MINISTERIO DA SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Mestrado do Programa de Pds-Graduacédo Stricto senso em Medicina Tropical

AVALIACAO DE PARAMETROS CLINICO-LABORATORIAIS E
IMUNOLOGICOS E SUA RELACAO COM RECIDIVA NA
LEISHMANIOSE VISCERAL

RENATA CAETANO KUSCHNIR

Rio de Janeiro
Junho de 2020



Ministério da Saade

FIOCRUZ
Fundag¢ado Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Tropical

RENATA CAETANO KUSCHNIR

Avaliacdo de parametros clinico-laboratoriais e imunoldgicos e sua relacdo com
recidiva na leishmaniose visceral

Dissertacdo apresentada ao Instituto Oswaldo
Cruz como parte dos requisitos para obtencdo do

titulo de Mestre em Medicina Tropical

Orientadoras: Profa. Dra. Alda Maria Da-Cruz
Profa. Dra. Joanna Reis Santos de Oliveira

RIO DE JANEIRO
Junho de 2020



Kuschnir, Renata Caetano.

Avaliacdo de pardmetros clinico-laboratoriais e imunoldgicos e sua

relacao com recidiva na leishmaniose visceral [ Renata Caetano Kuschnir. -
Rio de janeiro, 2020.
xv, 97 £; il

Dissertagdo (Mestrado) - Instituto Oswaldo Cruz, Pos-Graduagdo em
Medicina Tropical, 2020.

Orientadora: Alda Maria da Cruz.
Co-orientadora: Joanna Reis Santos de Oliveira.

Bibliografia: f. 70-84

1. Leishmaniose Visceral. 2. Recidiva . 3. Imunclegia . 4. Evolugao
Clinica. . Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da Biblioteca de Manguinhos/ICICT com os dados
fornecidos pelofa) autor(a).




Ministério da Saade

FIOCRUZ
Funda¢do Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Tropical

AUTOR: RENATA CAETANO KUSCHNIR

Avaliacdo de paradmetros clinico-laboratoriais e imunoldgicos e sua relagdo
com recidiva na leishmaniose visceral

ORIENTADORES: Profa. Dra Alda Maria Da-Cruz
Profa. Dra Joanna Reis Santos de Oliveira

Aprovada em: 03/06/2020

EXAMINADORES:

Membro titular (Presidente): Prof. Dr Renato Porrozzi — Instituo Oswaldo Cruz /
Fiocruz RJ

Membro titular: Prof. Dra. Maria Inés Pimentel — Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas / Fiocruz RJ

Membro titular: Prof. Dra. Dorcas Costa — Universidade Federal do Piaui - Pl
Suplente: Prof. Dra. Glaucia Cota — Instituto René Rachou / Fiocruz MG

Suplente: Prof. Dra. Simone Ladeia — Instituo Oswaldo Cruz / Fiocruz RJ

Rio de Janeiro, 03 de junho de 2020



Dedico este trabalho a minha avo, que
aprendeu a ler olhando a escola pelo
lado de fora da janela.



AGRADECIMENTOS

Inicialmente, tenho o dever de agradecer as instituicbes publicas de ensino que me
trouxeram até aqui. Desde os sete anos de idade a educacdo publica é parte da

minha vida e espero ir devolvendo este investimento aos poucos para a sociedade.

Agradeco aos meus pais e a minha irm&, porque sempre vivi em um ambiente de
amor e de incentivo. Sei exatamente o que a palavra “familia” significa e tenho a

consciéncia de que tenho muita sorte. Obrigada por tudo, desde sempre.

Agradeco ao Felipe, porque foi a melhor companhia que eu poderia ter tido ao longo

desses dois anos e é a melhor parceria que eu poderia ter para a vida.

Agradeco aos meus familiares e aos meus amigos, que permitem que o dia a dia

seja mais leve, mais doce e repleto de carinho e cuidado.

Agradeco as minhas orientadoras, Dra. Alda e Dra. Joanna, que tiveram a
disponibilidade e a paciéncia de me ensinar 0 que eu precisava para chegar até
aqui. Em um pais no qual as mulheres e as ciéncias ndo sao valorizadas, vocés sao

inspiragéo: obrigada por serem minhas guias nesse percurso.

