishmania/HIV
group). Patients were evaluated for clinical and laboratorial parameters,
immunophenotyping and cytokine expression by leukocytes, besides plasmatic
cytokines and bone marrow supernatant dosage. Results: VL patients presented B
lymphocytes increase and neutropenia in PB, T CD4 Lymphocytes increase in PB and
BM when compared to non-healthy controls. With respect to circulating cytokines, VL
patients presented higher levels of IL-6 and IL-10 in PB when compared to control
group, while in BM higher levels of IL-6, IL-10, INFy, TNFa and IL-1 were recorded.
Concerning to cytokine expression by leukocytes, VL patients PB monocytes produced
significantly more IL-10 when compared to control group. The increase in IL-6
expression by B lymphocytes, monocytes and T CD8 Lymphocytes was observed only
in VL patient’s PB when compared to control group. T CD4 cells presented higher 1L-6
expression in PB and BM. This research data also permit to suggest that patients with
death probability above 15% can be considered more severe because they presented
higher levels of IL-6. T CD8'IL6" and T CD4'IL6" Lymphocytes presented positive
correlation with I1L-6 plasmatic levels and death probability. No VL, VL and co-infected
patients presented significantly higher levels of CXCL-8 in BM when compared to PB.
TNFa and IL-12 levels in co-infected patients were high in peripheral blood and bone
marrow. There was an increase of %CD14"TNFa" and %CD14°IL6" in PB of co-
infected patients when compared to VL patients. %CD14"1L-10", %neutrophils IL-6"
and %TCDS8’IL-6" elevation in PB when compared to BM of co-infected patients.



Conclusion. The obtained results in this research allows to suggest that leucocytes,
mainly T lymphocytes, when present in BM, they exercise regulatory activities because
it was recorded, only in PB, significant IL-6 expression by T cells, that has
inflammatory activity and it is related with disease severity. In co-infected patients, IL-
12 and TNFa high levels suggest T lymphocytes activation. The stimulus to IL-6
syntheses increase in blood flow, an important severity parameter, it seems to have no
origin in VL and co-infected patients’ bone marrow. Thus, other parasitized organs, like

spleen, they may play a decisive role in severe disease.

Key words: severe visceral Leishmaniasis, systemic inflammation, IL-6, IL-10.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar € uma protozoose causada pela
Leishmania infantum, presente nas Ameéricas, e pela Leishmania donovani,
caracteristica de Bangladesh, India, Nepal e leste da Africa. A transmissdo acontece
durante o repasto sanguineo da fémea infectada do flebotomineo. A cada ano, sdo
estimados entre 200 a 400 mil novos casos da doenca. Dessa estimativa, 90% dos novos
casos ocorrerdo em Bangladesh, Brasil, Etiopia, Iindia, Suddo e Sud&o do Sul (WHO,
2016). No subcontinente indiano foram registradas taxas de letalidade variaveis de 1,5%
em Bangladesh a 2,4% na India e a 6,2% no Nepal (ALVAR et al., 2012). Na América
Latina, 90% dos casos de LV ocorrem no Brasil (BRASIL, 2014), com taxa de
mortalidade entre 5 e 10% (WERNECK et al., 2003; COSTA, 2009; DE QUEIROZ
SAMPAIO et al., 2010).

Na LV, os parasitas integros estdo presentes, quase que exclusivamente, no
interior dos macrofagos localizados na medula dssea, baco, figado (CARTWRIGHT;
CHUNG; CHANG, 1948), linfonodos (GHOSH et al., 1996) e intestino (MUIGAI et
al., 1983). Nesses 6rgdos ha formacdo e manutencdo da resposta imunolégica da LV e
para tal, o fluxo de linfécitos T CD4 no sangue periférico segue em direcdo a esses
orgaos, principalmente baco (DOS-SANTOS et al., 2014). O sangue periférico durante
doenca ativa seria, portanto, uma miscelanea de todos os eventos imunol6gicos que
acontecem nos 6rgdos parasitados. E importante considerar que alguns 6rgdos podem

contribuir em uma maior intensidade com a gravidade da doenca.

O sistema imunoldgico participa da patogénese da LV através de mecanismos
complexos em que ha participacdo da resposta inata e adquirida. Pacientes com doenca
ativa apresentam niveis elevados de diversas citocinas com funcdes diferentes e
contrarias, em alguns casos. A resposta imune adquirida do tipo Thl, que promove a
ativacdo dos macrofagos por elevar INF-y, prevalece em pacientes curados (AWASTHI;
MATHUR; SAHA, 2004). A resposta Th2 na LV ativa pode ser evidenciada pela
hipergamaglobulinemia evidente na maior parte dos pacientes (PERUHYPE-

MAGALHAES et al., 2005). No entanto, outros mecanismos imunossupressores ou de
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evasdo imune podem contribuir com para a patogénese de LV (NYLEN; SACKS,
2007).

A doenga pode ser classificada de acordo com a gravidade em pacientes com
LV grave e ndo grave. Na LV ndo grave estdo presentes os sinais classicos da doenca
como febre, anemia e hepatoesplenomegalia (LIMA, 2015), enquanto que na doenca
grave, além dos sinais classicos, os pacientes apresentam edema, ictericia, sangramento
e infeccOes. A presenca desses sinais aumenta a probabilidade de morte em pacientes
com LV (COSTA et al.,, 2010;COSTA et al.,, 2013). A letalidade em pessoas com
calazar associa-se a coagulacédo intravascular disseminada e as manifestacfes graves da
doenga, como a presenca de sangramento (COSTA et al, 2013). As infeccOes
bacterianas adquiridas sdo consideradas secundarias & imunoparalisia coexistindo em
pacientes com LV, portanto, um perfil inflamatério e imunossupressor (COSTA et al.,
2010). A imunossupressdo tem sido atribuida, principalmente aos altos niveis de 1L-10
encontrados na LV (NYLEN et al., 2007).

A medula 6ssea € um 6rgdo imune regulatério, responsavel pelo processo
hematopoiético (ZHAO et al., 2012), no entanto, até o presente momento ndo existem
relatos cientificos que descrevam o papel desse 6rgdo na LV grave. Existem parametros
de gravidade descritos para o sangue periférico como, por exemplo, a concentracdo de
IL-6 (COSTA et al., 2013; DOS SANTOS et al., 2016). As citocinas IL-6, CXCLS,
INF-y, TNF-a e IL-1B no sangue periférico apresentaram correlacdo com a gravidade da
LV (COSTA et al., 2013) e niveis acima de 200 pg/mL de IL-6 estdo mais fortemente
associados & morte (DOS SANTOS et al., 2016). Pacientes com LV grave
aparentemente apresentam quadro imune semelhante ao observado na sepse (COSTA et
al., 2010), igualmente caracterizada por niveis mais elevados de IL-6, CXCL8 e IL-10
(MACDONALD et al., 2014). Os niveis dessas citocinas ndo foram analisados na
medula 6ssea e tampouco ocorreu analise da expressao de citocinas pelos leucdcitos na
medula 6ssea e no sangue periférico de pacientes com LV. Entender a atividade das
células na intimidade dos 6rgdos parasitados, bem como no sangue periférico, €
importante para compreender a doenga, tendo em vista que a atividade celular em
humanos com leishmanioses muda em funcdo do quadro clinico (CARDOSO et al.,
2015) e do local do organismo em que a célula esté localizada (GAUTAM et al., 2014).
A presente pesquisa procurou esclarecer o grau de participagdo da medula 6ssea na
modulagéo da resposta imune durante a infec¢do por L. infantum. Investigou ainda se e

como a medula 0ssea estaria envolvida na imunossupressao especifica, capaz de induzir
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as respostas inibidoras da imunidade celular e, além disso, se ela comporia
originalmente a resposta inflamatoria sistémica exagerada, a qual, em Gltima instancia,

aparenta ser a responsavel pelas principais manifestacdes clinicas da LV.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Quadro clinico e laboratorial na LV

211LV

Na LV, os pacientes apresentam grande variabilidade em seu quadro clinico, o
que permite classificar a doenca de acordo com a gravidade. A presenca de febre e
hepatoesplenomegalia sdo sinais classicos da doenca (COSTA et al., 2010; CHANDRA,;
CHANDRA,; KAUSHIK, 2013). Em um estudo detalhado, foi possivel caracterizar
pacientes com LV, no qual ndo se observa a presenca de ictericia, acometimento renal e
sangramentos. Esses pacientes apresentaram palidez cuténea e de mucosas, fraqueza,
adinamia, relato de perda ponderal, lifonodomegalia e anorexia, além da febre e
hepatoesplenomegalia. A maioria dos pacientes (69,4%) apresentou neutropenia leve,
88,9% apresentou um valor médio de 97.611 plaguetas/mm? e 91,7% com valor médio
de hemoglobina de 8,6 g/dL (LIMA, 2015). Esses parametros sdo condizentes com um

quadro ndo grave de LV.

2.1.2 LV grave

A presenca de sepse, faléncia respiratoria, edema, tosse, vomito, infeccdes
bacterianas, diarreia, convulsdes, adinamia, inapeténcia, sonoléncia, sdo observados em
pacientes com LV grave (COSTA, 2009; BELO et al. 2014). A faixa etaria merece
igualmente atencdo, porque principalmente os lactentes com menos de 1 ano e 0s
adultos entre 50 e 60 anos, assim como os co-infectados com HIV, apresentaram maior
letalidade (COSTA, 2009; COURA-VITAL et al. 2014). A gravidade do quadro clinico

da LV pode estar relacionada com o desenvolvimento de uma resposta inflamatoria
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sisttmica que contribui com anormalidades na hemostasia (COSTA, 2009). Os
distdrbios da coagulacdo sdo relevantes porque quanto maior o numero de sitios de
sangramentos apresentados pelos pacientes, maior serd gravidade da LV (COSTA et al.,
2013). Essa situacdo clinica associada a imunoparalisia é propicia para a instalagdo de
infeccbes bacterianas (COSTA et al.,, 2010), complicacdo que aumenta a taxa de
mortalidade (SARKARI et al., 2016).

Pacientes com LV apresentam anemia com niveis de hemoglobina variando de
7-10 g/dL (VARMA; NASEEM, 2010), embora niveis abaixo de 7g/dL possam ser
observados, principalmente, em pacientes com doenca grave e que foram a 6bito, assim
como plaquetopenia, com plaquetas abaixo de 50.000/mm?®, insuficiéncia renal e
leucopenia (< 1500 leucécitos/mm3) (COSTA, 2009). A neutropenia grave (< 500
neutréfiloss/mm®) foi associada com carga parasitaria elevada (CASTRO, 2011) e
aumenta o risco de morte, porque 0s pacientes se tornam mais suscetiveis as infeccoes
bacterianas (BELO et al., 2014). A principal causa do desenvolvimento da pancitopenia
é atribuida ao hiperesplenismo (VARMA; NASEEM, 2010). A existéncia de correlacédo
negativa da extensdo do baco com os parametros hematimétricos reforca a hipdtese
segundo a qual a captacdo esplénica de glébulos vermelhos, plaquetas e macréfagos
opsonizados teria importante papel na definicdo da pancitopenia (COSTA, 2009). No
entanto, a medula 6ssea pode contribuir com esse quadro (CARTWRIGHT; CHUNG;
CHANG, 1948).

Outras alteracdes laboratoriais indicam a presenca de inflamacdo em pacientes
com LV: os niveis elevados de proteina C reativa e do VHS. Pacientes com
acometimento  hepético apresentam  niveis elevados de bilirrubina, das
aminotransferases hepaéticas, da fosfatase alcalina, prolongamento do TAP (tempo de
acao da protrombina) e hipoalbuminemia. Em casos de acometimento renal, ha presenca
de hematuria, diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (COSTA, 2009) e elevacdo da
creatinina (CASTRO, 2011). Desta forma, é interessante ressaltar a relacdo entre o
quadro clinico e laboratorial de um paciente com LV com a replicagdo do parasita e

com 0s niveis das citocinas circulantes no plasma.

Além disso, a carga parasitaria, a parasitemia e a concentragdo de citocinas no
plasma como IL-1p, IL-6, CXCLS, IL-10, INFy, TNFa podem contribuir com alteragoes
no quadro clinico e nos exames laboratoriais (SENE, 2013). Por exemplo, portadores de

LV com menos de 20 anos e desnutridos apresentam niveis significativamente mais
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elevados de IL-1B, IL-12, TNFoa, hepatoesplenomegalia mais expressiva (COSTA,
2009), carga parasitaria mais elevada e maior gravidade da doenca (SILVA et al., 2014).

2.1.3 LV HIV

Pacientes co-infectados pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) e
Leishmania apresentam maior morbidade e letalidade, portanto a infeccdo desses
pacientes pelo virus pode ser considerado um pardmetro de gravidade (COSTA, 2009;
COSTA et al., 2010). No entanto, pacientes com LV que tiveram sangramento
apresentaram um score de gravidade maior do que dos pacientes co-infectados com HIV
(COURA-VITAL et al., 2014). Alem disso, a apresentacdo clinica da LV em pacientes
com HIV pode ser atipica em virtude da auséncia de febre e esplenomegalia, maior
tempo decorrido entre a admissao e a confirmacgdo diagndstica de LV, assim como um
maior tempo de hospitalizacdo e frequéncia de infec¢bes oportunistas (COSTA, 2009).
Somado a isso, estudos in vitro, utilizando tecidos linfoides, demonstraram que
Leishmania aumenta na producéo de HIV-1 através do aumento da producdo de TNFa e
IL-1a (ZHAO; PAPADOPOULOU; TREMBLAY, 2004).

2.2 Patogénese

2.2.1 Patologia

Na LV, estudos registraram a presenca do parasita integro em 6rgdos como
medula dssea, baco, figado (SOONG, T.; LI, 1948), linfonodos (GHOSH et al., 1996) e
intestino (MUIGAI et al., 1983). Esses 0Orgdos apresentam respostas diferentes a
Leishmania porque foram registradas diferencas quanto a carga parasitaria e a
velocidade de eliminacdo do parasita ap6s o tratamento (CARTWRIGHT, HUI-
LANCHUNG, NA CHANG, 1948). As analises histopatoldgicas registraram a presenga
de capilares sinusoides dilatados, além de um infiltrado de linfocitos, macrofagos
parasitados e células plasmaticas (VERESS et al. 1977; GHOSH et al. 1996; SEIXAS
DUARTE et al. 2008; DOS-SANTOS et al. 2014). O jejuno igualmente apresenta
macrofagos parasitados e um moderado infiltrado inflamat6rio composto de linfécitos e

células plasmaticas (MUIGAI et al., 1983). Entender a atividade de cada uma dessas



22

células na intimidade dos 6rgdos parasitados, bem como no sangue periférico, €
importante para compreender a doenca, tendo em vista que a atividade celular em
humanos com leishmanioses muda em funcdo do quadro clinico (CARDOSO et al.,
2015) e do local do organismo em que a célula esta localizada (GAUTAM et al., 2014).

2.2.2 Fisiopatologia

A infeccéo por Leishmania sp ocorre durante o repasto sanguineo da fémea de
Lutzomyia longipalpis e inicia a resposta imunologica na pele. Nesse local, 0s
neutrofilos, ap6s fagocitar o parasita, tornam-se apoptdticos porgue expressam
fosfatidilserina (PS) em sua membrana. Em seguida, células dendriticas identificam os
neutréfilos repletos de Leishmania apenas como células apoptéticas e promovem a
fagocitose. Por isso esse modelo de infeccdo ¢ conhecido como “cavalo de troia”
(RIBEIRO-GOMES; SACKS, 2012). O ndo reconhecimento inicial do parasita pelas
células dendriticas previne a ativacdo de linfocitos T CD4 até resolucdo da resposta
neutrofilica. Se CD4 fosse ativado iria produzir INFy que, por sua vez, estimularia a
atividade leishmanicida dos macréfagos (RIBEIRO-GOMES et al., 2012). No local da
infeccdo, promastigotas de Leishmania liberam fator quimiotatico ativo, derivado do
sobrenadante livre de parasita da cultura de L.aethiopica, que induz a migracdo de
polimorfonucleares mas ndo de macréfagos, principal célula hospedeira, e células
dendriticas. A CXCL8 produzida pelos neutréfilos recruta mais neutréfilos para o local
da infeccdo (VAN ZANDBERGEN et al., 2002).

As células infectadas podem migrar da pele para 6rgdos como figado, medula
0ssea, linfonodos e baco. Nesses 6rgaos, permanece a replicacdo do parasita. Estudos in
vitro demonstraram que Leishmania pode expressar fosfatidilserina (PS), assim 0s
macréfagos reconhecem esse parasita como células apoptéticas e realizam a fagocitose.
Em seguida, passam a sintetizar IL-10. Desta forma, os macréfagos, modulados pela
Leishmania, adquirirem um perfil regulatério/anti-inflamatério (DE FREITAS
BALANCO et al., 2001), como pode ser observado na Figura 01. A sintese de IL-10 é
um mecanismo igualmente passivel de ser usado para proteger o patdgeno, evitando a
sua eliminacdo (TRINCHIERI, 2007). Assim sendo, a expressao de PS pela Leishmania
inicialmente na pele e, posteriormente nos érgdos, somada aos niveis elevados de

imunoglobulinas, modulam a producédo de IL-10 pelos macrofagos, contribuindo para a
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persisténcia do parasita. Esse perfil regulatério dos macréfagos é acompanhado de uma
inibicdo da sintese de 6xido nitrico, de diminuigdo da expressdo de INFy e da produgédo
de perdxido de hidrogénio e superdxido (KUMAR et al., 2001), além de falha na sua
funcdo como célula apresentadora de antigenos em razdo da baixa expressdo de CD54 e
HLA-DR (ROY et al., 2015). Nessa condicdo, os niveis plasmaticos de nitrato e nitrito
permanecem inalterados (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006) ou sdo
significativamente diminuidos (ROY et al., 2015) em comparagdo com o quadro de
individuos ndo infectados. A intensidade dessa modulagdo na atividade dos macrofagos
estd correlacionada com uma maior expressdo de PS pelas formas amastigotas de
Leishmania (WANDERLEY et al., 2006) juntamente com o aumento da carga
parasitaria (VERMA et al., 2010). Essas modificacGes aparentemente compdem a
imunidade apoptoética inata (UCKER, 2016). IL-10 é uma citocina importante na
doenca, sendo passivel de modular esse cenéario, principalmente pela sua atividade

imunossupressora que dificulta a eliminacdo do parasita (ROY et al., 2015).

O trénsito de células entre os 6rgdos parasitados em pacientes com LV pode
resultar em maior frequéncia de uma populacdo especifica, tal como, por exemplo,
aumento do namero de linfécitos T CD4 nos linfonodos, quando comparado ao sangue
periférico durante a doenca ativa (GHOSH et al., 1996) e aumento da taxa T CD4/CD8
no bago quando comparada aos controles (DOS-SANTOS et al., 2014), enquanto que
em casos fatais foi relatada perda de linfécitos, permanecendo presentes macrofagos
infectados e células plasmaticas (VERESS et al., 1977). Na medula 6ssea, em casos de
LV aguda e crbnica, ha uma queda da taxa CD4/CD8 no sangue periférico, ao passo que
se observa aumento na medula 6ssea (ROHTAGI et al., 1996).

O fluxo de linfocitos T CD4 talvez seja importante para manter macro6fagos
ativados nesses Orgdos parasitados, porque nesses locais 0s macréfagos apresentam
antigenos para os linfocitos T CD4 através da ligagdo HLA-TCR (KUMAR et al.,
2014). Por sua vez, ao sintetizarem INFy, esses linfocitos estimulariam a atividade
leishmanicida dos macréfagos, que é caracterizada pela produgdo de TNF-a e de

especies reativas de oxigénio (KUMAR et al., 2001).

A presenca de polimorfonucleares apoptdticos também contribui para o quadro
de imunossupressao em pacientes com LV, porque induz um aumento na sintese de IL-
10 pelos mondcitos presentes no sangue periférico (MIKOLAJCZYK et al., 2009). Em

casos de L. brasiliensis, linfocitos T CD8" induzem in vitro a expressdo de
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fosfatidilserina pelos monadcitos no sangue periférico (CARDOSO et al., 2015). O
bloqueio de outras proteinas relacionadas com o processo apoptotico, tais como por
exemplo, a proteina de morte programada 1 (PD-1) ou B7.H1, diminui
significativamente a concentracdo de IL-10 no sobrenadante de cultura de PBMC de
caes infectados com L. infantum (JONES et al., 2013). E, além dos mondcitos, 0s
linfécitos T CD4 (POTESTIO et al., 2004) e TCD8 (GAUTAM et al., 2014) igualmente
expressam de modo significativo mais fosfatidilserina durante a doenca ativa
(CLARENCIO et al., 2009). Apds o tratamento, as células tém sua funcio restaurada
(KUMAR et al., 2001). Desta forma, a fisiopatologia de pacientes sintomaticos para LV
pode ser caracterizada pela presenca de imunossupressdo que, por sua vez, poderia ser
definida como uma quadro clinico que induz a inibicdo in vivo da atividade de algumas
citocinas cuja funcdo principal consiste em ativar macrofagos, células-alvo de
Leishmania infantum. Além disso, a LV também caracteriza-se pela presenca de

inflamacao sistémica, que sera descrita em topicos posteriores.

2.2.2.1 Imunidade Inata

A imunidade inata pode ser definida como um conjunto de mecanismos
intrinsecos de defesa contra as infec¢Bes. Os principais componentes da imunidade inata
sdo o epitélio, os fagacitos (neutréfilos e mondcitos/macrdfagos), as células dendriticas,
as células NK, citocinas e proteinas plasmaéticas, incluindo as proteinas do sistema
complemento (ABBAS, 2012).

Com relacdo a célula-alvo de parasitas do género Leishmania, os macrofagos
adquirem um papel regulatério ou imunossupressor na LV (DE FREITAS BALANCO
et al., 2001). A maioria dos mondcitos no sangue periférico consiste de células
fortemente CD14" e CD16, comumente denominadas “mondcitos classicos”. Os
mondcitos remanescentes expressam CD16, mas tem diferentes niveis de expressdo de
CD14, menor tamanho, abundante citoplasma e mdltiplos granulos citoplasmaticos. As
células CD14°CD16" estdo envolvidas em varias condicdes clinicas (PASSLICK;
FLIEGER; ZIEGLER-HEITBROCK, 1989). Os mondcitos do sangue periférico
humano CD16", ap6s estimulo com LPS, sdo heterogéneos na funcio e consistem em
duas subpopulagoes: CD14“™CD16%, com atividade pré-inflamatéria porque produzem

TNF-a apods estimulo, e CD14""CD16" apresentando atividade anti-inflamatdria,
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porque sintetizam IL-10 (SKRZECZYNSKA-MONCZNIK et al., 2008). Os mondcitos
CD14""CD16", ao serem cultivados com polimorfonucleares apoptéticos, passaram a
sintetizar mais 1L-10, enquanto CD14°™CD16" reduziram a sintese de TNF-a
(MIKOLAJCZYK et al., 2009). Em pacientes com LV, ndo foi possivel registrar
diferenca na frequéncia de mondcitos pro-inflamatérios e anti-inflamatérios quando
comparado aos controles saudaveis (ROY et al., 2015), por isso € importante avaliar
outros parametros como o status redox e o perfil intracelular de TNFa e IL-10 desses

mondcitos, respectivamente.

Os mondcitos de pacientes com LV ativa produziram menos TNFa quando
comparado aos ndo infectados e assintomaticos (PERUHYPE-MAGALHAES et al.,
2006), fato que reforca a imunossupressdo dessas células na LV. Antes do tratamento,
monocitos de pacientes com LV sintetizam significativamente menos INF-y, peroxido
de hidrogénio e superdxido quando comparados aos controles saudaveis. Com 20 dias
de tratamento, ha aumento significativo em todos esses parametros analisados. E, ao
final do tratamento, retorna-se aos valores préximos normais. Em pacientes curados, 0s

monacitos tém a sua atividade funcional restaurada (KUMAR et al., 2001).

Os mondcitos presentes no sangue periférico de pacientes com LV ativa
parecem apresentar um perfil regulatério porque expressaram significativamente mais
IL-10 quando comparado aos indices identificados em voluntarios saudaveis. Essas
células também apresentaram uma queda significativa na expressao dos receptores toll
like 2 (TLR2) e 4 (TLR4) durante doenca ativa. Simultaneamente, TLR4 parecem
contribuir com a sintese de 6xido nitrico (ROY et al., 2015). TLR3 e TRL9 parecem
contribuir com a imunossupressao na LV, ap6s ligacdo de Leishmania a esses receptores
foi registrado um aumento na sintese de IL-27, uma citocina regulatdria capaz de inibir
a sintese de IL-17 (QUIRINO et al., 2016).

2.2.2.2 Imunidade Adquirida

A imunidade adquirida utiliza trés estratégias principais para combater a
maioria dos micro-organismos: (1) secrecdo de anticorpos que se ligam aos patdgenos

extracelulares e promovem a sua fagocitoe/internalizacdo e subsequente destruicdo
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pelos fagocitos, (2) aumento da capacidade microbicida dos macrofagos por células T
helper e (3) destruicdo das células infectadas por linfocitos T citotdxicos (ABBAS,
2009).

Na LV, hd uma producdo intensa de anticorpos, a presenca de
hipergamaglobulinemia nos pacientes € uma caracteristica padrdo. A
hipergamagloblinemia pode ser uma consequéncia do aumento no numero de linfocitos
B que, por sua vez, na presenca de IL-6 se diferenciam em plasmaocitos (SUEMATSU et
al., 1989). A presenca de plasmocitose e células de Mott foram descritas em aspirado de
medula 6ssea. As células de Mott sdo plasmacitos repletos de vacuolos citoplasméticos
contendo imunoglobulinas (CHANDRA; CHANDRA; KAUSHIK, 2013), sugerindo
gue na medula dssea também se observe hipergamaglobulinemia. Em analises
histopatoldgicas do baco de pacientes que foram a O&bito, os linfocitos foram
substituidos pelas células plasmaticas (VERESS et al., 1977), indicando a persisténcia

dessas células no sitio da infeccéo.

Os altos titulos de anticorpos em pacientes com LV permitem a formacdo de
complexos imunes com amastigotas (MILES et al., 2005), ocorre a opsonizacdo de
amastigotas por anticorpos formando complexos imunoldgicos, que se ligam a
receptores Fcy nos macrofagos, induzindo a sintese de IL-10. Desta forma, as préprias
amastigotas opsonizadas por imunoglobulinas 1gG1 e/ou IgG3 (CALDAS et al., 2005),
principalmente, podem induzir a sintese de IL-10 por macréfagos (Figura 01). Em
experimentos in vitro, macréfagos provenientes da medula 6ssea de camundongos
infectados produziram niveis crescentes de IL-10 no sobrenadante da cultura quando
foram expostas a imunoglobulina G (KANE; MOSSER, 2001). Tais achados sugerem
que a opsonizacdo da Leishmania por imunoglobulinas pode contribuir para a

imunossupressao dos macrofagos.

Linfocitos T CD4 (DIENZ et al., 2009) e a IL-6 (SUEMATSU et al., 1989)
podem contribuir para a producdo de anticorpos pelos linfécitos B favorecendo a
hipergamaglobulinemia, caracteristica da LV ativa (CALDAS et al., 2005). Na presenca
de IL-6, linfocitos T CD4 sintetizam IL-21 que, por sua vez, ira estimular a producdo de
anticorpos por linfécitos B (DIENZ et al., 2009). Em pacientes com LV ativa, ndo foi
observada producdo de INFy pelos leucdcitos no sangue periférico, apds estimulo in
vitro com antigeno de Leishmania (CALDAS et al., 2005). Como esses pacientes
apresentam niveis elevados de IL-6 no sangue periférico (COSTA et al.,, 2013) é
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possivel que IL-6 atue na inibicdo da diferenciacdo de Thl, com isso, linfocitos T CD4
ndo produziriam INFy (DIEHL et al., 2000), contribuindo assim para a

Imunossupressao.

Estudos em cdes com LV demonstraram um numero significativamente maior
de linfdcitos T CD8, fato que sugere um papel de protecdo ou resisténcia dessas células
no inicio da infeccdo (REIS et al., 2006). Linfécitos T CD8 passariam a desempenhar
maior atividade citotdxica no sangue periférico em pacientes com LV ativa em raz&o da
maior producdo de perforina e granulolisina quando comparado as mesmas células
presentes no baco (GAUTAM et al., 2014). Com isso, linfocitos T CD8 podem atuar na
resisténcia & infecgdo por L. donovani pela via perforina-granzima B, e seu papel
poderia ser explorado no desenvolvimento de vacinas porque essas células estdo

significativamente mais ativadas em individuos curados (KAUSHAL et al., 2014).

Desta forma, a imunidade adquirida em pacientes com LV parece responder ao
parasita através da hipergamaglobulinemia, da atividade citotdxica dos linfocitos T CD8

e da inibicéo da diferenciacdo Th1l dos linfocitos T CDA4.

2.3 Inflamagéo sistémica/sepse

A sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) pode acontecer na sepse
e em outras situagdes como trauma, queimadura, doencas auto-imunes e caracteriza-se
por uma resposta inflamatdria extrema do hospedeiro aos patdgenos invasores. Sepse,
por sua vez, é a associacdo da SRIS com uma infeccdo. A SRIS compreende a ativacao
da resposta pro-inflamatéria através de mdaltiplas vias, incluindo citocinas, leucdécitos,
células endoteliais, coagulacdo do plasma, proteinas do complemento e liberacdo de
proteinas de fase aguda (DE JONG; VAN DER POLL; WIERSINGA, 2010).
Hiperinflamacdo e imunoparalisia podem estar associados em pacientes com sepse
grave. A imunoparalisia pode ser caracterizada pela reducdo na expressao de HLA-DR
pelos mondcitos ou reducdo na producdo ex vivo de TNFa, condi¢do que aumenta o
risco para a instalacdo de infec¢bes e morte (FRAZIER; HALL, 2008). Anteriormente,
foi sugerido que a imunossupressao ou imunoparalisia pode ser observada em pacientes
com LV (COSTA et al.,, 2010), assim como apds trauma grave, doenca séptica e

pancreatite (FRAZIER; HALL, 2008). Em pacientes com LV, o proprio parasita parece
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contribuir com a imunossupressao através da queda nos niveis de TNFa, de espécies

reativas de oxigénio e na expressdo de HLA-DR pelos mondcitos (ROY et al., 2015).

2.3.1 Citocinas

2.3.1.1 Citocinas no sangue periférico na LV

A resposta imune inata e adquirida na LV ativa caracteriza-se, antes de uma
intervencdo terapéutica, pela elevacdo de citocinas com diferentes atividades pro-
inflamatdria (INF-y, TNFa, IL-2, IL-6, IL-12, IL-17, e MIF), anti-inflamatéria (IL-4,
IL-5 e IL-13), regulatéria (IL-10) e as quimiocinas (CXCL8, MCP e MIP-1p)
(SANTOS-OLIVEIRA et al., 2011). Pesquisas reforcam a importancia da resposta
imunoldgica do hospedeiro a Leishmania, porque ndo observaram resisténcia da cepa da
Leishmania de um paciente com LV cronica as drogas antiparasitarias glucantine,
anfotecirina e pentamidina (DOS-SANTOS et al., 2014). No entanto, estudos in vitro
demonstraram que cepas resistentes podem modular o sistema imunolégico porque

estimulam a sintese de citocinas inflamatdrias (DE MOURA et al., 2016).

Diversas pesquisas tém demonstrado elevacdo no plasma de IL-10, TNF-a,
INF-y (SILVA et al., 2012; PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006; NYLEN et al.,
2007; ANSARI; SALUJA; SALOTRA, 2006; LIMA, 2015), CXCL8 (PERUHYPE-
MAGALHAES et al., 2006; LIMA, 2015), 1L-6 (PERUHYPE-MAGALHAES et al.,
2006; NYLEN et al., 2007;ANSARI; SALUJA; SALOTRA, 2006; LIMA, 2015), I1L-12
(NYLEN et al., 2007;SILVA et al., 2012) durante doenca ativa. Alguns autores nao
observaram diferenca nos niveis de TGF-p total no plasma ao comparar pacientes com
LV e individuos saudaveis (NYLEN et al., 2007). Os niveis elevados de citocinas no
plasma tornam dificil determinar quem predomina (CALDAS et al., 2005). No entanto,
algumas pesquisas determinaram a relacdo de algumas citocinas com a gravidade e
morte em pacientes com LV (COSTA et al., 2013; SENE, 2013;DOS SANTOS et al.,
2016). E a concentracdo dessas citocinas é aparentemente mais elevada em pacientes
com LV grave (COSTA, 2009;DOS SANTOS et al., 2016), em compara¢do com a LV
nédo grave (LIMA, 2015).

A doenca parece ser caracterizada pela producdo de citocinas com atividades

contrérias citocinas que estimulam e/ou inibem o sistema imunoldgico (KARP et al.,
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1993). Estas informacdes nos levam a crer que a LV caracteriza-se por um desequilibrio
na resposta imunoldgica do hospedeiro que poderd ser fatal. Desta forma, parte da
expressdo de uma resposta terapéutica favoravel pode incluir reducdo da producéo de
citocinas tanto inflamatorias quanto supressoras (MEDEIRQOS; CASTELO;
SALOMAO, 1998), além da administracdo de profilaxia antimicrobiana para prevenir
infeccdes (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2011;BELO et al., 2014), as quais podem ser
fatais (DOS SANTOS et al., 2016).

2.3.1.21L-10 na LV

IL-10 é uma citocina diretamente envolvida na disfuncdo da atividade
leishmanicida dos macréfagos, facilitando a persisténcia do parasita (ROY et al., 2015).
Apesar de IL-10 suprimir a geracdo e a manutencdo da resposta Thl, a principal
atividade promotora da doenca desempenhada por IL-10 talvez seja exatamente
condicionar macrofagos para aumentar a sobrevida e o crescimento do parasita
(NYLEN et al., 2007). Quando a acio de IL-10 é neutralizada, através de anti-1L-10, ela
promove a morte de L. donovani por diminuir o nimero de parasitas vidveis. Observa-se
um aumento da secre¢do de INF-y e TNFa por células do aspirado esplénico de
pacientes com LV (GAUTAM et al., 2011). Niveis de IL-10 elevados no inicio da LV
estdo envolvidos no estabelecimento, na progressdo da infeccdo (PERUHYPE-
MAGALHAES et al., 2005), na resisténcia ao farmaco antimoniato de metilglumina,
portanto, pode ter correlacdo com falhas na terapéutica (RAI et al., 2012).

IL-10 é uma citocina com possiveis efeitos sistémicos e a sua origem celular
tem mostrado afetar profundamente o resultado da regulacdo imune (TRINCHIERI,
2007). E secretada por varios tipos celulares, incluindo macréfagos, células dendridicas,
celulas natural killer, linfocitos B, e vérias subpopulacdes de células T (GAUTAM et
al., 2011). No entanto, para determinar o papel de IL-10 na LV, é importante identificar
se ha um tipo celular especifico que seja responsavel pela sua sintese e, com isso,
module o sistema imunolodgico de tal forma a permitir a persisténcia da doenca. Talvez
essas células sejam os préprios mondcitos no sangue e 0s macrofagos nos tecidos. No
aspirado esplénico, os macrdéfagos sé@o considerados a principal origem de IL-10,
promovendo nesse 0rgdo a sobrevida de amastigotas (GAUTAM et al., 2011). O baco
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de pacientes com LV expressa mais IL-10 quando comparado aos controles (DOS-
SANTOS et al., 2014). Outro fator que contribui com o aumento dos niveis de IL-10
pelos macrofagos sdo os altos titulos de anticorpos descritos em pacientes com LV
(YARALI et al., 2002; CALDAS et al., 2005).

O estimulo in vitro, com o antigeno de Leishmania, de mondcitos e leucécitos
de pacientes com doenca ativa, aumenta significativamente os niveis de IL-10.
(PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005;CLARENCIO et al., 2009). Quando
leucdcitos de individuos nunca expostos ao antigeno, de pacientes com LV e curados,
sdo estimulados, ndo foi registrada diferenca significativa nos niveis de IL-10
(KAUSHAL et al., 2014). Ao longo de 30, 120 e 210 dias de tratamento de pacientes
com LV ativa, ndo ha diferenca significativa na producdo de IL-10 pelos leucécitos do
sangue periférico, ap6s estimulos in vitro com antigeno de Leishmania. E registrada
uma queda nos niveis séricos de IL-10 com 30 dias de tratamento (CALDAS et al.,
2005) e até mesmo antes desse intervalo de tempo. Concentracdes mais elevadas de IL-
10 nédo foram observadas em casos de fatais, mas sim em casos de neutrofilos abaixo de
2500 células/mma3, linfécitos abaixo de 3500 células/mm3 e hemoglobina abaixo de
10g/dL (COSTA, 2009). O controle da infeccdo e a resposta imune a vacinas também
estdo relacionados com diminuicgdo dos niveis de 1L-10. Leucdcitos derivados do sangue
periférico de cdes com um, seis e doze meses ap0s administracdo de uma vacina
inativada e de subunidade produzida através de uma extrato inativado de promastigotas
de Leishmania donovani, receberam estimulo in vitro de antigeno de Leishmania
infantum e foi registrado uma queda significativa nos niveis de IL-10 nos caes

imunizados em comparacdo com 0s ndo imunizados (COSTA-PEREIRA et al., 2015).

A 1L-10 é uma citocina correlacionada positivamente com parasitemia e com
carga parasitaria em pacientes portadores de LV, sendo apontada como um marcador de
gravidade (VERMA et al., 2010). No entanto, como nao apresenta correlagdo com 6bito
em pacientes com LV (DOS SANTOS et al., 2016), ela pode ser considerada um
marcador de progressdo da doenca, doenca cronica, caso O paciente ndo apresente
complicagdes capazes de agravar o quadro clinico como a presenca de infeccOes e
sangramentos. Condigdes de ma nutricdo em pacientes com LV e fatores de viruléncia
da cepa de Leishmania contribuem para um prognostico ruim, e nesse quadro niveis
elevados de IL-10 favorecem a replicacdo do parasita. Isto, por sua vez, levaria a

producdo excessiva de citocinas inflamatdrias, inflamacao sistémica e morte (SILVA et
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al., 2014). Em pacientes com LV ativa e na auséncia de tratamento farmacoldgico,
aparentemente existe um ciclo continuo que induz a sintese de IL-10, mantendo os
macrofagos inativados ou imunossuprimidos. Nessas condicOes, caracterizam-se por
auséncia de resposta a estimulos de ativagdo como INFy, baixa producdo de TNFa e
espécies reativas de oxigénio e incapacidade de apresentar antigenos aos linfocitos
(figura 01).

2.3.1.3 IL-6 na LV

A IL-6 é uma citocina produzida por diversos tipos celulares, tais como
fibroblastos, células T, queratindcitos, células endoteliais, células epiteliais e mondcitos
ativados (AKUFFO; BRITTON, 1992). Ela tem sido implicada na producdo de
anticorpos, hematopoiese e reac6es de fase aguda que, por sua vez, sdo as trés principais
respostas contra infeccdo, inflamacéo e dano ao tecido, o que pode sugerir um papel
central para IL-6 nos mecanismos de defesa do hospedeiro. A IL-6 em inflamacdes
agudas, contribui para a resolucdo do infiltrado neutrofilico, ao passo que em
inflamagdes cronicas, ela talvez aumente o infiltrado de células mononucleares e
participe da patogénese da doenca (KAPLANSKI et al., 2003).

A IL-6 desempenha atividades pro-inflamatdria e anti-inflamatéria (HUNTER;
JONES, 2015) e tem como células-alvo os linfécitos B e timécitos (DIEHL et al.,
2000;DIEHL et al., 2002;LEE et al., 2016). Mesmo nos estéagios iniciais da LV, IL-6
apresenta correlacdo positiva com IL-10, fato que reforca que IL-6 também pode
desempenhar uma atividade anti-inflamatéria (RAMOS et al., 2016).

Em experimentos com camundongos IL-67, apés a primeira semana da
infeccdo, foi registrado um maior controle da replicacdo de L. donovani, maior atividade
leishmanicida e, no geral, resolucdo acelerada da infeccdo hepatica, além da diminuicao
da carga parasitaria e niveis mais elevados de INF-y. Assim sendo, foi sugerido que IL-
6 provavelmente realiza sua acdo por restringir a resposta anti-leishmania, incluindo
aquela dependente da redugdo da sintese de INF-y. O mesmo pode ocorrer no baco ou
medula 0ssea, 0rgaos igualmente parasitados por L. donovani (MURRAY, 2008). IL-6
exerce sua atividade anti-inflamatoria ao inibir a diferenciagdo de linfocitos T CD4 no

perfil Thl, ndo produzindo INFy. Isso acontece porque IL-6 liga-Se a seu receptor nos
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linfdcitos, ativa a via de sinalizagdo STAT3, aumentando a expressdo do gene SOCS1.
Por fim, SOCS1 inibe a sinalizagdo e a expressdo do gene INFy (DIEHL et al., 2000).
Desta forma, ao diminuir a sintese de INFy pelos linfocitos T CD4, IL-6 contribui para a
replicacdo de Leishmania nos macréfagos (figura 01).

A atividade anti-inflamatdria de IL-6 em pacientes com LV pode igualmente
contribuir com a imunossupressdao dos macréfagos, porque aumenta a imunidade
humoral. Estudos in vitro demonstraram que IL-6 induz a producdo de anticorpos por
células B, indiretamente, por aumentar a expressdo de 1L-21 em T CD4". A seu turno,
IL-21 estimula a sintese de anticorpos em linfécitos B através da ligacdo ao seu receptor
(IL-21R) (DIENZ et al., 2009). Outro mecanismo que contribui com a diferenciacdo
TH2 esta relacionado com a expressao, na presenca de I1L-6, do RNA mensageiro e da
proteina NAFTc2, membro da familia NAFT (fator nuclear de ativacdo das células T).
NAFTc2 é necessario para a expressao do gene da IL-4 que induz a uma resposta
humoral (DIEHL et al., 2002) (figura 01). IL-6 permite uma interacéo entre as celulas T
e B (HUNTER; JONES, 2015), contribuindo para a hipergamaglobulinemia observada
em pacientes com LV (CALDAS et al., 2005). Com o aumento dos niveis de anticorpos,
mais amastigotas sdo opsonizadas (MILES et al., 2005) e esse complexo liga-se a
receptores Fcy nos macréfagos, induzindo a sintese de 1L-10 (KANE; MOSSER, 2001).

A IL-6 é uma citocina que contribui para niveis elevados de proteinas
plasmaticas de fase aguda presente em processos inflamatérios (KOPF et al., 1994).
Podendo interferir no processo de coagulacdo através de fatores prd-coagulantes,
aumentando os niveis de trombina e consequentemente de fibrina que, por sua vez,
formara o coagulo. Experimentos in vitro demonstraram que a adi¢do de anti-IL-6 em
cultura de mondcitos aumenta significativamente os niveis de protrombina e anti-
trombina-trombina (VAN DER POLL et al., 1994). IL-6 pode igualmente interferir nos
fatores anti-coagulantes como inibidor do fator tecidual (TFPI) porque foi registrada
uma reducdo significativa nos niveis de IL-6 com administragdo in vivo desse inibidor
(CREASEY et al., 1993). Estudos sugerem a interacdo entre a resposta inflamatéria e a
cascata de coagulacdo em diversas patologias (CREASEY et al., 1993), inclusive em
pacientes com LV (COSTA et al., 2013). O processo inflamatério na LV é caracterizado
por elevacdo do VHS, enzimas hepaticas, proteina C reativa, hipoalbuminemia,
presenca de edema, ictericia, pancitopenia, elevacdo de citocinas IL-6, CXCL8, INFy,
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IL-10, IL1B, TNFa no plasma. Essas alteracdes podem anteceder o desequilibrio da

coagulacao sanguinea (COSTA et al., 2013).

Nos casos de LV ativa, sangramento e infeccdo bacteriana sdo considerados
parametros de gravidade (BELO et al., 2014). Nesses pacientes, 0s niveis de IL-6 estdo
significativamente elevados (COSTA et al., 2013; SANTOS-OLIVEIRA et al., 2011) e,
por isso seu papel na patogénese da doenca precisa ser investigado. Essa interleucina
age de forma direta nos fatores anticoagulantes porque parece aumentar a dissolugdo do
coagulo. Concentracdes mais elevadas de IL-6 foram registradas em pacientes com
niveis elevados dos produtos de degradacdo da fibrina (PDF), dimero D e com
plaquetopenia. Em pacientes com LV, IL-6 também apresenta correlacdo positiva com
proteina C reativa (COSTA et al., 2013) que, por sua vez, pode estimular a producdo do
fator tissular em mondcitos e contribuir para o desenvolvimento da coagulacédo
intravascular disseminada e trombose em estados de inflamacdo (CERMAK et al.,
1993). Desta forma, a presenca de um processo inflamat6rio em pacientes com LV pode
predispor disturbios na coagulacdo sanguinea, que sdo intensificados em casos de
infeccBes bacterianas, aumentando o risco de morte. Um quadro clinico semelhante
pode ser observado em casos de cirrose hepatica, pacientes com sangramento de varizes,
cultura bacteriana positiva e desfecho fatal apresentaram niveis mais elevados de IL-6,
que apresentou correlacdo positiva com a via de sinalizacdo STAT3. E, a presenca de
infeccdo bacteriana pode ser uma consequéncia da maior permeabilidade vascular

observada nos casos de hipertenséo portal (KAO et al., 2015).

Em situacbes de choque séptico em humanos causado por Neisseria
meningitidis, niveis séricos elevados de IL-6 estéo correlacionados com desfechos fatais
e, IL-1, TNFa e LPS também estdo elevados (WAAGE et al., 1989). A expresséo de IL-
6 e IL-10 no soro foi mais elevada em todos os casos de sepse quando comparado aos
controles saudaveis (MACDONALD et al., 2014).Em modelo animal da sindrome do
choque séptico causada por Streptococcus pyogenes, IL-6 suprime a produgdo de TNFa,
favorecendo a imunossupressdo (DIAO; KOHANAWA, 2005). Os mondcitos de
pacientes que foram a ébito por sepse apresentam um quadro de imunossupressao
permanente porque nao sintetizam IL-6 ¢ TNFa apds estimulo com LPS. Enquanto que
0S pacientes que sobreviveram recuperaram sua capacidade de sintetizar essas citocinas
(MUNOZ et al., 1991). A presenca de correlacdo negativa entre IL-6 e TNFa no plasma

permite sugerir que IL-6 pode igualmente inibir a resposta imune inata ao suprimir a
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sintese de TNFoa em pacientes com LV. Essa menor atividade leishmanicida pode
contribuir com uma elevacdo da carga parasitaria que (COSTA et al., 2013), por sua
vez, esté correlacionada ao sangramento fatal, a anemia severa (COSTA et al., 2010) e &
morte (SILVA et al.,, 2014). Pacientes com LV podem desenvolver um quadro
semelhante aquele observado em pacientes com sepse, caracterizado por inflamacéo e
imunossupressao (COSTA et al., 2010) (BARRERA et al., 2011).

Com a progressao e 0 agravamento da doenca, ha um aumento dos niveis de
IL-6 (RAMOS et al., 2016). Concentracdes de IL-6 acima de 200 pg/mL associam-se
significativamente a probabilidade de morte (DOS SANTOS et al., 2016). Enquanto
individuos saudaveis ndo apresentam IL-6 em niveis detectaveis e aqueles com LV
apresentaram variacdo de 2 a 103 pg/mL (VAN DER POLL; ZIJLSTRA; MEVISSEN,
1995). Considerando a relevancia de IL-6 na LV grave, a origem celular de IL6 durante
LV precisa ser estabelecida (VAN DER POLL; ZIJLSTRA; MEVISSEN, 1995), assim
como o seu mecanismo de acdo. Na literatura ndo existem até o momento estudos que
expliqguem a existéncia de niveis tdo elevados de IL-6 em pacientes com LV. Talvez
linfécitos T CD8 e neutrofilos possam contribuir com os niveis dessas citocinas livres.
Em pacientes com LV, a contagem de neutrofilos obtida do hemograma apresentou
correlacdo positiva com os niveis de IL-6 (COSTA et al., 2013), em outra pesquisa I1L-6
apresentou correlacdo negativa com a contagem de neutréfilos (DOS SANTOS et al.,
2016). De qualquer forma, apenas a analise imunofenotipica podera determinar se 0s
leucdcitos de pacientes com LV podem contribuir com os niveis de IL-6 e IL-10 livres

Nno sangue.