Agradeco a toda a equipe do Laboratorio Interdisciplinar de Pesquisas Médicas,
incluindo Bruna Sender e Pamela Lima. Em especial, gostaria de agradecer a
Gabriela Correa e Castro e Maria Luciana Silva Freitas, agora mestre e doutora

respectivamente, que foram fundamentais nesse trabalho.

Agradeco a todos os colaboradores: Carmem Giacioia-Gripp, Dra. Gaucia Cota, Dra.
Ana Rabello, Dr. Leonardo Soares, Dra. Maria Rita Teixeira, Ludmilla de Paula,

Josafa Ferreira, Miriam Brum e Mirtes Natalina.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.



“Quem desconfia fica sabio”
Guimaraes Rosa

Vi



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundag¢ao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Dissertacdo de mestrado em Medicina Tropical

RESUMO

Avaliacdo de parametros clinico-laboratoriais e imunolégicos e suarelagdo com
recidiva na leishmaniose visceral
Renata Caetano Kuschnir

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca grave e potencialmente fatal. O Brasil
€ um dos paises endémicos, com cerca de 4000 casos notificados em 2017. A
diminuicdo na contagem de linfécitos T CD4", ativacdo policlonal de linfécitos B,
aumento de LPS plasmético e elevados niveis de citocinas inflamatodrias parecem estar
envolvidos na imunopatogenia da fase ativa da LV. Além disso, varios marcadores,
como niveis elevados de IL-6, IL-8, TNF, IL-18, CD14 soluvel (sCD14), e
imunoglobulinas especificas anti-Leishmania, bem como niveis baixos de leptina ja
foram associados a LV grave. Entretanto, apesar dos relatos de que as recidivas
ocorrem em cerca de 4-5% dos pacientes de LV ndo associada a infec¢éo pelo HIV, e
esplenomegalia, tempo de tratamento e trombocitopenia estarem sendo associados a
esse desfecho clinico, pouco se sabe sobre os fatores que sédo subjacentes as recidivas.
Esse estudo teve como objetivo identificar parametros laboratoriais e imunolégicos
associados a recidivas na LV. Para isso, foram acompanhados prospectivamente
pacientes com LV ativa recidivantes (R, n=5) e n&o recidivantes (NR, n=10). Os
participantes foram diagnosticados no Hospital Eduardo de Menezes, Belo Horizonte —
MG e foram avaliados em trés momentos: fase ativa (FA), imediatamente apds o
tratamento (pOs-tto) e seis meses apds o tratamento (6mpt). Alguns foram avaliados
apos 12 meses de tratamento (12mpt). Dez individuos sadios, de area endémica e nao
endémica, também foram incluidos como controles. Os dados clinicos foram obtidos dos
prontuarios médicos. Avaliou-se a contagem absoluta de linfécitos T CD4" e CDS8",
dosagem de IgG, IgG1 e IgG3 anti-Leishmania e os niveis plasmaticos de IL-6. Esses
dados foram correlacionados as informacdes clinico-laboratoriais dos respectivos
pacientes. A sintomatologia na fase ativa da LV foi similar em ambos os grupos, porém,
o grupo NR apresentou marcadores de acometimento organico mais pronunciados em
relacdo ao R, como piores niveis de trombocitopenia, elevacdo de transaminases,
hiperbilirrubinemia na FA (p<0,05). Nesta fase, todos os pacientes apresentaram baixas
contagens de células T CD4", contudo, os pacientes NR apresentaram ganho desse tipo
celular de forma mais acentuada que pacientes R no pés-tto (p<0,05). Além disso,
houve uma reducéo significativa dos niveis de IgG3 ao longo do acompanhamento no
grupo NR em relacdo ao R, especialmente aos 6mpt (p<0,05). Ademais, 0s niveis de
IgG3 se correlacionaram positivamente com namero de episédios de LV aos 6 mpt e
negativamente com as contagens de T CD4" ao longo do acompanhamento clinico.
Niveis elevados de IL-6 foram observados na fase ativa da LV de ambos os grupos e se
correlacionaram negativamente com o numero de linfécitos totais e niveis de albumina
(p<0,05). Diante disso, a IgG3 se mostrou como um possivel biomarcador de recidivas e
a reducao de seus niveis séricos parece estar relacionada a remisséo clinica da LV. Por
fim, a recuperacgéo das contagens de T CD4" de forma mais pronunciada em pacientes
NR indicam que o grau de comprometimento imunolégico dos pacientes com LV esta
associada a ocorréncia de recidivas.
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ABSTRACT