A figura 01 apresenta a atividade desempenhada por IL-6 em pacientes com

LV, contribuindo com a imunossupressdo ou imunoparalisia.
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Figura 1 Visdo geral da imunossupressdo induzida por IL-10 e IL-6 na
LV. Leishmania é capaz de modular a resposta imune das suas células-alvo, os
macrofagos, através dos seguintes mecanismos: (1) o patdégeno opsonizado por IgGl
e/ou IgG3 pode estabelecer ligacdo com receptores Fcy nos macrofagos;
(2) Leishmania pode expressar PS em sua membrana e se ligar a receptores especificos
nos macréfagos. Esses métodos induzem ou aumentam a sintese de IL-10 pelos
mondcitos que, por sua vez, adquirem um perfil regulatorio. Nessas condi¢cGes 0s
mondcitos diminuem a sintese de ROS e TNFa, apresentam falhas na sua fungdo como
célula apresentadora de antigeno em virtude da baixa expressdo de CD54/HLA-DR e,
tornam-se ndo responsivos ao INFy. L-6, por sua vez, também contribui com a
imunossupressao na LV porque inibe a diferenciacdo Thl e estimula Th2.

FONTE: Proprio autor.
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2.3.1.4 INF-y e TNF-a na LV

A expressdo do RNA mensageiro de INF-y contribui com a eliminagdo de
Leishmania, no entanto a elevada expressdo de RNAm de IL-10 inibe a ativacdo de
macrofagos, a qual seria induzida por INF-y (KARP et al.,, 1993). O mesmo foi
registrado em células do aspirado esplénico de pacientes com LV, apresentando
significativamente maior expressdo de RNA mensageiro de IL-10, INF-y e TGF-B em
pacientes do pré-tratamento, em comparacdo com aqueles do periodo pos-tratamento
(NYLEN et al., 2007). Quando leucécitos de pacientes com LV sdo expostos in vitro ao
antigeno de Leishmania, apresentam comportamentos diferentes. Antes do tratamento,
os leucocitos produzem significativamente mais IL-10, ao passo que apds o tratamento
produzem significativamente mais INF-y. Os niveis de TNF-o foram mais elevados
ap6s estimulo nas duas condicdes, mas ndo houve diferenca estatistica (CLARENCIO et
al., 2009).

INF-y é uma citocina elevada em pacientes com desfechos fatais. A
concentracdo plasmatica de INF-y € maior em pacientes com LV grave. Pacientes com
sangramento e infeccBes bacterianas apresentam uma concentracdo mediana de 8,10
pg/mL (COSTA, 2009), enquanto casos nao graves apresentam uma concentracao
mediana de 1,1 pg/mL (LIMA, 2015). Tais dados indicam que, mesmo em casos graves,
0 organismo continua tentando eliminar o parasita, aumentando a produgdo de INF-y.
Independentemente da gravidade, INF-y apresenta correlagdo positiva significativa com
IL-6 (Lima, 2015), mas apenas em casos graves hé igual correlacdo com IL-1p, CXCL-
8, IL-10, IL-12 e TNFa. Em casos graves, com quadro inflamatorio instalado e com
falhas da hemostasia, INF-y esta elevado e apresenta correlacdo positiva com proteina C
reativa e marcadores de CID como dimero D, PDF e fibrinogénio. Sua correlagdo foi

negativa com a contagem de plaguetas. (COSTA, 2009).

TNFa é uma citocina que em pacientes com LV apresenta correlagdo positiva
com sangramentos gengival e digestivo, mas ndo com marcadores de CID. Sua
concentracdo é mais elevada em pacientes ictéricos, mas nédo se eleva significativamente

em pessoas com desfechos letais (COSTA, 2009). Em outro grupo com LV, os niveis de
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TNFa foram mais elevados em pacientes com diarreia ¢ oliguria (SENE, 2013). Niveis
de TNFa sdo mais elevados em pacientes com LV quando comparados aos controles
(MEDEIROS; CASTELO; SALOMADO, 1998). Em casos de LV ndo grave, TNFa
apresenta correlacdo positiva com proteina C reativa e correlacdo negativa com ALT e
AST. Com a terapia, pacientes que persistiram com hepatomegalia no sétimo dia de
terapia e com esplenomegalia no 21° dia apresentaram niveis admissionais
significativamente mais elevados de TNFa (LIMA, 2015). Anélises imunohistoquimicas
demonstraram que no figado de humanos com LV predominam um perfil Th1 (TNFa,
IL-1B ¢ INF-y) e baixos niveis de IL-4 e IL-10 (DUARTE; CORBETT, 1987). Em
pacientes com LV, TNFa aparentemente desempenha um papel protetor na defesa do
hospedeiro (MEDEIROS; CASTELO; SALOMAO, 1998).

As vacinas acionam um padrdo imunoldgico protetor quando estimulam o0s
leucdcitos de cdes vacinados a produzirem significativamente mais CXCL8 e INF-y e
menos IL-10 ap6s estimulo in vitro com antigeno. A anélise de células T CD4"
demonstrou um pico de TNF-a e INF-y, um e seis meses apds a administragdo da
vacina, em comparacdo com o quadro de cdes ndo vacinados. Os niveis de TNF-a
expressos por CD8" foram mais elevados um més apds a administragdo da vacina, mas
ndo apresentaram diferenca estatistica. Esses achados mostraram que células T, ambas
CD4" e CD8", sdo relevantes origens de citocinas pro-inflamatérias quando as células
sdo novamente estimuladas com antigeno (COSTA-PEREIRA et al., 2015). Nos testes
para desenvolver vacinas em humanos, o grupo de individuos saudaveis que recebeu
antigenos produziu mais INF-y e TNFo, mas ndo IL-10, assim como observado em
individuos curados hd 6 meses de LV (SINGH et al., 2012a). INF-y e IL-10 séo as
citocinas que melhor refletem a resposta imune, permitindo distinguir individuos com
doenca ativa dos curados ou assintomaticos, por isso ndo haveria uma falha grave na

producdo de citocinas Thl em pacientes com LV (SINGH et al., 2012b).

Pacientes com LV ap06s a cura apresentam um perfil imunolégico diferente
daqueles com doenca ativa. As pesquisas indicam que pacientes curados respondem
com a sintese de citocinas Thl, rapidamente, apds estimulo com antigeno. Apos a cura,
o0s leucdcitos passam a expressar mais TNF-a, INF-y e granzima B caso recebam um
novo estimulo in vitro com antigeno de Leishmania. O indice de proliferacdo dos
linfocitos foi correlacionado positivamente com INF-y e TNF-a, no entanto, os niveis de

IL-10 permanecem inalterados em pacientes curados (KAUSHAL et al., 2014).
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2.3.151L-12 na LV

IL-12 desempenha importante papel na regulacdo da resposta imunoldgica
celular in vitro em pacientes com LV, por atuar diretamente na ativacao de células T e
induzir a proliferacdo de linfocitos e a producdo de INF-y, que tem sua atividade
anulada pela adicdo de IL-10 a cultura. Em experimentos in vitro, IL-12 induziu a
proliferacdo de linfdcitos apenas na presenca de antigeno de L. chagasi. E a quantidade
de INF-y produzido em cultura contendo o antigeno de Leishmania e IL-12 foi similar
aquela produzida por linfocitos de sujeitos curados de LV. Foram adicionados a cultura
0s anticorpos monoclonais anti-IL-10 e IL-12, registrando um efeito sinérgico na
proliferacdo de linfdcitos e na producdo de INF-y, entretanto, quando adicionados
separadamente a cultura, IL-12 tém uma acéo 2 vezes mais potente que o anti-1L-10 no
restabelecimento das funcdes das células T. A presenca de IL-12 em cultura estimulada
com antigeno de Leishmania aumenta a atividade citotoxica de PBMC através da lise
celular (BACELLAR et al., 1996). Macrofagos infectados in vitro com Leishmania
produzem IL-10 que, por sua vez, inibe a sintese de IL-12 e TNF-o. em macrofagos
estimulados com INF-y/LPS (KANE; MOSSER, 2001).

IL-12 exerce a sua influéncia através do aumento na sintese de INF-y, da
atividade citolitica e da diferenciacdo de células Thl (KURKJIAN et al., 2006). IL-12
juntamente com INF-y desempenha importante papel na resposta imune e contribui para
morte do parasita, sendo constatados niveis mais elevados de IL-12 em pacientes
assintomaticos e curados do que aqueles em doenca ativa, mas ndao quando ha
comparagdo com os controles saudaveis (SILVA et al., 2012). No entanto, em outras
pesquisas ndo foi registrada diferenca significativa nos niveis dessa citocinas em
diferentes quadros clinicos de LV (KURKJIAN et al., 2006) e nem houve constatacao
de correlacdo com contagem de neutrofilos, plaquetas, linfécitos, concentracdo de
hemoglobina e sinais clinicos de gravidade, embora tenha se identificado correlacao
positiva com o marcador de CID fibrinopeptideo A (COSTA, 2009). Em um grupo que
incluia casos fatais, niveis mais elevados de IL-12 foram registrados em pacientes que
apresentaram diarreia e oliguria, no entanto, em pacientes esplénicos os niveis foram
significativamente diminuidos (SENE, 2013). Os niveis de IL-12 sdo aparentemente

alterados apenas em casos graves, porque em pacientes com LV ndo grave ndo foi
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registrada diferenca estatistica nos seus niveis plasmaticos, mesmo apés 180 dias de
tratamento (LIMA, 2015).

2.3.1.6 IL-1p na LV

IL-1pB ndo se eleva em desfechos fatais e na presenca de infec¢des bacterianas,
0s seus niveis aumentam significativamente na presenca de sangramento. Também estdo
mais elevados em pacientes que apresentam menos de 3.500 linfécitos/mm?®,
hemoglobina abaixo de 7 g/dL e menos de 50.000 plaquetas/mm? (COSTA, 2009). Em
outro grupo com LV, IL-1p apresentou niveis mais elevados no plasma de pacientes que
apresentaram hemorragia, diarreia, oliguria e sepse, ressaltando um papel relevante em
casos graves (SENE, 2013). Em pacientes com LV ndo grave, ha correlacdo negativa
com o relato da perda de peso pelo paciente. E, a concentracdo dessa citotina no plasma
comeca a reduzir somente apos 30 dias de tratamento. Apresenta correlacdo positiva
com CXCL8 e TNFa (LIMA, 2015). IL-1pB continua apresentando correlagdo positiva

com TNFo mesmo em um grupo que incluia casos fatais (SENE, 2013).

2.3.1.8 CXCL8 na LV

CXCLS8 é uma quimiocina que participa da defesa do hospedeiro, por promover
o0 recrutamento e ativagdo de neutrofilos para o local da inflamacdo (REMICK, 2005).
Trata-se de uma citocina que apresenta 0s seus niveis elevados em casos de sepse, em
casos fatais, em pacientes com edema, ictericia e sangramentos. Sdo igualmente mais
elevados em pacientes que apresentam sangramento com infeccdo bacteriana,
hepatomegalia, anemia grave, plaquetopenia, neutropenia, linfopenia. N&o apresentou
correlacdo com proteina C reativa, marcador de inflamacdo, mas apresentou com o
fibrinogénio, um marcador da CID (COSTA, 2009). Em outro grupo de pacientes,
CXCL8 também apresentou niveis mais elevados nos casos com sangramento,
hemorragia, edema e diarreia (SENE, 2013). Em pacientes com LV néo grave, ocorre
queda significativa nos niveis de CXCL8 nos primeiros 7 dias ap0s o inicio do
tratamento. Nesses pacientes, CXCL8 apresenta correlagdo positiva com niveis de

bilirrubina total, neutropenia, plaguetopenia e hipoalbuminemia (LIMA, 2015).
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2.4 Medula 6ssea na LV

A medula 6ssea ¢ um tecido flexivel que contém principalmente sangue,
células hematopoiéticas e gordura. Apos o nascimento, ela é responsavel pelo processo
de formacdo das células sanguineas, definido como hematopoiese. Em termos de
tamanho, ela equivale grosseiramente ao figado e tem volume corpéreo de
aproximadamente dois litros, sendo que um litro corresponde as células hematopoiéticas
(ALKIRE; COLLINGWOOD, 1990). Para a hematopoiese ocorrer, deve haver um
microambiente apropriado e capaz de manter o processo através do fornecimento de
fatores de crescimento e citocinas passiveis de auxiliarem na proliferagdo, na
diferenciacdo e na maturacdo das células-tronco. Alguns desses fatores sdo especificos
para determinadas células e/ou linhagens de células, por exemplo, IL-6 estimula células
pluripotentes, enquanto INFy e TNFa contribuem para a diferenciacdo dos granuldcitos,
ressaltando que, alteracdes na concentracdo dessas citocinas podem interferir nesse
processo (TRAVLOS, 2006).

Tem sido aceito que as alteracfes observadas no sangue periférico de pacientes
com LV sdo igualmente uma consequéncia de falhas na funcdo hematopoiética, achado
que tem inicio com a replicacdo do parasita nos macréfagos (CARTWRIGHT;
CHUNG; CHANG, 1948). Os macrofagos sdo suscetiveis a infeccdo por Leishmania,
anteriormente pensava-se que células progenitoras CD34" de camundongos eram
resistentes a Leishmania (COTTERELL; ENGWERDA; KAYE, 2000), no entanto foi
demonstrado que células tronco mesenquimais podem ser consideradas o santuario da
Leishmania porque sdo resistentes aos farmacos (LOPES et al. 2016, no prelo). As
alteracbes na hematopoiese podem ser, inicialmente, uma consequéncia das
modificagdes na producdo de fatores de crescimento derivados de macréfagos e
citocinas como TNFa (COTTERELL; ENGWERDA; KAYE, 2000), modificando o
microambiente da medula 6ssea. Em humanos, é igualmente um achado incomum a
presenca de Leishmania em outras células que ndo os macrofagos (CHANDRA;
CHANDRA; KAUSHIK, 2013). As altera¢cdes nos histiocitos séo tdo intensas que em
orgdos como baco, figado e nodulos linfaticos foi registrada a presenca de alteragdes
compativeis com malignidade, tais como aumento do tamanho da célula, aumento do

volume nuclear e hipercromasia (MATZNER et al., 1979).
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A primeira alteragdo na medula Ossea € aparentemente uma reducdo dos
neutrofilos adultos que coincide com a neutropenia observada no sangue periférico no
inicio da doenca. Ha uma redugdo do nimero de mieldcitos eosinofilicos e esosinofilos
adultos, enquanto os mondcitos e linfocitos estdo em numero normal. Os precursores
das séries granulociticas, tais como mieloblastos, promieldcitos, mielocitos, neutréfilos
e metamielécitos, podem ndo apresentar alteracdo em ndmeros absolutos
(CARTWRIGHT, HUI-LANCHUNG, NA CHANG, 1948). No entanto, eles
apresentam indicios e algumas alteracdes morfoldgicas associadas a LV que podem
ajudar o patologista e o hematologista no diagndstico durante analise de lamina do
aspirado da medula déssea. Dentre estes sinais, eles apresentam por exemplo projecdes
citoplasmaticas e granulos pontilhados. Alguns macréfagos podem apresentar vesiculas
grandes e densas no seu citoplasma, tornando essas células semelhantes a basofilos.
Essas alteracdes sdo mais intensas quando o diagnéstico clinico e laboratorial é
confirmado (SHAHRIAR et al., 1999), provavelmente quando a carga parasitaria € mais
elevada (SILVA et al., 2014) e quando ha a presenca de granulomas, necrose e fibrose
descritos em bidpsia (KUMAR et al., 2007).

A medula 6ssea pode contribuir com a anemia, em razdo da eritropoiese
ineficaz (TEMIZ et al., 2014). Niveis de hemoglobina abaixo de 7g/dL foram
associados a presenca de diseritropoiese (CERQUEIRA, 2014) e com o maior risco de
morte (COSTA, 2009). A anemia pode igualmente ser uma consequéncia da inflamacao
induzida pela Leishmania na medula dssea. Em casos de niveis elevados de IL-6, ha
maior expressao de hepcidina, maior retencdo de ferro nas células e, consequentemente,
reducdo da oferta do ferro necessario para a eritropoiese (NEMETH et al., 2004). A
medula dssea igualmente contribui para a plaquetopenia, porque a producdo de
plaquetas pelos megacariocitos estd marcadamente reduzida (CARTWRIGHT;
CHUNG; CHANG, 1948). Com a progressdo da doenca, a anemia e a plaquetopenia
seriam intensificadas pelo hiperesplenismo (VARMA; NASEEM, 2010). Pacientes com
LV também podem apresentar anemia megaloblastica, em virtude da desnutri¢do prévia

do paciente e do consumo de fatores pelo parasita (AGRAWAL et al., 2013).

Mudancas no microambiente da medula dssea, tais como a presenca de niveis
elevados de TNF-a que contribui para o aumento dos radicais livres e a diminui¢ao do
antioxidante glutationa, tém sido associadas a sindrome mielodisplésica, caracterizada

por defeitos na proliferagdo e na diferenciacdo de células das linhagens hematopoiéticas
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(PEDDIE et al., 1997; YARALI et al.,, 2002). A LV gera alteragdes displasticas
compativeis com essa sindrome e, em casos de baixa carga parasitaria, pode dificultar o
diagnéstico (TEMIZ et al., 2014). Essas alteracbes morfoldgicas correspondem a
diseritropoiese, disgranulopoese, dismegacariopoese; (YARALI et al., 2002;
CERQUEIRA, 2014;TEMIZ et al., 2014). Além de hemofagocitose, a qual esteve
presente em 70% dos casos, macréfagos parasitados, parasitas extracelulares, figuras de
mitose e plasmocitose em 96,2%, histiocitos aumentados em 100% dos casos
(CHANDRA; CHANDRA; KAUSHIK, 2013). A presenca de hemofagocitose é
variavel entre os grupos de pacientes com LV, pois estudos descreveram a sua presenca
em apenas 6% dos pacientes (CERQUEIRA, 2014), enquanto em outra pesquisa esteve
presente em 30% dos pacientes, além de apresentar associagdo positiva com a carga
parasitaria (CASTRO, 2011).

A hemofagocitose observada em aspirado de medula dssea de LV pode estar
associada a sindrome hemofagocitica, induzida pela prépria Leishmania, podendo
contribuir para aumentar a inflamacdo em pacientes com LV. Isto porque, nessa
sindrome, ha ativacdo de linfécitos e macrofagos que infiltram os tecidos e produzem
grandes quantidades de citocinas inflamatorias (LEHMBERG; EHL, 2013). Existem
relatos dessa sindrome em pacientes com LV que apresentavam baixa carga parasitaria,
dificultando o diagndstico (SINEIDI et al., 2002). Existem igualmente relatos de
pacientes LV que adquirem infec¢Oes bacterianas capazes de acionar o desenvolvimento
dessa sindrome (MARTIN et al., 2009).

Em pacientes com LV, a celularidade global é bastante variavel, pacientes
podem apresentar uma medula normocelular, hipocelular ou hipercelular. No entanto,
ha significativa porcentagem de pacientes com LV que apresentam normocelularidade
da medula 6ssea e apenas uma pequena porcentagem é hipercelular (CERQUEIRA,
2014; CASTRO, 2011;CHANDRA; CHANDRA; KAUSHIK, 2013;AGRAWAL et al.,
2013). Apesar de estudos anteriores relatarem que a medula em pacientes com LV é
hipercelular (CARTWRIGHT; CHUNG; CHANG, 1948). E, quanto a celularidade
setorial, hd uma hipercelularidade eritréide (WICKRAMASINGHE; ABDALLA;
KASILI, 1987;CHANDRA; CHANDRA; KAUSHIK, 2013), este padrdo ndo foi
observado nas linhagens mieloide e megacariocitica (CERQUEIRA, 2014). Essas
alteracbes podem ndo ter grande impacto na patogénese da doenca, porque a

celularidade global e setorial ndo foram relacionadas ao desfecho clinico ou ao risco de
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morte (CASTRO, 2011; CERQUEIRA, 2014) e carga parasitaria (AGRAWAL et al.,
2013).

Na medula 6ssea ha elevada expressdo de RNA mensageiro de IL-10 e INF-y
(KARP et al., 1993). E a exposicdo prévia das células a IL-10 impede uma ativacao
Otima dos macrdéfagos (KANE; MOSSER, 2001;RAI et al., 2012). Assim, 0s
macréfagos ndo conseguem destruir Leishmania na medula porque IL-10 tem acdo
imunossupressora e promove uma baixa producdo de TNF-o e espécies reativas de
oxigénio, contribuindo para a replicacdo do parasita (KANE; MOSSER, 2001). Em
algumas pesquisas, a medula déssea de pacientes com LV aparentemente responde de
forma diferente quando comparada ao sangue periférico. Apds o tratamento, h4 uma
queda significativa nos niveis de IL-10 no sangue, fato ndo observado na medula. Nesse
mesmo grupo de pacientes, analisando amostras pareadas, existem niveis mais elevados
de INF-y no sobrenadante do aspirado da medula 6ssea, quando comparado ao soro
anterior e posterior a terapia (RAI et al., 2012). Os niveis elevados de INF-y no plasma
de pacientes com LV ativa, no dia zero da doenca, podem ter origem em Orgaos
parasitados como a medula Ossea. Isto porque, quando os leucdcitos no sangue
periférico sdo estimulados com antigeno de Leishmania, eles ndo produzem INF-y e,
portanto, ndo seriam responsaveis pela sintese de INF-y presente no plasma (CALDAS
et al.,, 2005). Assim sendo, a imunossupressdo ndo seria generalizada, podendo
permanecer restrita a alguns tipos celulares (CARVALHO et al., 1985), ja que existe
elevada expressdao de RNAm e niveis plasmaticos de INF-y. Alguns autores estariam de
acordo, porque ndo apoiam falhas graves na resposta Thl em pacientes com LV
(SINGH et al., 2012b), tendo em vista a existéncia de niveis séricos consideraveis de
INF-y.

A plasmocitose € um relato comum em lamina de aspirado da medula 6ssea de
pacientes com LV (AGRAWAL et al., 2013;CHANDRA; CHANDRA,; KAUSHIK,
2013), sendo igualmente descrita a presenca de células de Mott, correspondentes aos
plasmaocitos e apresentando maultiplos vacuolos ricos em imunoglobulinas (CASTRO,
2011; CERQUEIRA, 2014), um indicativo da existéncia de niveis elevados de
anticorpos na medula 0ssea, tal como registrado no sangue periférico (CALDAS et al.,
2005). Por sua vez, essas imunoglobulinas podem opsonizar Leishmania e induzir uma
resposta anti-inflamatoria do hospedeiro, ao estimularem a producdo de IL-10,

impedindo a ativacdo dos macrofagos apds estimulo com INF-y (KANE; MOSSER,
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2001). A atividade leishmanicida dos macréfagos poderia ser induzida pelos linfocitos
T CD4", os quais estabelecem contato com macrdfagos infectados com Leishmania nos
6rgdos parasitados através da interagdo HLA-TCR e, em seguida, linfocitos T CD4"
produzem INF-y para ativar macrofagos (KUMAR et al., 2014). Durante doenca ativa,
os linfécitos T expressam mais HLA-DR em comparacdo com o quadro de sujeitos
saudaveis (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2011).

A medula déssea em pacientes com LV aparentemente retém ou
compartimentaliza linfocitos T CD8, por haver maior porcentagem de células
expressando CD18 na medula em comparagcdo com a concentra¢do no sangue periférico.
CD18 é uma molécula responsével pela adesdo das células aos componentes da matriz
extracelular nos 6rgdos ou tecidos, ao passo que as células T CD4 apresentaram
significativa expressdo de CD18 no sangue periférico, em comparacdo com a presenca
na medula 6ssea. Da mesma forma, ha maior compartimentalizacdo desses linfocitos
expressando CD45RO na medula dssea (CLARENCIO et al., 2009). Em nimeros
absolutos, durante doenca ativa aparentemente ha uma taxa CD4/CD8 maior na medula
Ossea em comparacdo com a presenca no sangue periférico. Apds o tratamento, essa
taxa aumenta no sangue e diminui na medula (ROHTAGI et al., 1996). O deslocamento
de T CD4 para o sangue periférico apds o tratamento € apoiado também pelo fato de as
pessoas saudaveis apresentarem uma taxa TCD4/CD8 mais elevada no sangue periférico
em comparacdo aquela da medula éssea (CLARK et al, 1986). A taxa de linfocitos T
CD4/CD8 em pessoas saudaveis encontrada no bago, medula 6ssea e nodulos linfaticos
¢ em média de 1,2:1, ligeiramente menor aquela encontrada no sangue periférico
(COLOVAI et al., 2004). Esses dados refletem o transito de células entre os 6rgaos
parasitados, facilitado pela presenca de capilares sinusoides dilatados em sua arquitetura
(MEBIUS; KRAAL, 2005).

A literatura cientifica apresentada anteriormente reforca o fato de que é preciso
delinear o papel da medula 6ssea no desenvolvimento da LV em pacientes com a
doenca grave e ndo grave. Portento, é importante caracterizar se as células produzidas
na medula déssea apresentam a mesma atividade quando estdo presentes na corrente

sanguinea em pacientes com a doenca grave.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Verificar o papel da medula dssea e do sangue periférico na patogénese da LV, em
particular, da doenca grave.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a producdo das citocinas plasmaticas IL-6, IL-12, IL1p, INF-y, IL-10, TNF-a e
da quimiocina CXCL8 no sangue periférico e na medula 0ssea de pacientes com LV,

infectados com LV e HIV comparado ao grupo controle.

Verificar se neutréfilos, mondcitos (CD14"), linfocitos B (CD19"), T CD8" e T CD4"
sd0 responsaveis pela expressao das citocinas supracitadas na medula 6ssea e no sangue
periférico de pacientes com LV, infectados com LV e HIV comparado ao grupo

controle.

Correlacionar o padrdo de resposta imune na medula 6ssea e no sangue periférico com a
gravidade da doenca de pacientes com LV, infectados com LV e HIV comparado ao

grupo controle.
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4 METODOLOGIA

4.1 Consideragdes sobre a amostra

Os pacientes participantes deste estudo foram atendidos no Instituto de
Doencas Tropicais “Natan Portella” (IDTNP) no periodo de janeiro a agosto de 2015,
localizado em Teresina-Piaui.

Foram considerados como amostra da pesquisa 29 pacientes portadores de LV
(grupo LV), 12 pacientes com suspeita clinica de LV, mas que ndo apresentaram
confirmacdo diagndstica (grupo sem LV/controle ndo saudavel) e 12 pacientes
infectados com Leishmania e HIV (grupo coinfectado: Leishmania/HIV).

As amostras de sangue periférico e da medula 6ssea foram coletadas no
primeiro dia de internagdo no IDTNP, antes do inicio do tratamento rotina do hospital
(IDTNP) para o diagnostico de LV. As informagdes clinicas foram colhidas no

prontudrio médico, conforme questionario em anexo (anexo 1).

4.2 Consideracdes éticas

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Piaui com nUmero 0392214.0.0000.5214. O estudo foi
conduzido em conformidade com os preceitos fundamentais da Resolu¢do do Conselho
Nacional de Saude — CNS 466/2012, que trata das Diretrizes e Normas de Pesquisas

envolvendo seres humanos.
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4.3 Definicéo dos casos

4.3.1 Critérios de inclusao

4.3.1.1 Grupo LV

No grupo LV foram incluidas pessoas com sintomas sugestivos de LV (febre e
esplenomegalia) e diagnostico confirmado por pelos menos um dos testes utilizados na
rotina do hospital: pesquisa direta de amastigotas de Leishmania em lamina do aspirado
de medula dssea, utilizando microscopia Optica; vizualizagdo de promastigotas em meio
de cultura e teste rapido IT-Leish® (antigeno rk-39). Pacientes sem confirmacéo
laboratorial mas que receberam tratamento farmacoldgico para LV seguido de uma

melhora do quadro clinico também foram incluidos nesse grupo.
4.3.1.2 Grupo sem LV
No grupo sem LV foram incluidos pacientes com sintomas sugestivos, sem

confirmagéo parasitologica ou soroldgica e que receberam outro diagndstico clinico ou

laboratorial. Somado a isso, ndo receberam tratamento com drogas leishmanicidas.
4.3.1.3 Grupo coinfectado

No grupo coinfectado foram incluidos os pacientes previamente diagnosticados
com HIV e que receberam diagnostico laboratorial de LV.
4.3.2 Critérios de excluséo

Pacientes com LV e outras morbidades associadas como neoplasias,

insuficiéncia renal crénica e transplantados.
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4.4 Imunofenotipagem em sangue periférico e medula dssea

O sangue periférico e aspirado da medula 6ssea de paciente com LV foram
coletados em tubos contendo EDTA, armazenados em geladeira até o momento do
processamento. A imunofenotipagem foi realizada antes do resultado da pesquisa direta
e da cultura de Leishmania. O primeiro procedimento realizado foi a contagem das
células da medula 6ssea e do sangue periférico em cadmara de Neubauer. Todas as
amostras foram marcadas com anticorpos e adquiridas no citdmetro de fluxo no mesmo
dia da coleta. Inicialmente, as amostras de sangue periférico e de medula 6ssea foram
incubadas em CO, 5% a 37°C por 4 horas em 500uL de meio RPMI com BD
GolgiStop® contendo monensina. Em seguida, os tubos foram centrifugados para retirar
0 sobrenadante e 50 pL da amostra foram adicionados aos tubos para a
imunofenotipagem.

Os tubos foram identificados como ndo marcados (NM), tubos com controle
isotipico (ISO), tubos FMO (fluorescence minus one) e os tubos das amostras. Os
controles isotipicos utilizados foram PE mouse IgGlk (clone MOPC-21), APC-H7
mouse IgG2bk (clone 27-35), Alexa Fluor® 700 mouse IgG1 « (clone MOPC-21), APC
rat IgG2a « (clone R35-95), PE-Cy"™7 mouse IgGl « (clone MOPC-21), FITC Rat
IgG2a « (clone R35-95), PE-CF594 Mouse IgG2b « (clone 27-35) e PerCP mouse 1gG1
K (clone MOPC-21). Os anticorpos anti-TNFa PE-Cy7, anti-INFy Alexa Fluor® 700,
anti-IL-10 APC e anti-CXCL-8 PE-CF594 foram diluidos em Wash buffer na proporc¢éo
de 1:30, com excecdo de anti-IL-6 FITC e anti-INFy Alexa Fluor® 700 que foram
diluidos na proporcéo de 1:2.

Para marcacdo das amostras do sangue periférico, o experimento foi
organizado em dois tubos. No tubo 01 foi adicionado anti-CD4 PERCP™5.5 (clone
SK3), anti-CD8 PE (clone HIT8a) e anti-CD14 APC-cy’ (clone M@P9) e, no tubo 02
foram adicionados anti-CD19 APC-cy’ (clone SJ25C1) e anti-CD45 PE (clone HI30).
Para marcacdo das amostras de medula dssea, o experimento foi dividido em trés tubos
para cada amostra. Ao tubo 01 foi adicionado anti-CD4 PERCP™5.5 (clone SK3) e
anti-CD8 PE (clone HIT8a), ao tubo 02 foi adicionado anti-CD14 APC-cy’ (clone
MoP9) e anti-CD45 PE (clone HI30). Por fim, ao tubo 03 foi adicionado anti-CD19
APC-cy’ (clone SJ25C1) e anti-CD45 PE (clone HI30). Em seguida, os tubos foram
homogeneizados em vortex e colocados por 30 minutos em camara escura a temperatura

ambiente (20° a 25° C). Em seguida, foi adicionado aos tubos 1 mL de solugédo de
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fixacdo e permeabilizacdo BD Cytofix/Cytoperm® e os anticorpos intracelulares anti-IL-
6 FITC (clone MQ2-6A3), anti-CXCL-8 PE-CF594 (clone G265-8), anti-IL-10 APC
(clone JES3-19F1), anti-TNFa PE-Cy7 (clone MADbI11), anti-INFy Alexa Fluor® 700
(clone B27). Esses tubos foram armazenados por 1 hora a 4°C protegidos da luz. Apds
esse periodo, foi adicionado 1 mL de solucdo FACS Lysing Solution® 1x,
homogeneizados em vortex e colocados em camara escura por 10 minutos. Os tubos
foram centrifugados a 500g por 5 minutos, em seguida o sobrenadante foi desprezado e
adicionado 2 a 3 mL de Wash Buffer, homogeneizados em vortex e centrifugados a
temperatura ambiente por 5 minutos a 500g. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado
e adicionado 500 uL de PBS 1x. As amostras foram homogeneizadas antes da aquisi¢ao
em citdmetro. Todos os reagentes utilizados foram da empresa Becton Dickinson

Biosciences Pharmingen.

4.5 Estratégia de andlise imunofenotipica

Foram adquiridos 30.000 eventos por amostra no programa FACSDiva®,
presente no citdometro de fluxo FacsCantoll, mas os dados foram analisados no
programa Infinicity® (citognos). No dot plot SSCxFSC foram excluidos os debris
celulares e todos aqueles eventos alheios aos padrdes de distribuicdo normal dos
leucdcitos. Os tubos do controle isotipico foram avaliados para excluir ligaces
inespecificas. Os tubos FMO foram utilizados para definir o ponto de corte para cada
anticorpo em histograma e sempre foi acompanhada da observacdo no grafico dotplot.
A selecdo de linfocitos T CD8" e T CD4" no sangue periférico e na medula ¢ssea foi
realizada através do dotplot CD4 PERCP™5.5 x CD8 PE, a confirmacéo foi realizada
em SSCxCD8 PE e SSCxCD4 PERCP. A selecdo de linfocitos B nos dois
compartimentos foi realizada através do dotplot CD45 PE x CD19 APC-cy’. Os
monocitos no sangue periférico foram identificados através do dotplot SSC x CD14
APC-cy’ e na medula 6ssea através de CD45 PE x CD14 APC-cy’. A selecdo de
neutrofilos foi realizada no sangue periférico e na medula dssea através do dotplot SSC
x CD45 PE. Apos selecdo da populagdo de leucdcitos, a identificacdo da expressdo de
citocinas pelas células foi determinada em histograma, apds definir ponto de corte em
tubo FMO especifico para cada citocina. Todos os resultados foram expressos em

célulassmm® e porcentagem de expressdo de citocinas conforme férmula descrita
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segundo literatura cientifica (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006). A estratégia de

analise foi exemplificada na Figura 02.

Valor % = N° de células citocinas positivos/ n° total de células analisadas x 100
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Figura 2 Esquema representativo da estratégia de andlise utilizada para determinar o

perfil intracelular de expressdo de citocinas pelos leucocitos. A figura apresenta analise

da porcentagem de linfécitos T CD8 que expressam IL-6, protocolo semelhante foi

utilizado para as outras células, considerando os seus controles especificos. (A) No plot

SSC-A x FSC-A a populacao de leucécitos foi selecionada e os debris foram excluidos.

(D) Em SSC-A x CD8 PE, a populacio CD8" foi selecionada utilizando-se o controle

isotipico (C) como referéncia para comprovar especificidade. Em seguida, a

porcentagem de células T CD8 expressando IL-6 (E) foi determinada utilizando-se o

ponto de corte determinado em (B) que corresponde a analise FMO.
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4.6 Dosagem de citocinas plasmaticas

O plasma e o sobrenadante da medula 6ssea dos pacientes incluidos na
pesquisa foram armazenados em freezer a -20°C até o momento da analise em
citometria de fluxo, utilizando kit CBA® citocinas inflamatorias (IL-6, CXCL-8, IL-10,
TNFa, IL-1B e IL-12p) e Kit CBA® flex para dosagem de INF-y. A mensuracdo das
citocinas utilizando ensaio com beads seguiu as orientacGes do fabricante (Becton

Dickinson Biosciences Pharmingen).

4.7 Probabilidade de morte

Os dados clinicos dos pacientes com LV, coletados em questionario padrao
(anexo 01) do laboratério de pesquisa em Leishmanioses (Lableish), foram adicionados
ao programa online Kala-Cal®, desenvolvido a partir das pesquisas realizadas pelo
laboratdrio de pesquisas em Leishmanioses IDTNP/UFPI. O programa permite calcular

a probabilidade de morte dos pacientes com LV (http://sbmt.org.br/kalacal/).

Na presente pesquisa, 0 ponte de corte para o calculo da probabilidade de
morte de 15% foi definido utilizando como parametro os niveis plasmaticos de IL-6 dos
pacientes, o teste estatistico de Mann-Whitney foi utilizado para comparar os grupos (-
grave e +grave) guanto aos niveis plasmaticos de IL-6 porque é definido como um
parametro de gravidade (COSTA et al., 2013)(DOS SANTOS et al., 2016). O aumento
dos niveis plasmaticos de IL-6 esta associado com a gravidade do quadro clinico. A
mediana dos valores da P(morte) inicialmente foi utilizada como ponto de corte para
distribuir os pacientes nos grupos -grave e +grave. Na auséncia de diferenca
significativa, o valor do ponto de corte foi aumento e as populacdes novamente
classificadas nos grupos até o ponto em que existisse diferenca significativa quanto aos
niveis de IL-6. Na presente pesquisa foram considerados com maior gravidade 0s

pacientes com probabilidade de morte acima de 15% (n=4) conforme tabela.


http://sbmt.org.br/kalacal/

52

4.8 Analise estatistica

Os dados obtidos foram organizados e armazenados em planilhas do programa
Microsoft Windows Excell®. Os dados quantitativos foram apresentados em valores

absolutos, medianas, médias e desvio-padréo.

A Andlise estatistica foi realizada através dos testes Man-Whitney, Wilcoxon,
Regressdo linear simples e correlacdo de Spearman em software GraphPad Prism®

versao 6.01.

O teste Wilcoxon foi empregado para comparar medianas das variaveis nao
paramétricas, amostras pareadas de sangue periférico e medula Gssea dentro de um
mesmo grupo foram comparadas. O teste de Man-Whitney foi utilizado para comparar

as medianas entre 0s grupos.

Para esta pesquisa, foi aceito um nivel de significancia o = 0,05.
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5 RESULTADOS

SECAO |

5.1 Caracterizacdo da medula éssea e do sangue periférico de pacientes com LV
5.1.1 Caracteristicas da populagédo de estudo

As caracteristicas demograficas da populacgdo estdo descritas na tabela 01. N&o
houve diferenca estatistica entre os grupos com LV e sem LV no que diz respeito a
idade (p=0,1281) e género (p=0,7231).

O diagnéstico final dos pacientes do grupo sem LV foram febre tifoide,
insuficiéncia hepatica aguda e subaguda, doenca ocasionada pelo HIV, anemia
nutricional. A presenca de sangramento foi identificada em dois pacientes do grupo sem
LV, um em consequéncia de parasitose intestinal e o outro devido a infec¢do urinéria.
No grupo LV, quatro pacientes apresentaram quadro clinico com maior gravidade, dos
quais trés com sangramento e dois com infec¢fes bacterianas. Um desses pacientes foi a

Obito por sepse provocada por Pseudomonas aeruginosa.
5.1.2 Caracteristicas hematoldgicas
Os pacientes do grupo com LV apresentam niveis mais baixos de hemacias

(p=0,0084), hemoglobina (p<0.0001), hematdcrito (p<0,0001), neutréfilos (p=0,0029)

e plaquetas (p=0,035) quando comparado aos pacientes sem LV (tabela 01).



TABELA 1 Caracteristicas demogréaficas e hematologicas de pacientes com LV e

controles ndo saudaveis

Caracteristicas Sem L.V. Com L.V. Valor p *
(n=12) (n=29)

Idade

n (%) 0,1281

<1 1 (8,33) 7 (24,14)

1<20 2 (16,67) 12 (41,38)

20 < 40 5 (41,67) 5 (17,24)

> 40 4 (33,33) 5(17,24)

Género

n (%) 0,7231

Male 8 (73,73) 20 (64,51)

Dados hematol6gicos

(Média +SD)

RBC (milhdes/mm®) 4,06 (0,24) 3,25 (0,14) 0,0058

Hemoglobina (g/dL) 11,08 (0,76) 7,69 (0,34) < 0,0001

Hematdcrito (%) 31,33 (1,08) 23,70 (1,11) 0,0005

Neutréfilos (cells/mm®) 2332 (512) 968 (173,2) 0,0029

Mondcitos (cells/mm?®) 365,4 (68,55) 295,0 (59,75) 0,5325

Linfocitos (cells/mm®) 1769 (583,3) 2464 (450,4) 0,4287

Plaquetas (/mm?®) 268733 (68056) 131152 (28238) 0,0340

"teste qui-quadrado

5.1.3 Analise das subpopulac@es de leucdcitos ra-\Yem pacientes com LV

Apbs analise por imunofenotipagem, ndo foi possivel registrar diferenca
significativa quanto ao ndmero de neutréfilos (p=0,45), T CD8 (p=0,53), mondcitos
(p=0,26) e linfocitos B (p=0,29) na medula déssea entre os grupos com LV e o controle
(sem LV). No entanto, pacientes com LV apresentaram um nimero maior de linfocitos
T CD4" na medula 6ssea (p=0,05) (figura 3-A).

No sangue periférico, pacientes com LV apresentaram numero
significativamente maior de linfécitos B (p=0,002), T CD4 (p=0,05) e um ndmero
significativamente menor de neutréfilos (p=0,016) em comparagdo ao grupo controle.
Com relagéo aos monocitos (p=0,515) e linfocitos T CD8 (p=0,811), ndo foi registrada

diferenca significativa quando comparado ao controle (figura 3-B).
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Os valores minimo e méaximo dos leuccitos (células/mm?®) de pacientes com
LV, a médiatDP e a mediana na medula Ossea e no sangue periférico estdo

apresentados no apéndice desta tese nas tabelas 5-A e 6-A.
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FIGURA 3 Leucécitos (células/mm?®) na (A) medula 6ssea e no (B) sangue periférico de
pacientes com LV e sem LV (grupo controle). As amostras foram analisadas por
citometria de fluxo para fenotipagem das subpopulagdes de leucécitos. O nimero de
pacientes incluidos em cada analise esta representado da seguinte maneira: tipo celular
(sem pacientes com LV/LV). (A) Neutr6filos MO (10/26), mondécitos MO (11/27),
linfocitos T CD4" MO (12/25), linfocitos T CD8" MO (12/25) e linfocitos B MO
(10/26). (B) Neutrdfilos SP (10/28), mondcitos SP (10/29), linfécitos T CD4" SP
(10/29), linfécitos T CD8" SP (10/29) e linfocitos B SP (10/29). O teste estatistico
utilizado para comparar os grupos foi Mann-whitney.

*p<0,05

**p<0,01
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5.1.4 Expressdo intracelular de IL-6, CXCL-8, IL-10, INFy e TNFa em
subpopulac6es de leucdcitos presentes na medula dssea e no sangue periférico de
pacientes com LV e controles

Pacientes com LV apresentaram uma maior expressao de IL-6 pelos linfdcitos
B (p=0,006) (figura 4-A5), T CD8" (p=0,004) (figura 4-A4), T CD4" (p=0,002) (figura
4-A3) e mondcitos (p=0,01) (figura 4-A2) no sangue periférico quando comparado ao
controle. Os neutrofilos (p=0,22) no sangue periférico de pacientes com LV néo
apresentaram um aumento na expressao de IL-6 quando comparado aos pacientes sem
LV.

Na medula 6ssea, linfocitos T CD4" (p=0,0074) (figura 4-A3) de pacientes
com LV apresentaram uma expressdo significativa de 1L-6 quando comparado ao grupo
controle. Linfécitos B (p=0,57) (figura 4-A5) e neutrofilos (p=0,33) (figura 4-Al) nédo
apresentaram aumento significativo na expressdo de IL-6 quando comparado ao grupo
controle. No entanto, os dados sugerem que possivelmente ha um aumento da expressao
de IL-6 por T CD8" (p=0,09) (figura 4-A4) e uma diminuico da expressio de IL-6 em

monacitos (p=0,08) (figura 4-A2) quando comparado aos controles.

Ao comparar sangue periférico e medula Ossea, pacientes com LV
apresentaram uma maior expressao de IL-6 por neutréfilos (p<0,0001), mondcitos
(p=0,01), linfécitos T CD4 (p=0,02), T CD8 (p<0,0001) no sangue periférico. Para
linfocitos B foi registrado um aumento na expressdo de IL-6 na medula éssea (p=0,05).
Pacientes sem LV apresentaram uma maior expressao de IL-6 apenas pelos neutrdfilos
no sangue periférico (p=0,008), assim como T CD8 (p=0,08). Nao foi registrada
diferenca significativa para linfécitos T CD4 e mondcitos. Os linfocitos B (p=0,06)

tendem a aumentar a expressao de 1L-6 na medula 6ssea.

e-pacientes
com LV apresentam um aumento significativo na expressdo de IL-10 apenas pelos
monacitos no sangue periférico (p=0,02) (figura 5-B2) quando comparado ao controle.
Linfocitos B (p=0,95) (figura 5B5), T CD8 (p=0,50) (figura 5-B4), T CD4 (p=0,34)
(figura 5-B3) ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados ao grupo
controle. Os neutrofilos provavelmente (p=0,08) (figura 5-B1) expressam mais IL-10
no sangue periférico quando comparados aos controles. Na medula éssea, os linfocitos

B (p=0,014) (figura 5-B5) de pacientes com LV apresentaram maior expressédo de IL-10
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quando comparado ao controle. Linfocitos T CD8 (p=0,18) (figura 5-B4), T CD4
(p=0,12) (figura 5-B2), mondcitos (p=0,17) (figura 5-B2) e neutrdfilos (p=0,46) (figura
5-B5) ndo apresentaram diferenca significativa.

Os pacientes com LV apresentaram baixa expressdo de CXCL-8, INFy e TNFa.
no sangue periférico e na medula 6ssea, como pode ser observado no apéndice, tabelas
9A e 10A, respectivamente.
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FIGURA 4 Expressdo de IL-6 pelos leucdcitos no sangue periférico e na medula 6ssea
de pacientes com LV comparados com o controle (sem LV). O nimero de pacientes
incluidos em cada andlise esta representada da seguinte maneira: tipo celular (sem
LV/LV). (A1) %neutr6filosIL6"SP (10/28) e %neutrdfilos IL6'MO (10/23). (A2)
%CD14"IL6" SP (10/26) e %CD14"I1L6" MO (11/22). (A3) %CD4*IL6"SP (10/29) e
%CD4'IL6" MO (12/25). (A4) %CDS8'IL6"SP (10/29) e %CDS8'IL6" MO (12/24). (A5)
%CD19*IL6"SP (10/29) e %CD19'IL6" MO (10/23) (*). O teste estatistico utilizado
para comparar os grupos foi Mann-Whitney e o teste Wilcoxon foi utilizado para
comparar sangue periférico e medula 6ssea.