Evaluation of clinical, laboratory and immunological parameters and their
relationship with relapse in visceral leishmaniasis
Renata Caetano Kuschnir

Visceral leishmaniasis (VL) is a serious and potentially fatal disease. Brazil is one
of the countries with largen number os cases, with about 4,000 cases in 2017. Some
factors seem to be involved in the immunopathogenesis of the active phase of VL, such
as the decrease in the count of lymphocytes T CD4+, polyclonal activation of
lymphocytes B, increase in plasma LPS due to probable bacterial translocation through
the intestinal barrier and high levels of inflammatory cytokines. In addition, the following
factors have already been associated with severe VL: high levels of soluble CD14
(sCD14), IL-6, IL-8, TNF-a, IL-1p and subclasses of specific anti-Leishmania
immunoglobulins, as well as low levels of leptin. Despite reports that relapses occur in
about 4-5% of VL patients not infected with HIV, and splenomegaly, duration of treatment
and thrombocytopenia are associated with this clinical outcome,little is known about the
factors that underlie relapses.This study aimed to prospectively evaluate immunological,
clinical and laboratory parameters in relapsing (R, n=5) and non-relapsing (NR, n= 10)
patients and correlate them with relapses in VL. To investigate possible factors
associated with this outcome, the patients with active VL, diagnosed at Eduardo de
Menezes Hospital, Belo Horizonte — MG - Brazil, were evaluated in three moments:
active phase (AP), immediately after treatment (AFT-TT) and six months after treatment
(6mat). Some were evaluated after 12 months of treatment (12mat). Ten healthy
individuals from endemic and non-endemic areas were also included as control group.
Clinical data were taken from patients' medical records. In addition, absolute T CD4+ and
CD8+ lymphocytes counts, IgG anti-Leishmania immunoglobulins and their IgG1 and
IgG3 subclasses, and plasma IL-6 levels were evaluated. Data was correlated with the
clinical and laboratory information of the respective patients. The symptoms in the AP of
VL were similar in both groups, however the NR group presented more pronounced
organic involvement markers in relation to the R group, such as worse levels of
thrombocytopenia, elevated transaminases and hyperbilirubinemia in AP (p <0.05 ). At
this stage, all patients had low T CD4+ cell counts, however NR patients showed a more
marked gain of this cell type than R patients in the AFT-TT period (p <0.05). In addition, it
was possible to identify a significant reduction in IgG3 levels during the follow-up in the
NR group compared to R, especially at 6mpt (p <0.05). IgG3 levels were also correlated
positively with the number of VL episodes at 6 mpt and negatively with T CD4+ counts
throughout clinical follow-up. Elevated levels of IL-6 were observed in the active phase of
VL of both groups and correlated negatively with the number of total lymphocytes and
levels of albumin (p <0.05). Considering this, IgG3 may be a biomarker of recurrences
and the reduction in its serum levels seems to be related to the clinical remission of VL.
Finally, the recovery of T CD4+ cell counts in more pronounced way in NR patients
reinforces that the degree of immunological impairment in patients with VL is associated
with recurrence.
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INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia da leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca causada por protozoarios do
género Leishmania e é transmitida para mamiferos através da picada da fémea
de fleb6tomos. J& foram descritas mais de 10 espécies envolvidas na
transmissdo e, no Brasil, a principal é Lutzomyia longipalpis (Ministério da
Saude 2017), que é popularmente conhecido como mosquito palha, asa-dura,
tatuquiras ou birigui.

A leishmaniose é endémica em mais de 90 paises ou territorios,
contudo, em 2017, sete paises concentraram mais de 90% dos casos — Brasil,
Etiépia, india, Quénia, Suddo do Sul e Suddo (WHO 2018). Em nivel mundial,
vem sendo observada uma reducdo de sua incidéncia global na ultima década:
em 2012 foram 200.000-400.000 novos casos (Alvar et al 2012), enquanto em
2017 os casos diagnosticados ficaram entre 50.000-90.000 (WHO 2018).