*p<0,05
** p<0,01
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FIGURA 5 Expressao de IL-10 pelos leucdcitos no sangue periférico e na medula 6ssea
de pacientes com LV comparados com o controle (sem LV).. A O nimero de pacientes
incluidos em cada analise esta representado da seguinte maneira: tipo celular (sem
LV/LV). (B1) %neutréfilos 1L107SP (10/29) e %neutrofilos IL10"MO (10/27). (B2)
%CD14"1L10"SP (10/29) e %CD14*1L10" MO (11/26). (B3) %CD4"1L10"SP (10/29) e
%CD41L10"MO (12/26). (B4) %CD8'IL10"SP (10/29) e %CD8*IL10"MO (12/26).
(B5) %CD19"1L10"SP (10/29) e %CD19*IL10"MO (10/25). O teste estatistico utilizado
para comparar 0s grupos foi Mann-Whitney e o teste Wilcoxon foi utilizado para
comparar sangue periférico e medula 6ssea

*p<0,05
**p<0,01
*Hxxn<0.0001
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5.1.5 Analise das citocinas circulantes no sangue periférico e na medula 6ssea de
pacientes com LV e controles ndo saudaveis

O sangue periférico pacientes com LV apresentam niveis significativamente
mais elevados de IL-6 (p=0,025) (figura 6-Al) e IL-10 (p=0,0006) quando comparado
com o grupo controle (figura 6-A3). Ndo foram registrados valores significativos para
CXCLS8 (p=0,30) (figura 6-A2), TNFa (p=0,11) (figura 6-A5), IL-1B (p=0,11) (figura
6-A6) e IL-12 (p=0,63) (figura 6-A7) no sangue periférico de pacientes com LV quando
comparado ao controle. Provavelmente INFy (p=0,06) (figura 6-A4) apresenta niveis
mais elevados no sangue periférico de pacientes com LV quando comparado aos

controles ndo saudaveis.

Os niveis de IL-6 (p=0,0026) (figura 6-Al), IL-10 (p=0,0003) (figura 6-A3),
INFy (p=0,0017) (figura 6-A4), TNFa (p=0,014) (figura 6-A5) e IL-1p (p=0,0084)
(figura 6-A6) na medula déssea estdo significativamente mais elevados em pacientes com
LV quando comparados aos controles. Nao foi registrada diferenca significativa para
CXCL-8 (p=0,76) (figura 6-A2) e IL-12 (p=0,26) (figura 6-A7) quando comparado ao
controle. As células analisadas apresentaram uma baixa expressdo de INFy, CXCL-8 e

TNFa no sangue periférico e na medula dssea (dados ndo apresentados).

A comparacao estabelecida, em um mesmo grupo, entre o sangue periférico e a
medula dssea permitiu registrar que a concentracdo de CXCL8 € significativamente
maior na medula 6ssea de pacientes dos grupos controle (p=0,032) e LV (p=0,0006)
(Figura 6-A2). Em pacientes com LV observou-se também niveis mais elevados de IL-
1B (p=0,004) (figura 6-A6), IL-12 (p=0,007) (figura 6-A7) na medula éssea quando
comparado ao sangue periférico. No entanto IL-6 (p=0,89) (figura 6-Al), IL-10
(p=0,35) (figura 6-A3) e INFy (p=0,303) (figura 6-A4) ndo apresentaram diferenca
significativa. Na medula 6ssea_de pacientes sem LV, os niveis de IL-6 (p=0,563), IL-10
(p=0,844), INFy (p=0,688), TNFa (p=0,625), IL-1B (p=0,219) e IL-12 (p=0,875) nédo

apresentaram diferenca significativa quando comparado ao sangue periférico.

Os valores minimo e méximo, médiatDP e mediana da concentracdo das
citocinas circulantes de pacientes com LV e controles ndo saudaveis, registrados na
medula dssea (tabela 8A) e no sangue periférico (tabela 7A) estdo apresentados no

apéndice desta tese.



60

A2 A3 A4

350
300
250

o 200
150

)

100
50
30

P

IL-6 pg/mL SP
CXCL-8 pg/mL SP
IL-10 pg/m

*
3
INFy pg/mL SP

MO sp

TNFa pg/mL SP
IL-1B pg/mL SP

FIGURA 6 (A) Niveis de citocinas circulantes em pacientes com LV na medula 6ssea e
no sangue periférico. (Al) IL-6. (A2) CXCL-8. (A3) IL-10, (A4) INFy. (A5) TNFa.
(A6) IL-1p. (A7) IL-12. Pacientes sem LV foram utilizados como controle. A amostra
do grupo controle apresenta 6 pacientes. O grupo LV apresenta 25 pacientes para todas
citocinas, com exce¢do da INFy com 24 pacientes. Para a comparagdo dos niveis de
citocinas livres entre o sangue periférico e a medula dssea foi utilizado o teste estatistico
Wilcoxon, valores com p<0,05 foram considerados significativos. Para o grupo LV
foram incluidos 25 pacientes, com exce¢do de INFy e IL-12 com 24 pacientes. Para o
grupo controle (sem LV) n=6. O teste estatistico utilizado foi Mann-Whitney para
comparagao entre 0s grupos.

*p<0,05

*%p<(,01

**%p<0,001

5.1.6 Correlacdo entre os niveis de citocinas circulantes nos compartimentos
sangue periférico e medula 6ssea de pacientes com LV e controles ndo saudaveis

Na tentativa de determinar se 6rgdos parasitados, tais como a medula éssea,
podem contribuir com os niveis elevados das citocinas plasmaticas em pacientes com
LV, foi possivel registrar que 1L-12 foi a Unica citocina que ndo apresentou correlacdo
entre o sangue periférico e a medula 6ssea (tabela 2). Com relacdo aos pacientes do
grupo controle, provavelmente CXCL8 (p=0,058) apresenta correlagcdo entre os dois

compartimentos (tabela 2), no entanto em razdo do pequeno numero de pacientes no
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grupo sem LV ndo é possivel excluir que as outras citocinas apresentem correlacdo

significativa.

TABELA 2 Correlagdo entre a concentragdo de citocinas no sangue periférico e na
medula déssea de pacientes LV e controles.

Sem LV C.de Valor de p LV C.de Valor de p
(n=6) Spearman” (n=24) Spearman
IL-6 0,37 0,50 IL-6 0,61 0,001**
CXCLS8 0,83 0,058 CXCLS8 0,63 0,001**
IL-10 0,77 0,10 IL-10 0,62 0,001**
INFy -0,26 0,66 INFy 0,93 6.8x10"
*kkk
TNFa. 0,72 0,12 TNFa 0,43 0,03*
IL-1p 0,64 0,20 IL-1p 0,47 0,02*
IL-12 0,75 0,11 IL-12 0,30 0,15

"Coeficiente de correlacdo de Spearman. Valores com p<0,05 foram considerados
significativos.

5.1.7 Correlacdo entre a expressdo de citocinas pelos leucdcitos e os niveis de
citocinas circulantes de pacientes com LV

Em pacientes com LV, apenas os linfocitos T CD4 (p=0,002; Rs=0,39) (figura
7B) e T CD8 (p<0,0001; Rs=0,55) (figura 7-A) contribuiram com os niveis de IL-6
circulantes no sangue periférico, porque foi possivel observar correlacdo significativa
entre expressdo de citocinas por essas células e IL-6 circulante. Ndo houve correlagédo
significativa entre expressdo de IL-10, INFy, TNFa e CXCLS8 pelos leucocitos e as
respectivas citocinas circulantes (dados estdo apresentados nas figuras 20A, 21A, 22A e
23A no apéndice desta tese).

Na medula 6ssea de pacientes com LV ndo foi possivel registrar correlacdo
entre a expressdo de IL-6, CXCLS, IL-10, INFy e TNFa pelos leucocitos e os niveis das
respectivas citocinas circulantes_no sobrenadante da medula 0Ossea (dados estdo
apresentados nas figuras 24A, 25A, 26A, 27A e 28A no apéndice desta tese).
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5.1.7.1 Correlacdo da expressdo de citocinas por leucocitos no sangue
periférico e na medula 6ssea.

Visando estimar se as células apresentam comportamento semelhante no
sangue periférico e na medula dssea no que diz respeito a expressdo das citocinas IL-6,
IL-10, TNFa e INFy, os dois compartimentos foram correlacionados quanto a
porcentagem de expressdo dessas citocinas pelas células. N&o foi registrada correlacao
significativa entre as células T CD8'IL6" (Rs=0.02; p=0,55), T CD4'IL6" (Rs=0.004;
p=0,78), neutrdfilos IL6" (Rs=0,18; p=0,06), CD19'IL6" (Rs=0,03; p=0,47),
CD147IL6" (Rs=0,015; p=0,59) (figura 29A do apéndice).

Com relacdo a IL-10, foi possivel registrar correlacdo apenas entre a expressao
de IL-10 pelos neutréfilos (p=0,0003; Rs=0,48) no sangue periférico e na medula 6ssea
(Figura 8). A correlagdo entre a porcentagem de expressdao de INFy por linfocitos B
(p=0,002; Rs=0,39) e T CD4 (p=0.0002; Rs=0,49) nos dois compartimentos foi
significativa (Figura 9). N&o foi possivel registrar correla¢do entre a expressao de TNFa

no sangue periférico e na medula éssea (figura 30A do apéndice).
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estatistico utilizado foi regresséo linear simples.
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SECAO 11

5.2 - Gravidade associada a LV

5.2.1 Probabilidade de morte dos pacientes com LV

O quadro clinico dos pacientes e o calculo da probabilidade de morte foram

descritos na tabela 3. +

TABELA 3 Probabilidade de morte dos pacientes com LV.

Pacientes LV P (morte)” (%)

6200 0,3
6159 0,3
6160 0,3
6277 0,3
6150 0,1
6174 0,1
6209 0,1
6138 7,8
6194 0,7
6233 0,3
6173 1,1
6162 1,6
6182 1,6
6278 1,6
6213 6,5
6144 3,6
6148 3,6
6157 3,6
6193 3,6
6176 7,6
6210 1,6
6245 1,1
6170 15,4
6178 7,6
6166 24,0
6169 45,2
6205 48,8

*Probabilidade de morte foi calculada utilizando o programa Kala-cal®
(http://sbmt.org.br/kalacal/).



http://sbmt.org.br/kalacal/
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5.2.2 Citocinas circulantes no sangue periférico e na medula dssea de pacientes
com LV com maior e menor gravidade

5.2.2.1 Medula 6ssea

Na presente pesquisa foram considerados com maior gravidade os pacientes
com probabilidade de morte acima de 15% (n=4). Desta forma, ao comparar pacientes
com maior e menor gravidade na medula déssea foi possivel registrar que pacientes
menos graves apresentam niveis significativamente mais elevados de IL-10 (p= 0.01)
(figura 10-A3). Provavelmente, pacientes com maior gravidade apresentem niveis mais
elevados de IL-6 (p=0,19) e CXCL-8 (p=0,08) (figura 10 A1-A2), e niveis mais baixos
de IL-12 (p=0,17) (figura 10A7). N&o foi registrada diferenca significativa para INFy
(p=0,62), TNFa (p=0,83) e IL-1B (p=0,89) (figura 10 A4-Ab).

5.2.2.2 Sangue periférico

No sangue periférico, pacientes com PM acima de 15% (n=4) considerados
com maior gravidade, apresentaram niveis significativamente mais elevados de IL-6
(p=0,03) e CXCL8 (p=0,04) (figura 10 A1-A2). Nao foi registrada diferenca
significativa para IL-10 (p=0,91), INFy (p>0,99), TNFa (p=0,37), IL-1B (p=0,83) e IL-
12 (p=0.19) (figura 10 A3-A7).
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FIGURA 10 Associacdo entre os niveis de citocinas circulantes no sangue periférico e
na medula dssea e a gravidade de pacientes com LV. Grupos +grave, com probabilidade
de morte >15%, (n=4) e —grave, com probabilidade de morte <15%, (n=23). O teste
estatistico utilizado foi Mann-Whitney.

*p<0,05
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5.2.2.3 Perfil de expressao de citocinas na medula dssea

Pacientes com menor gravidade apresentaram significativamente um maior
nimero de células CD14*1L6" (p=0,02), neutréfilos IL10" (p=0,03) e neutrofilos INFy*
(p=0,04). No foi registrada associagio entre CD8'IL6" (p=0,39), CD4*IL6" (p=0,78),
CD19°IL6" (p=0,78), neutréfilos IL6" (p=0,30), CD14"IL8" (p=0,26), CD19*IL8"
(p=0,57), CD8'IL10" (p=0,87), CD4'IL10* (p=0,64), CD14'IL10" (p=0,29),
CD19*1L10" (p=0,71), CD8'INFy" (p=0,79), CD4'INFy" (p=0,79), CD14'INFy"
(p=0,41), CD19'INFy" (p>0,99), CD8'TNFa" (p>0,99), CD4'TNFa' (p>0,99),
CD14"TNFa" (p=0,12), CD19'TNFa" (p=0,82), neutréfilos TNFa® (p=0,73) e
gravidade. Os dados estdo apresentados na 32A no apéndice.

5.2.2.4 Perfil de expressao de citocinas no sangue periférico

No sangue periférico, pacientes com maior gravidade apresentaram um ndmero
significativamente maior de células CD8"IL6" (p=0,049). N4o foi registrada associacio
entre CD4*IL6" (p=0,30), CD14*IL6" (p=0,44), CD19*IL6" (p=0,63), neutrofilos IL6"
(p=0,77), CD8"IL8" (p=0,08), CD4"IL8" (p=0,26), CD14"IL8" (p=0,74), CD19*IL8"
(p>0,99), neutrdfilos 1L8" (p=0,61), CD8'IL10" (p=0,72), CD4'IL10" (p=0,41),
CD147IL10" (p=0,92), CD19"1L10" (p=0,59), neutrdfilos IL10" (p=0,46), CD8 INFy"
(p=0,91), CD4'INFy" (p=0,75), CDI14'INFy" (p=0,30), CDI19'INFy" (p=0,92),
neutrofilos INFy"  (p=0,76), CD8'TNFua" (p=0,70), CD4'TNFa' (p=0,95),
CD14"TNFa" (p=0,22), CD19'TNFa' (p>0,99), neutréfilos TNFo' (p=0,75) e

gravidade. Os dados estdo apresentados na 31A no apéndice.

5.2.2.5 Correlagéo entre citocinas circulantes e probabilidade de morte

Na tentativa de determinar se as citocinas plasmaticas estdo correlacionadas
com a probabilidade de morte foi possivel observar que apenas os niveis de IL-6 no
plasma (Rs=0,45; p=0,0005) (figura 11) e no sobrenadante da medula ¢ssea (Rs=0,44;
p<0,0005) (figura 12) apresentaram correlacdo positiva com a probabilidade de morte

dos pacientes.



IL-6 pg/mL

IL-10 pg/mL

TNFa pg/mL

IL-12 pg/mL

IL6 SP x P (morte)

Rs=0,45
p=0,0005 o
8000
6000
4000 -
- -
’f
2000 - -
-
-
-
Py V% NP —e ]
0 20 40 60
P (morte)
IL10 SP x P (morte)
300
Rs=0,02
p=0,52

1
60

P (morte)
TNFa SP x P (morte)
40
Rs=0,02
p=0,49
1
60
P (morte)
IL12 SP x P (morte)
Rs=0,03
p=0,40
L) [ ]
[ ]
° ° ° ° .
20 40 60

INFy pg/mL CXCL-8 pg/mL

IL-1B pg/mL

CXCL-8 SP x P (morte)

1500 7
Rs=0,14
p=0,082
1000 L4
p
500
0 L] L L 1
0 20 40 60
P (morte)
INFy SP x P (morte)
300
Rs=0,003
p=0,81
2004®
b
1004 o °
°
-8 o . .
0 20 40 60
P (morte)
IL1B SP x P (morte)
Rs=0,04
p=0,37
°
Py
T T 1
0 20 40 60

P (morte)

70

FIGURA 11 Correlacdo entre citocinas plasmaticas e a probabilidade de morte dos
pacientes. IL-6 (n=23), CXCL-8 (n=23), IL-10 (n=23), INFy (n=22), TNFa (n=23),

IL1B (n=23) e IL-12 (n=23). O teste estatistico utilizado foi regressdo linear simples.
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FIGURA 12 Correlagéo entre citocinas livres na medula éssea e probabilidade de morte.
IL-6 (n=23), CXCL-8 (n=23), IL-10 (n=23), INFy (n=23), TNFo (n=23), ILI (n=23) e
IL-12 (n=22). O teste estatistico utilizado foi regresséo linear simples.
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5.2.2.6 Correlacéo entre a porcentagem de expressdo de citocinas pelos leucécitos
na medula 6ssea e no sangue periférico de pacientes com LV e a probabilidade de
morte

Com a finalidade de tentar identificar se a expressdo de citocinas pelos
leuccitos pode ser um indicador de gravidade, foi realizada a correlacdo entre
expressao de IL-6, CXCLS8, IL-10, INFy, TNFa pelos leucécitos no sangue periférico
com a probabilidade de morte. Apenas a porcentagem de expressdo de IL-6 por
linfocitos T CD4 (Rs= 0.29; p= 0.0036) e T CD8 (Rs=0.68; p<0.0001) no sangue
periférico (figura 13) apresentou correlagdo com a probabilidade de morte.

A correlacdo entre a expressdo de CXCL-8 (figura 33A e 38A), IL-10 (figura
33A ¢ 39A), INFy (figura 35A e 40A), TNFa (figura 36A e 41A) pelos leucdcitos e as
citocinas circulantes no sangue periférico e medula dssea estdo apresentados no

apéndice.
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FIGURA 13 Correlacdo entre porcentagem de expressdo de IL-6 pelos leucdcitos no
sangue periférico e probabilidade de morte. Para todas as analises foram incluidos 27

pacientes, com excecdo de %neutréfilos IL6" com n=26. O teste estatistico utilizado foi

regressao linear simples.
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Secao Il

5.3 - Pacientes infectados com Leishmania e HIV

5.3.1 Caracteristicas da populacéo de estudo

Nesse estudo 12 pacientes com LV, maiores de 20 anos, foram incluidos como
controle para descrever as diferencas existentes com os pacientes com LV/HIV.

O hemograma de pacientes coinfectados sugere que apresentam uma
neutropenia mais intensa e um aumento na contagem de mondcitos e uma reducao
linfdcitos (tabela 4).

TABELA 4 Caracteristicas demograficas e hematologicas dos pacientes com LV e

coinfectados por Leishmania/HIV.

Caracteristicas” L.V.+H.L.V L.V. Valor p
(n=12) (n=12)

Idade

n (%) 0,3226
20<40 9 (75) 4(33,33)
>40 3 (25) 7 (58,33)

Genero

n (%) 0,5901
Masculino 9(81,81) 11 (91,66)

Dados hematolégicos

(Média +SD)
RBC (milhdes/mm?) 2,76 (0,26) 2,997 (0,28) 0,5380
Hemoglobina (g/dL) 7,28 (0,54) 7,86 (0,76) 0,5313
Hematdcrito (%) 22,27 (1,84) 24,4 (2,64) 0,5101
Neutrdfilos (cells/mm?) 1358 (483,7) 3944 (1603) 0,0980
Mondcitos (ceIIs/mma) 113,8 (27,7) 247,1 (108,5) 0,1919
Linfécitos (cells/mm?) 990,1 (208,4) 2297 (952,8) 0,1988
Plaquetas (/mm?) 121800 (29760) 133789 (46126) 0,8262

# Teste qui-quadrado.
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5.3.2 Anadlise das subpopulacGes de leucdcitos em pacientes infectados com
Leishmania e HIV

Apols analise por imunofenotipagem, foi possivel registrar uma reducao
significativa dos linfécitos T CD4 na medula éssea (p=0,02) e no sangue periférico
(p=0,0003) de pacientes com LV coinfectados com HIV (figura 14 A3, A4).

Na medula 6ssea, ndo foi possivel registrar nesse estudo diferenca significativa
para neutrofilos (p=0,33), linfécitos T CD8 (p=0,22), monacitos (p=0,94), linfocitos B
(p=0,71) entre pacientes com LV e coinfectados (figura 14 Al, A2, A4 e Ab).

No sangue periférico, ndo foi registrada diferenca significativa para monocitos
(p=0,64), neutrofilos (p=0,17), linfocitos T CD8 (p=0,64) e linfécitos B (p=0,93) entre
pacientes com LV e coinfectados (figura 14 B2, B4 e B5).
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Figura 14 Comparacéo entre leucdcitos (célulass/mm3) no (A) sangue periférico e na (B)
medula dssea de pacientes com LV e co-infectados (LV+HIV) analisados por
imunofenotipagem. O numero de pacientes incluidos em cada analise esta representado
da seguinte maneira: tipo celular (LV/LV+HIV). (A) Neutréfilos SP (10/11), mondcitos
SP (11/11), linfocitos T CD4* SP (11/11), linfocitos T CD8* SP (11/11) e linfécitos B
SP (11/11). (B) Neutréfilos MO (9/9) (B1), mondcitos MO (10/9) (B2), linfécitos T
CD4" MO (9/9) (B3), linfécitos T CD8" MO (9/9) (B4) e linfécitos B MO (11/9) (B5).
O teste estatistico utilizado para comparar o0s grupos foi Mann-whitney.

*p<0,05

5.3.3 Citocinas circulantes na medula déssea e no sangue periférico de pacientes
infectados com Leishmania e HIV.
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Na medula éssea de pacientes com Leishmania e HIV ndo foi registrada
diferenca significativa entre os niveis de CXCL8 (p=0,67), IL-6 (p=0,26), INFy
(p=0,21), TNFa (p=0,11), IL-10 (p=0,52), IL-12 (p=0,15) e IL-1pB (p=0,78) (figura 15
Al — A7) quando comparado aos pacientes com LV.

No sangue periférico de pacientes com Leishmania e HIV foi possivel registrar
um aumento significativo dos niveis de TNFa (p=0,03) e IL-12 (p=0,02) (figura 15 A5 e
AT). Nao foi registrada diferenca significativa para IL-6 (p=0,88), IL-10 (p=0,25), IL-
1B (p=0,14), CXCL-8 (p=0,54) e INFy (p=0,51) (figura 15 Al - Ad e Ab).

Ao comparar sangue periférico e medula 6ssea de pacientes com Leishmania e
HIV foi possivel registrar niveis significativamente mais elevados de CXCL-8 (p=0,05)
(figura 15 A2) na medula 6ssea. Nesse estudo ndo foi possivel registrar diferenca
significativa entre os niveis de IL-6 (p=0,28), IL-10 (p>0,99), INFy (p=0,56), TNFa
(p=0,89), IL-1p (p=0,37) e IL-12 (p=0,36) no sangue periférico e na medula déssea
(figura 15 Al e A3- A7).

Existe correlacdo significativa entre os niveis de IL-6 (p=0,03) e INFy (p=0,01)
presentes no sangue periférico e na medula 6ssea. No entanto, ndo foi registrada
correlagdo entre os niveis de TNFa (p=0,71), IL-12 (p=0,73), IL-1pB (p=0,32), CXCL-8
(p=0,13) e IL-10 (p=0,21).
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FIGURA 15 Niveis de citocinas circulantes na medula 6ssea e no sangue periférico em
pacientes com LV e LVHIV. (A) Os testes estatisticos utilizados foram Mann-Whitney
e Wilcoxon. O numero de pacientes incluidos nas analises no sangue periférico esta
representado da seguinte maneira: tipo celular (LV/Leishmania+HIV). IL-6 (9/12),
CXCL-8 (9/12), IL-10 (9/12), INFy (9/10), TNFa (9/12), IL-1B (9/12), IL-12 (9/12). Na
medula 6ssea as amostras foram IL-6 (9/11), CXCL-8 (9/11), IL-10 (9/11), INFy (9/10),
TNFa (9/11), IL-1p (9/11), IL-12 (9/11). (B) Correlacao entre as citocinas presentes no
sangue periférico e na medula dssea de pacientes com LVHIV. Teste estatistico
utilizado foi a correlagéo de Spearman.

*p<0,05

**p<0,01

**%p<(),001
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5.3.4 Perfil de expressdo intracelular de citocinas pelos leucdcitos no sangue
periférico de na medula 6ssea de pacientes infectados com Leishmania e HIV

5.3.4.1 Perfil de expressao de IL6

Na medula dssea de pacientes co-infectados, quando comparado ao de
pacientes com LV, é possivel registrar um aumento na porcentagem de expressdo de IL-
6 por linfocitos T CD4 (p=0,10) (figura 16 A3). Nesta pesquisa, ndo foi possivel
registrar diferenca significativa na expressdo de IL-6 em neutrdfilos (p=0,28),
monocitos (p=0,76), T CD8 (p=0,89) e linfécitos B (p=0,61) (figura 16 Al, A2, Ad e
Ab5).

Os monocitos (p=0,05) presentes no sangue periférico de pacientes
coinfectados expressam mais IL-6 e, possivelmente, os linfocitos T CD4 (p=0,09),
guando comparado a de pacientes com LV (figura 16 A2 e A3). Nesta pesquisa, ndo foi
possivel registrar diferenca significativa na expressdo de IL-6 em neutréfilos (p=0,34),
T CD8 (p=0,64) e linfocitos B (p=0,79) (figura 16 A2, A4 e A5).

Ao comparar sangue periférico e medula dssea de pacientes com LV e HIV foi
possivel registrar que neutréfilos (p=0,003) e linfécitos T CD8 (p=0,008) (figura 16 Al
e A4) expressam mais IL-6 no sangue periférico, provavelmente os linfécitos B
expressam mais IL-6 na medula 6ssea (p=0,06) (figura 16 A5). Nessa pesquisa ndo foi
registrada diferenca significativa para mondcitos (p=0,74) e linfocitos T CD4 (p=0,20)
(figura 16 A2 e A3).
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FIGURA 16 Expressao de IL-6 pelos leucécitos no sangue periférico e na medula 6ssea
de pacientes com LV e HIV comparados com pacientes com LV. O numero de
pacientes incluidos em cada analise esta representada da seguinte maneira: tipo celular
(LV+HIV/LV). (A1) %neutrofilosIL6"SP (10/12) e %neutréfilos IL6"MO (8/9). (A2)
%CD1471L6" SP (12/11) e %CD14'IL6" MO (8/10). (A3) %CD4'IL6"SP (12/11) e
%CD4’IL6" MO (9/9). (A4) %CDS8’IL6'SP (12/11) e %CD8'IL6" MO (9/8). (A5)
%CD19"IL6"SP (12/11) e %CD19*IL6" MO (8/9). Os testes estatisticos utilizados fora
Mann-Whitney e Wilcoxon.

*p<0,05

**p<0,01
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5.3.4.2 Perfil de expresséo de 1L10

Na presente pesquisa, ndo foi possivel registrar diferenca significativa na
expressdo de IL-10 entre mondcitos (p=0,90), linfocitos T CD4 (p>0,99), T CD8
(p=0,71) e linfocitos B (p=0,79) (figura 17 A2-A5) na medula Gssea de pacientes
coinfectados quando comparado ao de pacientes com LV. Provavelmente os neutrofilos
de pacientes com LV e HIV expressam significativamente mais IL-10 (p=0,10) (figura
17 Al).

Né&o foi possivel registrar diferenca significativa na expressdo de IL-10 entre
neutréfilos (p=0,42), mondcitos (p=0,28), linfocitos T CD4 (p=0,81), T CD8 (p=0,46) e
linfécitos B (p=0,16) (figura 17 A1-A5) no sangue periférico de pacientes com LV e
HIV, quando comparado ao de pacientes com LV.

Ao comparar sangue periférico e medula dssea foi possivel observar que
neutrofilos (p=0,008) e linfécitos B (p=0,03) (figura 17 Al e A5) expressam mais IL-10
na medula 6ssea. Mondcitos (p=0,01) expressam significativamente mais IL-10 no
sangue periféerico (figura 17 A2), provavelmente o mesmo seja observado para linfocitos
T CD4 (p=0,13) e T CD8 (p=0,07) (figura 17 A3 e A4).
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FIGURA 17 Expressdo de IL-10 pelos leucécitos no sangue periférico e na medula
Ossea de pacientes com LV e HIV comparados com pacientes com LV. O numero de
pacientes incluidos em cada analise esta representada da seguinte maneira: tipo celular
(LV+HIV/LV). (A1) %neutrdfilosIL107SP (12/10) e %neutrdfilos ILI0"MO (9/9). (A2)
%CD1471L10" SP (12/11) e %CD14"IL10" MO (9/10). (A3) %CD4"IL10"SP (12/11) e
%CD4'IL10" MO (11/9). (A4) %CD8*IL10*SP (12/11) e %CD8*IL10* MO (11/9).
(A5) %CD19'IL10SP (12/11) e %CD19°IL10" MO (9/9). Os testes estatisticos
utilizados foram Mann-Whitney e Wilcoxon.

*p<0,05

**p<0,01
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5.3.4.3 Perfil de expressiao intracelular de TNFa

O sangue periférico de pacientes coinfectados apresenta uma porcentagem
significativa de células CD14"TNFa" (p=0,007) (figura 18 A2) quando comparado a de
pacientes com LV. Nessa pesquisa, ndo foi possivel registrar diferenca significativa na
expressdo de TNFa entre neutrofilos (p=0,71), linfécitos T CD4 (p=0,19), T CD8
(p>0,99) e linfécitos B (p>0,99).

Na medula éssea de pacientes coinfectados ndo foi possivel registrar diferenca
significativa na expressdo de TNFa entre neutrofilos (p=0,55), mondcitos (p=0,89),
linfocitos T CD4 (p>0,99), T CD8 (p=0,45) e linfocitos B (p=0,47) (figura 18 A1-A5)
qguando comparado a de pacientes com LV.

Ao comparar sangue periférico e medula déssea foi possivel registrar que
neutréfilos (p=0,008) expressam mais TNFa no sangue periférico (figura 18 Al). N&o
foi possivel observar diferenca significativa para mondcitos (p=0,25), T CD4 (p=0,50),
T CD8 (p=0,25) e linfocitos B (p>0,99) (figura 18 A2-A5).
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FIGURA 18 Expressdo de TNFa pelos leucocitos no sangue periférico e na medula
Ossea de pacientes com LV e HIV comparados com pacientes com LV. O numero de
pacientes incluidos em cada analise esta representada da seguinte maneira: tipo celular
(LV+HIV/LV). (A1) %neutréfilos TNFo "SP (12/10) e %neutréfilos TNFa "MO (9/9).
(A2) %CD14" TNFa * SP (12/11) e %CD14" TNFa * MO (9/10). (A3)
%CD4"TNFa'SP (12/11) e %CD4" TNFo MO (11/7). (A4) %CD8 TNFa'SP (12/11) e
%CD8" TNFa * MO (11/9). (A5) %CD19" TNFa *SP (12/11) e %CD19" TNFa * MO
(9/9). Os testes estatisticos utilizados foram Mann-Whitney e Wilcoxon.

*p<0,05

** p<0,01
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5.3.4.4 Perfil de expressao intracelular de INFy

Nesta pesquisa, ndo foi possivel registrar diferenca significativa na expressdo
de INFy entre neutréfilos (p=0,37), mondcitos (p=0,56), linfécitos T CD4 (p=0,11), T
CD8 (p=0,81) e linfécitos B (p=0,39) (figura 19 A1-A5) no sangue periférico de
pacientes coinfectados quando comparado ao de pacientes com LV.

Na medula 6ssea de pacientes coinfectados, ndo foi possivel registrar diferenca
significativa na expressdo de INFy entre mondcitos (p=0,38), linfocitos T CD4
(p=0,45), T CD8 (p=0,59), % neutrofilos INFy* (p=0,13) e linfécitos B (p=0,94) (figura
19 A1-A5) quando comparado ao de pacientes com LV.

Ao comparar sangue periférico e medula 6ssea foi possivel registrar que
linfocitos B (p=0,008) expressam mais INFy na medula dssea (figura 19 AD).
Provavelmente pacientes coinfectados apresentam um aumento significativo na %
neutréfilos INFy* (p=0,09) na medula 6ssea (figura 19 A1). N&o foi possivel observar
diferenca significativa para mondcitos (p=0,64), linfécitos T CD4 (p=0,50), T CD8
(p=0,37) (figura 19 A2-A4).
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FIGURA 19 Expressao de INFy pelos leucdcitos no sangue periférico e na medula 6ssea
de pacientes coinfectados comparada a expressao de pacientes com LV. O nimero de
pacientes incluidos em cada analise esta representada da seguinte maneira: tipo celular
(LV+HIV/LV). (A1) %neutrofilos INFy *SP (12/10) e %neutrofilos INFy "MO (9/9).
(A2) %CD14" INFy * SP (12/11) e %CD14" INFy * MO (9/10). (A3) %CD4" INFy *SP
(12/11) e %CD4" INFy "MO (11/9). (A4) %CD8" INFy "SP (12/11) e %CD8" INFy *
MO (11/9). (A5) %CD19" INFy "SP (12/11) e %CD19" INFy * MO (9/9). Os testes
estatisticos utilizados foram Mann-Whitney e Wilcoxon.

*p<0,05

** n<0,01
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5.3.45 Correlacdo entre as citocinas circulantes na medula 6ssea e no sangue
periférico em pacientes coinfectados com a expressao de citocinas pelas células

5.3.4.5.1 Medula 6ssea

Na medula 6ssea de pacientes coinfectados nao foi registrada correlacao entre
os niveis de IL-6 circulante e as células T CD8'IL6" (Rs=0,05; p=0,59), T CD4"IL6"
(Rs=0,01; p=0,78), T CD14"IL6"(Rs=0,13; p=0,38), T CD19°IL6" (Rs=0,03; p=0,65) e
neutréfilos IL6" (Rs=0,03; p=0,69).

Com relacdo aos niveis de CXCL-8 na medula Ossea, apenas as células T
CD14" CXCL-8" (Rs=0,84; p=0,0005) apresentaram correlacdo significativa. E
provavel que as células T CD19" CXCL-8" (Rs=0,26; p=0,16), neutrofilos CXCL-8"
(Rs=0,35; p=0,09) apresentem correlacio significativa, fato ndo esperado para T CD14"
CXCL-8" (Rs=0,06; p=0,52) e T CD8" CXCL-8".

N&o foi possivel observar correlagdo entre os niveis de IL-10 na medula 6ssea
e as células T CD8'IL10" (Rs=0,15; p=0,75), T CD4'IL10" (Rs=0,0008; p=0,94), T
CD147IL10" (Rs=0,14; p=0,31), T CD19°I1L10" (Rs=0,004; p=0,86) e neutrofilos IL10"
(Rs=0,0007; p=0,95).

Né&o foi possivel observar correlacao entre os niveis de INFy na medula 6ssea e
as células T CD8'INFy" (Rs=0,03; p=0,69), T CD4'INFy", T CD14'INFy" (Rs=0,03;
p=0,68), T CD19'INFy" (Rs=0,03; p=0,66) e neutrofilos INFy" (Rs=0,05; p=0,58).

Com relacdo aos niveis de TNFa na medula Ossea, apenas as células T
CD19'TNFa" (Rs=0,94; p<0,0001) apresentou correlacdo significativa, enquanto as
células T CD14'TNFa" (Rs=0,0005; p=0,96), T CD4'TNFua’, T CD8'TNFa' e
neutréfilos TNFo' (Rs=0,01; p=0,77) ndo apresentaram correlacéo significativa.

5.3.4.5.2 Sangue periférico

No sangue periférico de pacientes com LV e HIV, ndo foi registrada correlacdo
entre os niveis de IL-6 circulante e as células T CD8'IL6" (Rs=0,03; p=0,71), T
CD4%IL6" (Rs=0,002; p=0,92), T CD14'IL6'(Rs=0,14; p=0,36), T CD19IL6"
(Rs=0,07; p=0,54) e neutrofilos IL6" (Rs=0,008; p=0,83).

Com relagdo aos niveis de CXCL-8 no sangue periférico, apenas os neutrofilos
CXCL-8" (Rs=0,90; p<0,0001) apresentaram correlagdo significativa, ndo foi registrada
para as células T CD14" CXCL-8" (Rs=0,02; p=0,66), as células T CD19" CXCL-8"
(Rs=0,0002; p=0,97), T CD4" CXCL-8" (Rs=0,01; p=0,77) e T CD8'IL6" (Rs=0,19;
p=0,18).
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Né&o foi registrada correlacdo entre os niveis de IL-10 no sangue periférico e as
células T CDS8'IL-10" (Rs=0,07; p=0,42), T CD4'IL10" (Rs=0,01; p=0,74), T
CD147IL6"(Rs=0,02; p=0,68), T CD19*IL10" e neutrdfilos IL6" (Rs=0,05; p=0,49).

Né&o foi registrada correlacéo entre os niveis de INFy no sangue periférico e as
células T CDS8'INFy" (Rs=0,09; p=0,44), T CD4'INFy" (Rs=0,02; p=0,72), T
CD14"INFy" (Rs=0,03; p=0,19), T CD19'INFy" (Rs=0,02; p=0,72) e neutréfilos INFy"
(Rs=0,02; p=0,72).

Com relagdo aos niveis de TNFa no sangue periférico, as células T
CD19"TNFou" (Rs=0,006; p=0,82), T CD14"TNFa" (Rs=0,18; p=0,20), T CD19"TNFu"
(Rs=0,006; p=82), T CD4"TNFu" (Rs=0,01; p=0,75), T CD8"TNFa" (Rs=0,02; p=0,71)
e neutrofilos TNFa' (Rs=0,04; p=0,52) ndo apresentaram correlagdo significativa.
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6 DISCUSSAO

A apresentacdo clinica e laboratorial dos pacientes com LV deste estudo fora
condizentes com neutropenia, redugdo do ndmero de hemacias, dos niveis de
hemoglobina, queda do hematdcrito e das plaquetas de forma significativamente mais
intensa quando sdo comparados aos controles ndo saudaveis. De fato, pacientes com LV
apresentam leucopenia e eosinopenia quando sdo comparados com controles saudaveis
(GRECH et al., 2000;VARMA; NASEEM, 2010). De forma analoga aos dados obtidos
no hemograma, a andlise por imunofenotipagem confirmou a neutropenia no sangue
periférico em pacientes com LV. No entanto, na medula 6ssea ndo foi registrada
neutropenia, sugerindo gque a neutropenia observada na periferia ndo tem como principal
causa os distirbios que ocorrem na medula dssea em decorréncia da presenca da
Leishmania como, por exemplo, a disgranulopoiese (SHAHRIAR et al., 1999). Tal
achado reforca o fato de que o hiperesplenismo (VARMA; NASEEM, 2010) é a

principal causa da neutropenia observada no sangue periférico em pacientes com LV.

Pesquisas tem registrado que ndo existe diferenca significativa em nimero ao
comparar os linfocitos T CD8 no sangue periférico de pacientes com LV e controles
saudaveis (GHOSH et al., 1996; NYLEN et al., 2007). O interessante da presente
pesquisa é que nao foi registrada diferenca significativa dos linfocitos T CD8 na medula
Ossea e no sangue periférico de pacientes com LV ativa, antes do tratamento
farmacolégico, quando comparado aos controles ndao saudaveis. Estudos realizados em
cdes com LV demonstraram que linfocitos T CD8 dos animais com doenca
assintomaética e oligosintomatica parecem ser resistentes a Leishmania no inicio da
infeccdo, porque essas células apresentaram nimero significativamente mais elevado no
sangue periférico e associacao negativa significativa com a carga parasitaria (REIS et
al., 2006). Os linfécitos T CD8 de pacientes assintomaticos, infectados com L.
brasiliensis, apresentaram menor atividade citotoxica e sintetizaram significativamente
mais INFy quando comparado aos pacientes com a doenga ativa. Desta forma,
estimulam a ativacdo dos macrofagos e contribuem para a eliminagdo do parasita
(CARDOSO et al., 2015). Com a progresséo da LV, os linfécitos T CD8 perdem seu
papel protetor e tornam-se mais citotoxicos e anergicos (GAUTAM et al., 2014).
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O aumento dos linfécitos T CD4 na medula dssea e no sangue periférico de
pacientes com LV quando comparado aos controles ndo saudaveis, pode refletir a
migracdo dessas células para os 6rgdos parasitados. Pesquisas utilizando camundongos
também demonstraram que h& o recrutamento de linfécitos T CD4 para o local da
infeccdo (TEIXEIRA et al., 2014). Analises histopatoldgicas descreveram a presenca de
histiocitos parasitados e linfocitos, principalmente, T CD4" no bago (DOS-SANTOS et
al., 2014) e nodulos linfaticos (GHOSH et al., 1996). Andlise do aspirado esplénico por
imunofenotipagem de pacientes com LV demonstraram uma aumento significativo dos
linfocitos T CD4" antes do tratamento quando comparado ao bago dos pacientes apds o
tratamento e ao baco de pessoas saudaveis (NYLEN et al., 2007). Desta forma, 0s
linfocitos T CD4" podem migrar para os 6rgdos parasitados, estabelecer contato com 0s
macrofagos através da interagdo HLA-TCR e, em seguida, linfécitos T CD4 deveriam
produzir INF-y para ativar macrofagos (KUMAR et al., 2014).

Na medula dssea de pacientes com LV, ndo foi registrado o aumento dos
linfécitos B como descrito no sangue periférico, esse achado sugere que talvez possa
ocorrer proliferacdo dos linfocitos B em o6rgdos linfoides secundarios como bago,
justificando assim o aumento dessas células apenas no sangue periférico. O aumento
significativo nas células B apenas no sangue periférico pode estar relacionado com a
proliferacdo e sobrevida aumentada de células plasmaticas no baco desses pacientes
assim como registrado em cées com LV (SILVA-O’HARE et al., 2016). Tal fato
também pode estar relacionado com aumento nos niveis plasmaticos de BAFF (fator de
ativacdo de células B) (GOTO et al., 2014). Possivelmente, em pacientes com LV
aconteca a proliferacdo de linfécitos B de forma a manter o nimero dessas células
dentro dos parametros de normalidade. Um estudo realizado anteriormente ndo registrou
diferenca significativa ao comparar células CD19" de pacientes com LV com as células
CD19" de individuos saudaveis (NYLEN et al., 2007). Esse aumento das células B,
como registrado na presente pesquisa,—pode contribuir diretamente com a
hipergamaglobulinemia observada em pacientes com LV (CALDAS et al., 2005). Os
linfécitos B na presenca de IL-6 diferenciam-se em plasmaocitos e passam a produzir
mais imunoglobulinas (DIENZ et al., 2009), contribuindo para a persisténcia da
infeccdo (SMELT et al., 2000). De fato, IL-6 encontra-se elevada em pacientes com
quadro clinico grave de LV (COSTA et al., 2013) e malaria (MBENGUE et al., 2015),
por exemplo, e estimula a proliferacdo e diferenciacdo de linfécitos B, muito embora
n&o seja a Unica via (KOPF et al., 1994).



90

A hipergamaglobulinemia € um sinal importante da doenca, talvez possa

contribuir com a imunossupressdo porque os anticorpos IgGl e IgG3, presentes em
niveis significativamente mais elevados no sangue periférico de pacientes com LV
(CALDAS et al., 2005), poderiam opsonizar Leishmania, formar complexos antigeno-
anticorpo que se ligariam a receptores Fcy na superficie dos macrofagos (MILES et al.,
2005), aumentando assim a sintese de IL-10 por essas células (KANE; MOSSER,
2001).

Nesta pesquisa, 0s mondcitos de pacientes com LV no sangue periférico
expressdo significativamente mais IL-10 quando sdo comparados aos controles néo

saudaveis. De fato, estudos demonstraram gue 0s mondcitos de pacientes com LV

expressam significativamente mais IL-10 no sangue periférico quando comparado aos
controles saudaveis (ROY et al., 2015). No entanto, a presente pesquisa foi a primeira a

registrar que mondcitos de pacientes com LV no sangue periférico expressam

significativamente mais IL-10 em comparacdo com pacientes—apresentande—guadre
clinico-semelhante-ao-da-LV.,-mas-com-diaghéstico-negative-{controles ndo saudaveis).

O mesmo pode ocorrer em drgaos parasitados, os esplendcitos de pacientes com LV
expressam mais IL-10 quando comparados aos controles (DOS-SANTOS et al., 2014).
Os mondcitos tém sido apontados como células que apresentam relevante expressao de
IL-10 na periferia (NYLEN; SACKS, 2007) e no baco (GAUTAM et al., 2011) na LV.
Nesta pesquisa, a auséncia de diferenca significativa na expressdo de IL-10 entre sangue
periférico e medula dssea de pacientes com LV sugere que 0os mondcitos sao uma
importante célula produtora de IL-10 na medula 6ssea. A principal atividade
desempenhada por I1L-10 na LV talvez seja condicionar macrofagos para aumentar a
sobrevida e o crescimento do parasita, portanto, IL-10 prejudica a habilidade dos
macr6fagos em eliminar Leishmania em resposta a sinais de ativacdo (NYLEN et al.,
2007). Estudos in vitro demonstraram que macrofagos derivados da medula éssea de
camundongos infectados com amastigotas produziram altos niveis de I1L-10 e baixos
niveis de IL-12 (MILES et al., 2005). Esse aumento significativo na expressdo de 1L-10

pelos monocitos, observado nesta pesquisa, pode ser uma consequéncia da modulacao

dessas células pela Leishmania nos 6rgéos parasitados. Autores sugerem gue L.infantum

poderia ativar TLR (toll like receptors) 3 e 9 e isso acionaria a producdo de citocinas

regulatérias (QUIRINO et al., 2016).
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Os resultados obtidos na presente pesquisa sugerem gue um aumento

significativo na sintese de I1L-10 pelos mondcitos, a baixa expressiao de INFy e TNFa no

sangue periférico e na medula 6ssea é uma consequéncia da instalacdo de um quadro

anti-inflamatorio/requlatério (COSTA et al., 2010) e apoptotico (POTESTIO et al.,

2004)_que caracteriza, portanto, a depressdo imune em pacientes com LV. Assim sendo,

IL-10 circulante e 0 aumento na expressao de IL-10 pelos mondcitos contribuiriam com

a imunossupressao em pacientes com LV porque a propria Leishmania_modularia o0s

monocitos a um perfil requlatdrio incapaz de promover sua eliminagdo. Outros tipos

celulares parecem ser modulados pela Leishmania, em um ensaio in vitro, linfocitos B

expostos a L. infantum aumentam a producdo de RNA mensageiro de IL-10, gue

poderia favorecer a disseminacdo do parasita pelo organismo (ANDREANI et al.,

2015). Nesta pesquisa, foi registrado uma expressdo significativa de IL-10 por linfécitos
B de pacientes com LV quando comparado aos controles ndo saudaveis.

Os leucdcitos respondem de forma diferente ao microambiente de cada
compartimento. Niveis elevados de IL-10 ¢ INFy na medula 6ssea também foram
anteriormente registrados e podem estar relacionados com a dificuldade que os
macréfagos do hospedeiro tém para eliminar Leishmania, porque IL-10 suprime a
atividade dos macré6fagos (KARP et al., 1993) mesmo na presenca de niveis elevados de
INFy. A exposi¢ao prévia das células a IL-10 inibe o estimulo de INFy (KANE;
MOSSER, 2001). Estudos in vitro demonstraram que células derivadas de
camundongos IL-107 produzem niveis significativamente mais elevados de INFy
(PADIGEL; FARRELL, 2016). Outras células presentes na medula éssea como as
células estromais (ROUGIER et al., 1998) podem também ser responsaveis pelo

aumento significativo nos niveis de IL-6, IL-10, INFy, TNFao e IL-1B_registrados nesta

pesquisa. Enquanto células tronco mesenquimais inibiriam a atividade inflamatéria, a
formagdo de infiltrado inflamatério e diminuiria a permeabilidade das células
endoteliais (PATI et al., 2011). Estudos também sugerem-que niveis elevados de TNFa,
na medula éssea tem relacdo com distirbios na hematopoiese em pacientes com LV
(YARALI et al., 2002).

Nesta pesquisa foi possivel registrar gue a medula éssea de pacientes com LV

contribui com os niveis de citocinas circulantes 1L-6, CXCL-8, INFy, TNFa, IL-1B e

IL-10 no sanque periférico, enquanto que a medula Ossea de pacientes com outras

patologias (ndo LV) parece contribuir apenas com os niveis circulantes de CXCL-8, no
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entanto, a amostra reduzida do grupo controle pode interferir nesses resultados. Estudos

in vitro sugeriram que 6rgaos parasitados como a medula éssea e 0 baco contribuem

com o0s niveis de citocinas circulantes. Isto porque, quando os leucOcitos no sangue

periférico sdo estimulados in vitro com antigeno de Leishmania ndo produziram INF-y

e, portanto, ndo seriam responsaveis pelos niveis elevados de INF-y presente no plasma
de pacientes com LV (CALDAS et al., 2005).