0’000 @

Number of new VL cases

reported, 2016

- 1000

W 500-990

B 100409 B No sutochthonous cases reported & }

O <00 B Nodma /
[] Notapgicable

Clo

Figura 1: Mapa mundial da endemicidade da leishmaniose visceral,
2016. Adaptado de WHO 2018.
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No continente americano, por sua vez, em 2018, foram diagnosticados
3562 novos casos de LV e o Brasil foi responsavel por 97% dos mesmos. E
notavel também a presenca da doenca em pacientes infectados pelo HIV,
sendo que dos 250 casos de coinfeccdo diagnosticados nas Ameéricas em
2018, 246 ocorreram em territorio brasileiro (OPAS/OMS 2019). Sendo assim,
a doenca € um grande problema de saude publica no Brasil, principalmente nas
regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste. Em 2017, foram registrados 4103
novos casos de LV, com 327 6bitos no Brasil (Ministério da Saude 2018). Ha
predominio da LV em pacientes do sexo masculino e em criancas menores de
10 anos.

Em termos gerais, a LV é mais comum em areas rurais, contudo, €
possivel observar uma tendéncia a urbanizacdo da doenca nos ultimos anos
em territorio brasileiro (Romero & Boelaert 2010). O primeiro relato de epidemia
urbana descrito no pais foi em Teresina, capital do Piaui, entre os anos de
1981-1984 (Costa et al 1990). Desde esse mesmo periodo também foram
descritos casos no estado do Rio de Janeiro e em 2013 ha o relato do primeiro
paciente na area urbana da cidade do Rio de Janeiro (Souza et al 1981; Silva
et al 2014). Grande parte nas ultimas décadas dos casos vem sendo relatada
em grandes centros como Belo Horizonte, Campo Grande, Natal, Cear4,
Tocantins, e desde 1999 é relatado em Séo Paulo e Mato Grosso (Jeronimo et
al 1994, Profeta da Luz et al 2001, Camargo-Neves et al 2003, Oliveira et al
2006). Em 2016, foram evidenciados os primeiros casos autoctones em grande
centro do sul do pais, na cidade de Porto Alegre (Mahmud et al 2019). J& Belo
Horizonte € uma das cidades do Brasil com o maior nimero de casos
registrados, onde foram confirmados 1767 casos da doenca de 1994 até abril
de 2019 (Prefeitura de Belo Horizonte, 2019).

1.2. Ciclo de vida do parasito Leishmania (Leishmania) infantum

As fémeas dos flebotomineos sdo hematéfagas e séo infectadas ao
ingerirem células com amastigotas durante os repastos. No intestino do vetor,
0s amastigotas se diferenciam em promastigotas, alcangando posteriormente

a proboscide. Em seguida, a partir de picada em humanos, essas formas
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infectantes (promastigotas metaciclicas) sdo injetadas e fagocitadas por
macréfagos e outras células do sistema fagocitico. No interior dessas células,
as formas promastigotas se diferenciam em amastigotas, forma evolutiva
capaz de se multiplicar e infectar mais células levando ao desenvolvimento da
doenca (CDC 2019).

A infec¢8@o também ocorre em reservatério animal, comumente caes em
ambientes peridomiciliares ou raposas e morcegos em areas silvestres, ou em
humanos. A transmissdo zoonoética € mais comumente associada a
Leishmania (Leishmania) infantum e ocorre em regidées como China, Oriente
Médio, Mediterraneo e América do Sul. Ja na india, Bangladesh e leste da
Africa a espécie implicada é normalmente L. donovani, podendo também ser
transmitida em um ciclo antroponoético (van Griensven & Diro 2012, Roque &
Jansen 2014). Condicbes epidemioldgicas para a transmissdo da doenca em
regides urbanizadas foram criadas no Brasil nas uUltimas décadas, a partir de
migragdo intensa para os grandes centros. Dessa forma, o cenario envolve
concentracdo populacional associada a presenca de reservatorios animais
(notadamente o cdo domeéstico) e do vetor no mesmo ambiente (Diniz et al
2008).