Na medula dssea de pacientes com LV, os dados obtidos permitem sugerir que

0 estimulo para a producdo de IL-6 pelos linfocitos T CD8, mondcitos, neutrofilos
parece ndo ter a mesma intensidade registrada no sangue periférico. O fato de apenas 0s
linfocitos T CD4 apresentarem aumento significativo na expressdo de IL-6 no sangue
periférico e na medula 6ssea reforca que possa haver o fluxo dessas células para os
Orgdos parasitados. Tais resultados indicam que parte da respota imunoldgica parece ser
compartimentalizada, assim como sugerido em estudos realizados em cées
(RODRIGUEZ-CORTES et al., 2016). Em outros 6rgdos como o bago, possivelmente,
essas células seriam estimuladas a produzir IL-6 e IL-10. Pesquisa realizada em modelo
animal de infarto agudo do miocardio demonstrou que o baco contribuiu com 41% dos
monaocitos com perfil inflamatorio presente no tecido isquémico, enquanto ndo ha
efluxo desses mondcitos da medula 6ssea para o tecido lesionado (SWIRSKI et al.,
2009). Nesta pesquisa, uma expressao significativa de IL-6 pelos neutréfilos no sangue

periférico em pacientes com LV e controles ndo saudaveis talvez tenha relagdo com um

perfil inflamat6rio. Assim como observado em pacientes com leishmaniose cutanea
causada por Leishmania braziliensis, os neutrofilos circulantes produziram mais CXCL-

8, CXCL-9, contribuindo com o recrutamento de mais neutréfilos e células Thl para o

local da infeccdo (CONCEICAO et al., 2016). Na-medula-6ssea—a-exposicio-constante

As citocinas circulantes no sangue periférico representam uma miscelanea das

citocinas produzidas em todos os Orgdos parasitados como a medula éssea, o baco,

figado, nodulos linfaticos e intestino. E interessante ressaltar que a intensidade e o tipo

de citocinas produzidas por cada um desses 6rgdos pode ser variavel como registrado
em camundongos (WILSON; JERONIMO; PEARSON, 2005). Além disso, as citocinas
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circulantes podem ser ndo especificas para a LV porque podem ser produzidas devido a
outras condi¢des como infeccBes bacterianas, por exemplo. Essa miscelanea também
pode ser aplicada para 0 DNA de Leishmania, que no sangue periférico pode representar
parasita vivo ou morto (SILVA et al., 2016). Na presente pesquisa, pacientes com LV

quando comparados com controles ndo saudaveis apresentam niveis significativamente

mais elevados de IL-6 e IL-10 no sangue periférico, essas citocinas apresentam uma

forte correlacdo positiva mesmo nos estagios iniciais da doenca (RAMOS et al., 2016) e
contribuem para o processo inflamatorio e ra-imunossupressao. Esse cenério de SIRS e

imunossupressao pode favorecer infeccdes (COSTA et al., 2010).

Em-—pacientes—com—EV, IL-6 desempenha uma funcdo inflamatéria porque
apresentou-correlacdo positiva com proteina C reativa (PCR), uma proteina plasmatica

de fase aguda positiva (COSTA et al., 2013). No entanto, IL-6 pode exercer funcdo anti-
inflamato6ria porque inibe a diferenciagdo Thl, diminuindo a sintese de INFy pelos
linfocitos T CD4 (DIEHL et al., 2000). Ao mesmo tempo em que estimula a
diferenciacdo Th2, contribuindo para uma maior producdo de anticorpos (DIEHL et al.,
2002). Nesses pacientes os niveis de IL-6 estdo mais elevados na presenca de infeccOes
e sangramentos, considerados importantes parametros de gravidade (COSTA et al.,
2013;DOS SANTOS et al., 2016). Isse—pergue quanto maior 0 nimero de pontos de
sangramento maior a gravidade (COSTA, 2009; BELO et al., 2014). IL-6 parece
interferir nos fatores pré-coagulates e anti-coagulates do processo de coagulacao
sanguinea. Em pacientes com LV, IL-6 talvez participe da dissolucdo dos coagulos por
ter sido registrado um aumento nos niveis dos produtos de degradacdo da fibrina e
dimero D (COSTA et al., 2013). No entanto, IL-6 também aumenta a producdo de
fatores pro-coagulantes como a trombina (VAN DER POLL et al., 1994) e a expressao
do fator tissular (CREASEY et al., 1993;-ESMON, 2004).-Pesquisas futuras_poderédo
investigar-o papel exato de IL-6 no sangramento observado em pacientes com LV. Em
casos de cirrose hepatica, IL-6 apresentou niveis mais elevados nos pacientes que
apresentaram sangramento das varizes e desfecho fatal, com uma maior expressdo de
STAT-3 (KAO et al., 2015). Niveis elevados de IL-6 estdo correlacionados com a
exacerbacdo da LV (VAN DER POLL; ZIJLSTRA; MEVISSEN, 1995), mais
precisamente niveis acima de 200 pg/mL foram registrados em pacientes com LV que
foram a ébito (DOS SANTOS et al., 2016), indicando que os niveis de IL-6 serdo

maiores quanto maior a gravidade do paciente.
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Em pacientes com LV, apenas a expressdao de IL-6 pelos linfécitos T
apresentou correlagdo com os niveis circulantes dessa citocina no sangue periférico,
contribuindo para o aumento dos niveis de IL-6 no plasma. Essa correlagdo ndo foi
observada na medula 6ssea. Os linfocitos T CD8 e T CD4 parecem ser acionados para
sintetizar IL-6 em casos considerados graves, porque 0S pacientes com maior expressao
de IL-6 apresentaram infeccdo e sangramentos. Em casos de pneumonia causada por
Mycoplasma pneumoniae, resistente a terapia com antibiéticos macrolideos, as criangas
apresentaram aumento significativo na porcentagem de neutrofilos, linfocitos T CD8 e
nos niveis de IL-6, IL-10 ¢ INFy, quando comparado ao quadro clinico de pacientes
com a forma ndo resistente (ZHANG et al., 2016). Um possivel estimulo, talvez
indireto, para a producéo de IL-6 pelos linfocitos T CD4 e, principalmente, T CD8 em
pacientes com LV mais grave seria 0 aumento dos niveis de CD14 soluvel (DOS
SANTOS et al., 2016) e LPS (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2011), no entanto tem sido
questionado se 0 aumento dos niveis de LPS contribui com o aumento dos niveis de IL-
6. O CD14 soluvel pode acionar a resposta inflamatoria por estimular a producéo de IL-
6, IL-10 e IL-27 (DOS SANTOS et al., 2016).

A expressdo de citocinas pelos leucdcitos na medula dssea, principalmente
células T, ndo ecentribdi—com os niveis de IL-6 circulantes nesse compartimento,
reforcando o fato de que os leucdcitos ndo sdo estimulados a produzir IL-6 na mesma
intensidade registrada no sangue periférico em pacientes com LV grave. Desta forma, a
medula 6ssea talvez ndo participe ativamente da resposta inflamatoria sistémica. E
importante ressaltar que tem sido sugerido que os linfocitos T quando presentes nesse
microambiente desempenham um papel regulatério no sistema imunoldgico,
hematopoiético e no remodelamento 6sseo (BONOMO et al., 2016). A medula dssea
pode ser considerada o santuério para Leishmania porque células tronco mesenquimais,
resistentes aos tratamentos farmacol6gicos, atuam nesse 6rgao como reservatorios da
Leishmania, permitindo a sobrevivéncia do parasita mesmo apds tratamento,

favorecendo a recidiva da doenca (LOPES et al. 2016, no prelo).

Os linfocitos T CD8 desempenham um papel de protecdo (MARY et al.,
1999;GAUTAM et al., 2014) e resisténcia (KAUSHAL et al., 2014) do hospedeiro a
Leishmania. No entanto, com a constante exposicdo aos antigenos de Leishmania, as
células T CD8 tornam-se mais anérgicas, apoptoticas (HAILU et al., 2005) em orgaos

parasitados, tais como baco. Ao passo que, na corrente sanguinea apresentam-se
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anérgicas, embora com maior atividade citotoxica pela maior expressdo de perforina.
No entanto, linfocitos T CD8 parecem ser acionados a exaustdo na LV, afetando sua
habilidade de contribuir com a resposta imune protetora (GAUTAM et al., 2014). Em
casos de leishmaniose cutanea, linfocitos T CD8" granzima B* sdo responsaveis pela
destruicdo tecidual (SANTOS et al., 2013). Nestas condices caracteristicas de LV
grave, a presenca de inflamacédo sistémica, distarbios de coagulacéo e infeccGes pode
provocar desordens imunoldgicas que acionariam as atividades inflamatoria e citotdxica

dos linfécitos TCD8 no sangue periférico.

Algumas pesquisas estabeleceram escores de gravidade (COSTA et al.,
2013;COURA-VITAL et al., 2014) e todas sugerem que pacientes com sangramentos e
infeccbes sdo considerados com LV grave e, consequentemente, apresentam
probabilidade de morte elevada. A presenca de neutropenia igualmente favorece a
instalagdo de infecgbes (BELO et al., 2014) e se o paciente apresentar simultaneamente
infecgdo e sangramento, apresentard um risco de morte elevado. Ao contrario de IL-6,
IL-10 ndo apresenta correlacdo direta com desfechos fatais (COSTA et al., 2013; DOS
SANTOS et al., 2016), mas estabelece imunossupressdo dos mondcitos (ROY et al.,
2015), instalando um ciclo vicioso que ira contribuir com o aumento da carga

parasitaria, progressao da doenca e ébito (SILVA et al., 2014).

IL-6 é uma citocina relacionada com gravidade da LV, sangramento, edema,
Obito, co-morbidade, petéquias, hemorragia, diarreia, oliguria, sepse (COSTA et al.
2013; SENE, 2013). Na presente pesquisa, IL-6 livre foi a Unica citocina que
apresentou correlagdo positiva com a probabilidade de morte dos pacientes no sangue
periférico e na medula 6ssea. O aumento da expressdo de IL-6 por linfocitos T CD4 e,
principalmente, T CD8 estaria correlacionado com gravidade, porque foram as Unicas
células que apresentaram correlacdo positiva com a probabilidade de morte no sangue
periférico. No entanto, ndo houve observacdo na medula Ossea. Assim sendo, a
populacdo de linfocitos T CD4'IL6" e, principalmente, T CD8'IL6" talvez participem
diretamente da patogénese da LV grave no sangue periférico e poderiam ser

consideradas indicadores de gravidade em pacientes com LV.

A medula 6ssea de pacientes com probabilidade de morte acima de 15%,
considerados de maior gravidade, apresentou uma queda significativa na producdo de
IL-10. Enquanto que no sangue periférico foi registrado um aumento significativo nos

niveis de IL-6 e CXCLS8, citocinas consideradas como marcadores de gravidade



96

(COSTA et al., 2013; DOS SANTOS et al.,, 2016). No sangue periférico apenas
linfocitos T CD8" expressaram mais 1L-6" em pacientes com probabilidade de morte
acima de 15%, reforcando a hip6tese de que T CD8 produzindo IL-6 contribuem para

aumentar a gravidade.

Os linfécitos T CD8 desempenham um papel de protecdo (MARY et al., 1999;
GAUTAM et al.,, 2014) e resisténcia (KAUSHAL et al., 2014) do hospedeiro a
Leishmania. No entanto, com a constante exposi¢do aos antigenos de Leishmania as
células T CD8 tornam-se mais anérgicas, apoptoticas (HAILU et al., 2005) em 6rgaos
parasitados, tais como baco. Ao passo que, na corrente sanguinea apresentam-se
anérgicas, embora com maior atividade citotdxica pela maior expressdo de perforina.
No entanto, linfocitos T CD8 parecem ser acionados a exaustdo na LV, afetando sua
habilidade de contribuir com a resposta imune protetora (GAUTAM et al., 2014). Em
casos de leishmaniose cutanea, linfocitos T CD8" granzima B* sdo responsaveis pela
injuria no tecido (SANTOS et al., 2013). Nestas condicGes caracteristicas de LV grave,
a presenca de inflamacéo sistémica, distdrbios de coagulacdo e infec¢Bes pode provocar
desordens imunoldgicas que acionariam as atividades inflamatdria e citotoxica dos

linfocitos TCD8 no sangue periférico.

Na presente pesquisa, 0s pacientes infectados com LV e HIV apresentaram
significativamente menor contagem de linfocitos T CD4 no sangue periférico e na
medula 6ssea. E importante ressaltar que mesmo recebendo a terapia antiretroviral e
apresentando carga viral baixa ou ausente, pacientes com LV e HIV podem apresentar
uma queda na contagem de TCD4, fato que induz a erros de interpretacdo (SANTOS-
OLIVEIRA et al., 2010).

Os pacientes infectados com LV e HIV apresentaram niveis plasmaticos
significativamente elevados de TNFa e IL-12 quando foram comparados aos pacientes
com LV. Anteriormente, foi registrado que pacientes com LV e HIV quando
comparados a pacientes com LV também apresentaram niveis significativamente mais
elevados de TNFo (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2013). Tem sido demonstrado que
pacientes com HIV podem apresentar uma restauracdo da imunidade protetora porque
os linfocitos T CD8 e T CD4 encontram-se ativados, aumentam a expressao de
CD38"HLA-DR", contribuindo com o declinio da carga viral (SCULLY et al., 2016).
Em pacientes com LV e HIV também tem sido sugerido que a Leishmania contribui

para a ativacdo dos linfocitos T, foi registrado um aumento significativo na
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porcentagem de expressdo de CD38 por linfocitos T CD8 (SANTOS-OLIVEIRA et al.,
2010).

Talvez 0 aumento nos niveis plasmaticos de IL-12 observados nesta pesquisa
possa contribuir com a ativacdo dos linfocitos T que, por sua vez, produziriam INFy
para ativar macréfagos. Os baixos niveis de IL-10 registrados em pacientes
coinfectados, apesar de ndo significativo, permitem um aumento dos niveis de 1L-12,
visto que IL-10 suprime a atividade de IL-12 (BACELLAR et al., 1996). A ativacdo dos
monocitos por INFy induz a producgdo de espécies reativas de oxigénio e TNFa, na
presente pesquisa foi possivel registrar que pacientes com LV e HIV apresentam uma
expressdo significativa mais elevada de TNFa pelos mondcitos quando comparado aos
monacitos de pacientes com LV. Em pacientes com HIV, apds estimulo com LPS, a
porcentagem de expressdo de TNFa pelos monodcitos apresentou correlacdo negativa
significativa com a carga viral (SCULLY et al., 2016). Provavelmente, os niveis
elevados de IL-12 ¢ TNFa registrados no sangue periférico de pacientes coinfectados
parece ndo ter relacdo com os niveis registrados na medula éssea. Desta forma, outros
orgdos podem contribuir de forma mais intensa com o aumento dessas citocinas no

sangue periférico.

A coinfec¢do também contribui para a replicacdo do virus através do contato
entre as células infectadas com Leishmania e linfocitos T CD4 como demonstrado em
estudo in vitro, e pela liberacdo de fatores soluveis como IL-6 e TNFa (GARG et al.,
2009). O proprio LPG da Leishmania é um indutor da transcricdo do virus em células T
através da via NF-KB (BERNIER et al., 1998). Pacientes com LV e HIV ativa
apresentam carga viral maior quando comparado aqueles que estdo com a remissao da
doenga (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2013).

Os pacientes com LV e os coinfectados apresentaram niveis elevados de IL-6,
CXCL-8 e INFy no sangue periférico, no entanto os linfocitos T dos pacientes
coinfectados ndo apresentaram um aumento na expressdo de IL-6 como observado no
casos graves de LV. A expressdo significativa de IL-6 por neutrofilos, mondcitos e
linfécitos T CD8 no sangue periférico quando comparado a medula 6ssea reitera o fato

de que o estimulo para a producdo de IL-6 parece ndo ter origem na medula 6ssea.

Nesta pesquisa, considerando que os pacientes foram avaliados em apenas um

momento da evolucdo clinica da doenga, novos estudos poderdo especificar 0s
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mecanismos envolvidos em tais diferencas registradas. O numero de pacientes
analisados foi um fator limitante para o presente estudo, apenas quatro pacientes
apresentaram LV grave e o baco ndo foi analisado. Além disso, em pacientes infectados
com LV e HIV néo foi verificado o fato do paciente apresentar recidiva da doenga. No
entanto, os resultados obtidos nesta pesquisa sdo de grande relevancia para entender a

complexa patogénese da LV.
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7 CONCLUSOES

As principais conclusdes deste estudo sao:

1. A presenca da Leishmania na medula éssea parece contribuir com um aumento
significativo nos niveis de IL-6, IL-10, INFy, TNFa, IL-1B quando comparado

aos controles ndo saudaveis.

2. O estimulo para a expresséo significativa de IL-6 pelos neutréfilos, mondcitos e
linfécitos T CD8 de pacientes com LV e HIV provavelmente nédo tera origem na
medula Ossea. No entanto, estudo de cinética de producdo de IL-6 poderia

comprovar tais achados.

3. Pacientes infectados com LV e HIV apresentam niveis significativamente mais
elevados de IL-12 e TNFa no sangue periférico ¢ na medula 6ssea quando Sa0
comparados aos pacientes com LV. No entanto, ndo foi registrada correlagéo
entre 0s niveis dessas citocinas determinados no sangue periférico e na medula

Ossea.

4. Os mondcitos de pacientes com LV e HIV expressam significativamente mais

TNFa quando comparado aos pacientes com LV.

5. Pacientes com LV apresentam significativamente mais linfécitos B quando sdo
comparados com pacientes sem LV. Desta forma, a hipergamaglobilinemia
caracteristica da LV pode ser uma consequéncia do aumento significativo dos

linfécitos B no sangue periférico.

6. Pacientes com LV apresentam niveis plasmaticos significativamente mais
elevados de IL-6 e IL-10, quando sdo comparados a individuos ndo saudaveis
(sem LV), um reflexo dos processos inflamatdrios e imunossupressores que sao

caracteristicos da doenga.
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Os monacitos de pacientes com LV no sangue periférico séo importantes celulas

produtoras de IL-10.

Apenas a sintese de IL-6 pelos linfocitos T CD8 e TCD4 no sangue periférico

contribui diretamente com o aumento dos niveis plasmaticos de I1L-6.

A IL-6 apresenta correlacdo direta com a gravidade em pacientes com LV. A
concentracdo de IL-6 circulante no sangue periférico e na medula 6ssea podem

ser considerados parametros de gravidade.

Parece que a medula dssea ndo participa diretamente na doencga grave no que diz
respeito ao estimulo para a sintese de IL-6 pelos linfécitos T. No entanto, estudo
de cinética de producao de I1L-6 poderia comprovar tais achados. Os linfocitos T
CD8 e T CD4 na medula éssea ndo produzem IL-6 com a mesma intensidade
registrada no sangue periférico.

Na amostra analisada, apenas o aumento dos linfocitos T CD8'IL6",
principalmente, e T CD4"IL6" no sangue periférico pode ser considerado um

indicador de gravidade.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos nesta pesquisa sugerem fortemente que os linfocitos T no
sangue periférico em pacientes com maior gravidade apresentam uma expressdo
significativa de IL-6, contribuindo para 0 aumento da concentracdo de IL-6 no plasma.
Como o aumento dos niveis plasmaticos da IL-6 apresenta correlacdo com o 6bito em
pacientes com LV, pesquisas futuras in vivo, utilizando modelos experimentais, e in
vitro poderiam identificar o estimulo que induz a sintese da IL-6 por essas células. Tais
resultados também incentivam pesquisas experimentais e clinicas com a terapia anti-I1L-
6 em pacientes com LV grave.
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10 APENDICE

TABELA 5A Comparagéo entre leucécitos (células/mm?®) na medula 6ssea de pacientes
com LV e sem LV ( grupo controle) analisados por imunofenotipagem.

LV* Sem LV

Células Média Mediana Min- Média Mediana Min- Valor

(mm?3) +DP Max +DP Max dep

MO

Neutrofilos 5668 4469 1068- 11191 4727 380,4- 0.44
+4670 19349 +17719 60148

Monécitos 355,4 322,1 57,6- 314 224.8 88,7- 0.26
+196 814,4 +246,1 920,6

T CD4" 781,3 739,6 172,6- 860,1 352,6 24.3- 0.052
+425.4 1710 +1373 4714

T CD8" 858,3 686,3 211,6- 1080 825 225,3- 053
+538,7 1961 +937 3266

Linfécitos B 657,4 480,4 9,3- 1085 296,9 20,1- 0.26
+722,6 3402 +2600 8455

"0 teste estatistico utilizado para comparar os grupos foi Mann-whitney e valores com
p<0.05 foram considerados significativos. O nimero de pacientes incluidos em cada
analise sera representada da seguinte maneira: tipo celular (sem pacientes com LV/LV).
Neutrofilos (10/26), mondcitos (11/27), linfocitos T CD4" (12/25), linfécitos T CD8"
(12/25) e linfocitos B (10/26).
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TABELA 6A Comparacdo entre leucocitos (célulassmm3) no sangue periférico de
pacientes com LV e sem pacientes com LV ( grupo controle) analisados por

imunofenotipagem.

LV* Sem LV
Celulas Media Mediana Min- Media Mediana Min-  Valordep
SP +DP Max +DP Max
Neutrdfilos 1515 713,4 48,3- 2603 2447 627,5- 0,016*
+1965 7641 +1692 5550
Monacitos 137 129,8 4,0- 1545 64,3 21,4- 0,515
+147,4 525,6 %1324 462,9
T CD4" 928,3 678,5 35,7- 534,1 304,6 18,3- 0,057
+788,4 3610  +572,8 2037
T CD8" 792 468,6 21,7- 738,33 548,1 185- 0,811
+1031 5743  +582,6 1839
Linfécitos B 301 259,7 8,4- 60,5 52,72 6,15- 0,0017**
+281,8 1177 47,1 158

*O teste estatistico utilizado para comparar os grupos foi Mann-whitney e os valores
com p<0.05 foram considerados significativos. O nimero de pacientes incluidos em
cada analise serd representada da seguinte maneira: tipo celular (sem pacientes com
LV/LV). Neutréfilos (10/28), monécitos (10/29), linfécitos T CD4" (10/29), linfécitos T
CD8" (10/29) e linfécitos B (10/29).

*p<0,05
**p<0,01
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TABELA 7A Niveis de citocinas plasmaticas em pacientes com LV e controle (sem
LV).

LV Sem LV
Citocinas Média Mediana Min- Média Mediana Min- Valor
SP + DP Max +DP Max dep
IL-6 1071 45 82 6,2- 20,7+ 20,1 6,5- 0,025
+3534 15942 10,4 37,5 *
CXCL-8 3995 48,1 7,2- 33,1+ 23,6 12,4- 0,29
+1385 6948 25,4 77,3
IL-10 57,2 30,1 1,7- 5,8+ 2,1 0,4- 0,0006
+64,6 274,2 6,8 17 Fokk
INFy 32,5 7,0 0,0- 2,0+ 2,0 0,9- 0,06
+57.1 204.4 1,0 3,2
TNFa. 4,6 2.8 0,0- 1,2+ 1,1 0,0- 0,11
+5,1 24.8 2,5 6,3
IL-1p 55 3,7 0,0- 1,5+ 1,1 0,0- 0,11
+8,1 31,1 1,7 4,0
IL-12 1,2 1,0 0,0- 1,6+ 0,2 0,0- 0,63
+1,2 40 2,8 7,2

*Os valores das citocinas foram expressos em pg/dL. O teste estatistico utilizado foi
Mann-Whitney, valores de p<0,05 foram considerados significativos. Nesta analise, a
amostra do grupo controle apresenta 6 pacientes, enquanto que o grupo LV apresenta 25
pacientes para todas citocinas, com exce¢do da INFy com 24 pacientes.

* p<0,05
*** n<0,001
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TABELA 8A Niveis de citocinas no sobrenadante da medula 6ssea de pacientes com
LV e controle (sem LV).

LV* Sem LV
Citocinas Média Median  Min- Média Median Min- Valor
MO + DP a Max + DP a Max dep
IL-6 752,2 79,1 12,7- 18,6+ 16,3 6,6-31 0,003
+2963 14890 9,6
CXCL-8 541,2 995 12,8- 96,6+ 68,3 36,2- 0,76
+1409 6765 715 226,7
IL-10 61,5 43,9 2,7- 5,4+ 2,2 0,0- 0,0003
+69,1 301 7,1 18,5
INFy 33,7 11,3 1,0- 1,8+ 1,3 0,5- 10,0017
+66 268 1,3 3,7
TNFa. 5,7 4.4 0,0- 1,7+ 0,6 0,0- 0,014
+5,3 21,6 3,0 7,6
IL-1p 9,6 6,3 0,7-37 2,4+ 1,8 0,9- 0,008
+9,3 1,9 6,0
IL-12 1,8 1,9 0,042 1,2+ 0,8 0,0- 0,26
+1,2 1,5 3,9

* Os valores das citocinas foram expressos em pg/dL. O teste estatistico utilizado foi
Mann-Whitney, valores de p<0,05 foram considerados significativos. Nesta analise, a
amostra do grupo controle apresenta 6 pacientes, enquanto que o grupo LV apresenta 25
pacientes para todas citocinas, com excecao da IL-12 com 24 pacientes.
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TABELA 9A Expressdao de INFy, TNFa e CXCL8 pelos leucocitos no sangue

periférico.
Sangue periférico” Lv Sem pacientes com LV
Imunidade inata MédiatDP MédiatDP
Neutroéfilos
INFy 0.291+0.64 0.52+1.03
TNFa 0.41+0.46 0.2210.27
CXCL8 0.28+0.31 0.12+0.02
Mondcitos (CD14")
INFy 3.445.14 2.315.7*
TNFa 1.12+3.22 0.35+0.51
CXCL8 3.03+2.19 1.68+2.2
Imunidade adquirida
Linfdcitos
TCD4'
INFy 0.86£3.9 0.09+0.18
TNFa 0.04+0.07 0.0£0.0*
CXCL8 0.04+0.06 0.03£0.05
TCD8'
INFy 0.5+0.88 0.12+0.27*
TNFa 0.04+0.09 0.0310.08
CXCL8 2.546.3 0.16+0.04*
B (CD19%)
INFy 0.07+0.15 2.945.8
TNFa 0.15+0.08 1.04+3.3
CXCL8 0.03+0.5 0.0+0.0

* Os valores representam a % de expressao de INFy, TNFa e CXCL8 pelas células.
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TABELA 10A Expressao de INFy, TNFa e CXCLS8 pelos leucocitos na medula dssea.

Medula 6ssea” LV Sem pacientes com LV
Imunidade inata MédiazDP MédiazDP
Mondcitos (CD14")

INFy 4.616.3 3.13+3.1
TNFa 0.57+£1.03 1.59+1.8
CXCL8 1.2+1.35 3.2+4.04

Neutrofilos

INFy 2.1+1.73 0.72+0.75%*
TNFa 0.03+0.03 0.11+0.21
CXCL8 0.70+09 0.0£0.0

Imunidade adquirida
Linfdcitos
TCD4"

INFy 0.07+0.2 0.0+0.0
TNFa 0.0£0.0 0.0£0.0
CXCL8 0.25+0.4 0.0£0.0
T CDS*

INFy 0.1+0.23 0.00710.26
TNFa 0.07+0.23 0.0£0.0
CXCL8 0.0£0.0 0.0£0.0

B (CD19%)

INFy 2.9+4.7 0.27+0.44**
TNFa 0.1+0.31 0.01+0.04
CXCL8 0.35+0.53 0.0£0.0

" Os valores representam a % de expressao de INFy, TNFa e CXCLS pelas células.
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TABELA 11A Comparacao entre a expressio de INFy, TNFa e CXCLS8 pelos

leucdcitos no sangue periférico e na medula dssea.

Sangue periférico® SP MO
Imunidade inata
Neutrofilos

INFy 0.29+0.67 1.95+1.63%***
TNFa 0.45+0.48 0.03+0.03 ****
CXCL8 0.30+0.32 0.82+0.97 *

Mondcitos (CD14") + +

INFy 3.5745.53 4.65+6.39
TNFa 1.25+£3.47 0.45+0.77
CXCL8 2.791£2.25 1.21+1.25*

Imunidade adquirida
Linfdcitos

TCD4'

INFy 0.11+0.21 0.07+0.21
TNFa 0.05+0.08 0.0+0.0 *
CXCL8 0.04+0.07 0.27+0.43
T CD8'

INFy 0.50+£0.90 0.11+0.24 p=0.018
TNFa 0.03+0.06 0.07+0.25
CXCL8 1.13+1.12 0.0+0.0%***

B (CD19%)

INFy 0.07+0.16 2.9445.06 *¥***
TNFa 0.02+0.09 0.12+0.33
CXCL8 0.04+0.06 0.38+0.56 **

" Os valores representam a % de expressao de INFy, TNFa e CXCLS pelas células.
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Figura 20A Correlacdo entre a expressao de IL-10 pelos leucdécitos (células/mm3) no
sangue periférico e niveis de IL-10 plasmatica (pg/mL). Regressdo linear simples e
valores de p<0,05 foram considerados significativos . CD8'IL10" (n=21), CD4"1L10"
(n=21), CD19°1L10" (n=22), CD14"1L10" (n=23), Neutrofilos 1L10" (n=21).
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Figura 21A Correlagdo entre a expressao de INFy pelos leucocitos (células/mm3) no
sangue periférico e niveis de INFy plasmatica (pg/mL). Regressdo linear simples e
valores de p<0,05 foram considerados significativos . CD8*INFy" (n=21), CD4" INFy "
(n=21), CD19" INFy " (n=21), CD14" INFy * (n=21), Neutréfilos INFy " (n=21).
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FIGURA 22A Correlagdo entre a expressdao de TNFa pelos leucdcitos (células/mm3) no
sangue periférico e niveis de TNFa plasmatica (pg/mL). Figura 22A Correlacgdo entre a
expressdo de TNFa pelos leucocitos (células/mm®) no sangue periférico e niveis de
TNFa plasmatica (pg/mL). Regressdo linear simples e valores de p<0,05 foram
considerados significativos . CD8"TNFa" (n=22), CD4"TNFa * (n=22), CD19" TNFa *
(n=22), CD14" TNFa. " (n=22), neutréfilos TNFa * (n=22).
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FIGURA 23A Correlacdo entre a expressdo de CXCL8 pelos leucdcitos (células/mma3)
no sangue periférico e niveis de CXCLS8 plasmatica (pg/mL). Regressao linear simples e
valores de p<0,05 foram considerados significativos. CD8'CXCL8" (n=17), CD4"
CXCL8" (n=16), CD19"CXCL8" (n=16), CD14"CXCL8" (n=17), neutréfilos CXCL8 *

(n=16).
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FIGURA 24A Correlacao entre a expressao de IL-6 pelos leucdcitos (células/mma3) na
medula dssea e niveis de IL-6 no sobrenadante da medula 6ssea na LV (pg/mL). O teste
estatistico utilizado foi regressao linear simples e valores de p<0,05 foram considerados
significativos. CD8'IL6" (n=20), CD4"IL6" (n=20), CD19"IL6" (n=17), CD14"IL6"
(n=18), neutrofilos IL6 * (n=17).
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FIGURA 25A Correlacdo entre a expressdo de CXCL8 pelos leucocitos (células/imma3)
na medula 6ssea e os niveis de CXCL8 no sobrenadante da medula 6ssea na LV

(pg/mL). Regressao linear simples e valores de p<0,05 foram considerados
significativos. CD4" CXCL8" (n=16), CD19"CXCL8" (n=16), CD14"CXCL8" (n=17),

neutr6filos CXCL8 * (n=14).
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FIGURA 26A Correlacdo entre a expressao de IL-10 pelos leucécitos (células/mm3) na
medula 6ssea e 0s niveis de IL-10 no sobrenadante da medula dssea na LV (pg/mL). O
teste estatistico utilizado foi de regressao linear simples e valores de p<0,05 foram
considerados significativos. CD8'IL10" (n=20), CD4'IL10" (n=20), CD19°IL10"
(n=21), CD1471L10" (n=22), Neutrofilos 1L10" (n=21).
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Figura 27A Correlagdo entre a expressdo de INFy pelos leucdcitos (células/mm3) na
medula 6ssea e 0s niveis de INFy no sobrenadante da medula 6ssea na LV (pg/mL). O
teste estatistico utilizado foi de regressao linear simples e valores de p<0,05 foram
considerados significativos. CD8'INFy* (n=20), CD4" INFy * (n=20), CD19" INFy *
(n=21), CD14" INFy * (n=22), Neutréfilos INFy * (n=21).
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FIGURA 28A Correlagdo entre a expressdo de TNFa pelos leucécitos (células/mm3) na
medula 6ssea e os niveis de TNFa no sobrenadante da medula 6ssea na LV (pg/mL). O
teste estatistico utilizado foi de regressdo linear simples e valores de p<0,05 foram
considerados significativos. CD8"TNFa" (n=20), CD19" TNFa * (n=21), CD14" TNFa.*
(n=22), neutr6filos TNFa * (n=21).
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FIGURA 29A Correlacdo entre a expressdo de IL-6 entre as células presentes no sangue
periférico e na medula dssea. Regressdo linear simples. %CD8'IL6" (n=23),
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FIGURA 30A Correlacdo entre a expressdo de TNFa entre as células presentes no
sangue periférico e na medula dssea. regressdo linear simples. %CD8 TNFo" (n=22),
%CD19"TNFa" (n=23), %CD14"TNFa" (n=24) e % neutrofilos TNFa' (n=23).
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Figura 31A Associacdo entre a expressao de citocinas pelos leucécitos no sangue
periférico de pacientes com gravidade. O nimero de pacientes (n) sera representado por
tipo celular (-grave/+grave). CD8'IL-6" (23/4), CD4"IL-6" (23/4), CD14"IL-6" (23/4),
CD19°IL-6" (23/4), neutréfilos 1L-6" (22/4), CD8'CXCL-8" (14/3), CD4'CXCL-8"
(14/3), CD14"CXCL-8" (15/3), CD19"'CXCL-8" (15/2), neutréfilos CXCL-8" (15/2),
CDS8'IL-10" (22/4), CD4"IL-10" (22/4), CD14"IL-10" (23/4), CD19°IL-10" (23/4),
neutréfilos IL-10" (22/4), CD8'INFy" (23/4), CD4'INFy" (22/4), CD14"INFy" (23/4),
CD19°INFy" (23/4), neutrdfilos INFy™ (22/4), CD8'TNFa" (23/4), CD4"TNFu" (23/4),
CD14"TNFa" (23/4), CD19"TNFo" (23/4), neutréfilos TNFao" (22/4).
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Figura 32A Associagdo entre a expressdo de citocinas pelos leucdcitos na medula dssea
de pacientes com gravidade. O numero de pacientes (n) serd representado por tipo
celular (-grave/+grave). CD8'IL-6" (21/2), CD4'IL-6" (21/2), CD147IL-6" (17/4),
CD19°IL-6" (16/4), neutréfilos 1L-6" (16/4), CD8'CXCL-8" (16/1), CD4"CXCL-8"
(16/1), CD14"CXCL-8" (16/2), CD19"CXCL-8" (15/2), neutréfilos CXCL-8" (14/1),
CDS8'IL-10" (21/2), CD4"IL-10" (21/2), CD14"IL-10" (21/4), CD19°IL-10" (20/4),
neutrofilos IL-10" (20/4), CD8'INFy" (21/2), CD4'INFy" (21/2), CD14'INFy" (21/4),
CD19°INFy" (20/4), neutréfilos INFy™ (20/4), CD8'TNFa" (21/2), CD4"TNFau" (21/2),
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Figura 33A Correlagéo entre porcentagem de expressdo de CXCL8 pelos leucécitos no
sangue periférico e probabilidade de morte. Apenas %neutréfilos CXCL-8" e
%CD19"IL8" com n=17, enquanto as outras células apresentaram n=18.
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Figura 34A Correlacdo entre porcentagem de expressdo de IL-10 pelos leucécitos no
sangue periférico e probabilidade de morte. O teste estatistico utilizado foi a regresséo
linear simples e valores com p<0,05 foram considerados significativos. Apenas
%neutrdfilos IL-10" com n=26, enquanto as outras células apresentaram n=27.
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Figura 35A Correlagdo entre porcentagem de expressdo de INFy pelos leucocitos no
sangue periférico e probabilidade de morte. O teste estatistico utilizado foi regressao
linear simples e valores com p<0,05 foram considerados significativos. Apenas
%neutrofilos INFy* com n=26, enquanto as outras células apresentaram n=27.
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Figura 36A Correlagdo entre porcentagem de expressdo de TNFa pelos leucocitos no
sangue periférico e probabilidade de morte. O teste estatistico utilizado foi regressdo
linear simples e valores com p<0,05 foram considerados significativos. Apenas
%neutrofilos TNFa™ com n=26, enquanto as outras células apresentaram n=27.
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Figura 37A Correlacdo entre a porcentagem de expressdo de IL-6 pelos leucécitos na
medula déssea e a probabilidade de morte. O teste estatistico utilizado foi regressao
linear simples e valores com p<0,05 foram considerados significativos. %CD8"IL6"
(n=24), %CD4"IL6" (n=24), %CD14°IL6" (n=22), %CD19°IL6" (n=21), %neutrdfilos

IL6* (n=21).
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Figura 38A Correlacdo entre a porcentagem de expressao de CXCL8 pelos leucécitos na
medula déssea e a probabilidade de morte. O teste estatistico utilizado foi regressao
linear simples e valores com p<0,05 foram considerados significativos. %CD4"1L8"
(n=17), %CD1471L8" (n=19), %CD19°IL8" (n=17), %neutréfilos IL8" (n=15).
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Figura 39A Correlacdo entre a porcentagem de expressdo de IL-10 pelos leucdcitos na
medula déssea e a probabilidade de morte. O teste estatistico utilizado foi regressao
linear simples e valores com p<0,05 foram considerados significativos. %CD8"IL10"
(n=24), %CD4'IL10" (n=24), %CD14*IL10" (n=26), %CD19*IL10* (n=25),
%neutrofilos IL10" (n=25).
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Figura 40A Correlagdo entre a porcentagem de expressdo de INFy pelos leucocitos na
medula déssea e a probabilidade de morte. O teste estatistico utilizado foi regressao
linear simples e valores com p<0,05 foram considerados significativos. %CD8 INFy"
(n=24), %CD4'INFy" (n=24), %CD14'INFy" (n=26), %CDI19'INFy" (n=25),

%neutrofilos INFy* (n=25).
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Figura 41A Correlagdo entre a porcentagem de expressdo de TNFa pelos leucocitos na
medula déssea e a probabilidade de morte. O teste estatistico utilizado foi regressao
linear simples e valores com p<0,05 foram considerados significativos. %CD8 TNFa"
(n=24), %CD14"TNFa" (n=26), %CD19"TNFa" (n=25), %neutrofilos TNFo * (n=25).



ANEXO

“INFLUENCIA DA MEDULA OSSEA NA PATOGENESE DA LEISHMANIOSE VISCERAL”

QUESTIONARIO

IDENTIFICACAO

N° do paciente no estudo: DLC- . Numero do prontuario no IDTNP:
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Nome: Sexo: _ M __ F
Data do nascimento:__/ / Datadaadmissdo: _/ [/  Datadaalta: [/ [/
Procedéncia (UF) : Municipio :

2. HISTORIA CLINICA
Tempo de doenca:___ dias
Perda de pes0.......cccceieiiiiiiiii ( ) 1.Sim 2.Nao 9. Ignorado
Se sim, quantificar: g
FEDIE ..o ( ) 1.Sim 2.Nao 9. Ignorado
Se sim duracdo dafebre:  dias
CalaffiOS. ..o ( ) 1.Sim 2.Nao 9. Ignorado
PalidZ.....ccoiiiiiiiii e ( ) 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado
Y o1 1= U ( ) 1.Sim 2.Nao 9. Ignorado
Agitagdo /irritabilidade............coocoiiiii ( ) 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado
Fadiga / astenia...........ccccoevviiiiiiieiii e ( ) 1.Sim 2.Nao 9. Ignorado
VOMILOS. ...eeiiiiiiee ettt e e ( ) 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado
o] g o] =] o To] - A ( ) 1.Sim 2.Nao 9. Ignorado
INSONIA ..eveiiei i ( ) 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado
INAPELENCIA. ...ceii it ( ) 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado
Aumento do volume abdominal..........cccccevviiieeeiiiiieneennns ( ) 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado



(DT 14 == VPSR ( ) 1.Sim 2.Néo
Constipacdo intestinal..........ccccvveveeeeeei i ( ) 1.Sim 2.Néo
Dor abdominal...........cooiiiiiiiiii e ( ) 1.Sim 2.Né&o
10 F7Y TSRS ( ) 1.Sim 2.Néo
DISPNEIA. .....ei it ( ) 1.Sim 2.Né&o
Alteracdo da cor da urina.........cccceeeeeeeeeeeiiicccc e ( ) 1.Sim 2.Néo
L@ ] 1o U ¢ I- VTP TSR ( ) 1.Sim 2.Né&o
Queda de cabelo........ccceevveeeeiiii ( ) 1.Sim 2.Néo
Edema. ..o ( ) 1.Sim 2.Né&o
PeteqUIAS......ceuiiiiiiie e ( ) 1.Sim 2.Néao
EQUIMOSES......eiiiiiiiiiie e ( ) 1.Sim 2.Né&o
[ 0[S = (TS ( ) 1.Sim 2.Nao
Sangramento gengival...........cccccoeeveieiiiieeeeee ( ) 1.Sim 2.Nao
Sangramento em locais de PuNGao..........cccuvveeeeriinieeennnnn ( ) 1.Sim 2.Né&o
Sangramento digeStiVO...........coevvvvvvieiiiiiiiirren e ( ) 1.Sim 2.Nao
Hematlria MacroSCOPICA. ........cvuvveeeiriiiie et ( ) 1.Sim 2.Nao

1. EXAME FisICO

Peso:  , kg Estatura: _ _cm PA:_ x  mmHg FC.__ bpm FR:
irpm

Temperatura axilar maxima durante a internagdo _ °C

Estado geral () 1.Bom 2. Regular 3. Comprometido

Consciente () 1. Sim 2. N&o 9. Ignorado

9

9.
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. Ignorado
Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado

. Ignorado

Cordas mucosas ( ) 1. Normocoradas 2. Palidez leve/moderada 3. Palidez acentuada

Ictericia ( ) 1.Sim 2.Nao 9. Ignorado
Perfuséo periférica ( ) 1. Boa 2. Cianose de extremidades 3. Cianose generalizada

Lesdes de pele / Especificar () 1. Sim 2. Ndo 9. Ignorado

Se sim, especificar (tipo da lesao, localizagédo, tamanho, forma, contornos, ulceracéo, elevacao,

secrec¢ao)
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Alopecia () 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado

Linfonodomegalia ( ) 1. Ausente 2. Em 1-2 cadeias 3. Em mais de 3 cadeias
Hidratacdo ( ) 1.Hidratado 2. Desidratado!| 3. Desidratado Il 4. Desidratado Il 9.
Ignorado

Edema ( ) 1. Ausente 2. Edemade MMII 3. Edema generalizado

Estado nutricional: () 1. Eutréfico 2. Desnutrido | 3. Desnutrido Il 4. Desnutrido Il 9.
Ignorado

Dispnéia ( ) 1.Sim 2. N&o 9. Ignorado

Se sim, retracgdes intercostais ou subdiafragmaticas ( ) 1. Sim 2. N&o 9. Ignorado

Ausculta pulmonar () Normal ( ) Estertores crepitantes () Estertores bolhosos
() Sibilos ( ) Roncos
Outras:

Ausculta cardiaca ( ) Normal () Sopro ( )Arritmia ( ) Ritmo de galope ( )
Frémito

() Atrito pericardico ( ) Abafamento de bulhas

() Outras:

Esplenomegalia ( ) 1.Sim 2. N&o 9. Ignorado

Se sim, bago a cm do BCE, na linha hemiclavicular, em dire¢@o a ponta
Hepatomegalia ( ) 1. Sim 2. Nao 9. Ignorado

Sesim,figadoa  cmdoBCDe___ cm do apéndice xiféide

Diagnostico anterior de LV: () 1. Sim 2. N&o 9. Ignorado  Data: I

Hemotransfusdo anterior ao tratamento especifico: ( ) 1. Sim 2. N&o 9. Ignorado  Data:
I

2. TERAPEUTICA UTILIZADA 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado

Terapia de suporte: Terapia especifica
() Antibiéticos () Antimonial de N metil glucamina Data:

() Concentrado de heméacias

() Concentrado de plaquetas () Desoxicolato de anfotericina B Data: /

() Plasma

R
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() Vitamina K () Anfotericina B lipossomal Data: /

() Complexo protrombinico

() AAS ou terapia anticoagulante () Miltefosina Data: / /

() Outras:

3. COMPLICAGCOES 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado

() Infeccéo urinaria

() Insuficiéncia renal

() Pneumonia

() Infeccao cuténea ou do tecido celular subcutaneo
() Sepse

() Hemorragia

() Convulsdes

() Outra:

4. CO-MORBIDADES 1.Sim 2.N&o 9. lIgnorado

( )HIV/aids
() Uso de drogas imunossupressoras

( ) Cancer.

Especificar:

() Transplante.

Especificar:

() Doenga renal crénica
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() Doenga hepatica cronica

() Outra:

5. EVOLUGAO CLINICA

Numero de dias de febre apds o inicio da terapia especifica: dias
Tamanho do baco a saida do hospital: cm do RCE
Tamanho do figado a saida do hospital: cm do RCD

() Alta hospitalar com melhora
() Alta hospitalar sem melhora
() Transferéncia para UTI

() Transferéncia para outro servigo
() Obito

Em caso de 6bito, data do 6bito: [ Causa

mortis:

Comentarios:




“INFLUENCIA DO GENOTIPO DE LEISHMANIA CHAGAS! SOBRE A PATOGENIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL”
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Dia 0 Dia Dia Dia
Data Valores normais
Hemacias Homens: 4,3 a 5,7 x 10°
Mulheres e criangas: 3,9 a 5,3 x 10°
Hemoglobina Homens: 13,50 a 18,00g/dL

Mulheres e criangas: 12,00 a 16,40/dL

Hematdcrito

Homens: 40 a 54 %

Mulheres e criancas: 36 a 47 %

VCM Normal: 76,0 — 96,0 u °
HCM Normal: 27,0 32,0 puy
CHCM Normal: 32,0 — 36,0 %

Leucdcitos

Crianca: 4.000 a 10.000/mm3

Adultos: 4.000 a 9.000/mm3

Pro, meta e mieldcitos

0\%

Bastonetes 1-5\%
Segmentadados Crianca: 30 a 55\%
Adultos: 50 a 70\%
Eosindfilos Crianca: 1 a 5\%
Adultos: 1 a 4
Basdfilos 0-1\%
Linfécitos Crianca: 30 a 45\%
Adultos: 20 a 45\%
Mondcitos 02 %
PIaq uetas Crianca: 150.000 a 430.000/mm?
Adultos: 150.000 a 400.000/mm3
VHS <10
AST (TGO) Homens: <37U/I

Mulheres: <31U/I




147

ALT (TGP)

Fosfatase alcalina

Homens: < 40U/I

Mulheres: <31U/I

Criancas: 27 a 215 U/dL

Adultos: 27 a 100 U/dL

Bil. Direta Até 0,4 mg/dL
Bil. Indireta Até 0,8 mg/dL
Creatinina 0,4 — 1,3 mg/dL
Uréia 15 a 45 mg/dL

Leishmania na MO

Ausente

Sorologia p/ Leishmania

N&o reagente

Cultura p/ Leishmania

Sem crescimento

Teste HIV N&o reagente
Proteinas Totais 6,0 28,0 g/dL
Albumina 35a5,5 gldL
Globulinas 2,0a3,2 gldL
Coagulograma

Tempo sangramento 1-4 min
Tempo coagulagdo Até 12 min
TAP 70-100%
INR 091-125
Exame de Urina

Proteinas Ausente
Hg/hemdcias Ausente
Cilindros Ausente
Pidcitos Até 5 por campo-

Exame de fezes

Parasitoldgico

Negativo

Radiologia

Rx Térax

Culturas
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