No Brasil, o cdo parece ser o principal reservatério do parasito. Ndo se
sabe com precisdo a prevaléncia de animais infectados, porém, estudos em
diferentes regifes revelam ndimeros alarmantes: em uma area endémica de LV
em Belo Horizonte a prevaléncia de cées positivos para L. infantum
diagnosticados pela técnica de PCR foi de quase 25% (Coura-Vital et al 2011).
Outro dado de extrema relevancia é a existéncia de grande numero de caes
gue ndo desenvolvem sintomas, aparentando estar saudaveis, porém
mantendo-se como possivel reservatério do parasito (Baneth et al 2008). Por
outro lado, existe a possibilidade de outros mamiferos servirem como
reservatorio, como felinos e marsupiais — como gatos domeésticos e gambas,
respectivamente. Esse fator pode ser uma das muitas justificativas para o mau
desempenho do programa brasileiro de eliminacdo de cées infectados (Roque
& Jansen 2014).

Na regido Amazonica, um estudo realizado no Maranhdo evidenciou

soropositividade para L. infantum em 32% dos 105 gatos analisados. Apesar
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dos felinos ndo serem comprovadamente um reservatério do parasito em
termos de transmissao da doenga para o homem, dados adquiridos a partir
desses animais em &reas endémicas podem ter funcdo de sinalizar a
circulacdo de L. infantum (Rocha et al 2019). Sendo assim, a leishmaniose
felina vem sendo vista como uma doenca emergente (Pennisi & Persichetti
2018) e o diagnostico de animais sintométicos também pode funcionar como

sentinela.

1.3. Apresentacéo clinica, diagnoéstico e tratamento da leishmaniose

visceral

Sabe-se que fatores como caracteristicas intrinsecas do parasito,
biologia do vetor e fatores do hospedeiro sdo os principais determinantes no
processo de infeccdo e doenca, de modo que a combinacdo desses fatores
resultara em diferentes apresentacfes clinicas, que podem variar desde
pacientes assintomaticos até doenca visceral grave (Colmenares et al 2012).
De forma geral, a LV é considerada uma doenca grave e pode ser fatal quando
nao tratada. Em areas endémicas, entretanto, algumas pessoas nao
desenvolvem a doenca e cursam com infeccdo assintomatica. Recentemente,
foi identificada infec¢@o assintomética em 19,5% dos 200 soldados americanos
avaliados ap6s missb6es no Iraque (Mody et al 2019). Casos assintomaticos
também foram descritos na india (Singh et al 2014), Bangladesh (Bern et al
2007), Espanha (Moral et al 2002) e Brasil (Badar6 et al 1986). Dados
referentes a Natal — Rio Grande do Norte, revelaram soropositividade para
anticorpos anti-Leishmania em 24,6% dos 345 individuos assintomaticos
testados (Lima et al 2012). Em um trabalho realizado em trés regifes de Belo
Horizonte foi encontrada soroprevaléncia para L. infantum entre 24 a 29% em
criancas que ndo apresentavam sintomas associados a LV (Dos Santos
Marques et al 2017). O mais provavel nesse contexto é que ndo ocorra
eliminacdo completa do parasito e, no caso de alguma imunodepresséao futura,
o individuo estara sujeito a manifestar a doenca (Alvar et al 2008).

Quando ha& manifestacdo clinica da doengca, comumente hé&

comprometimento de o6rgdos e tecidos como figado, baco, medula Ossea e
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linfonodos a partir da infeccdo do sistema fagocitico mononuclear. A
apresentacao clinica classicamente compreende febre persistente associada a
perda de peso, astenia, adinamia, hepatoesplenomegalia e adenomegalia que
se instalam de maneira insidiosa e podem persistir por meses (Costa et al
2010).

Laboratorialmente, é verificada pancitopenia, o que em muitos casos
graves leva a necessidade de transfusdo de hemocomponentes, associada ao
aumento de moléculas de carater inflamatério, como proteina C reativa e
aumento da velocidade de hemossedimentacdo. Além disso, ha elevacdo de
gamaglobulinas em detrimento da albumina, que frequentemente se encontra
diminuida nesses pacientes (Costa et al 2016, Van Griensven J & Diro 2019).
Alteracbes da funcéo renal também ja foram descritas e um estudo brasileiro
mostrou que cerca de 15% das criancas de uma coorte (n=146) acompanhadas
em um hospital de Fortaleza — Ceard apresentaram insuficiéncia (n=21) ou
faléncia renal (n=1) (Liborio et al 2012).

A desnutricdo € marcante nesses pacientes e um estudo desenvolvido
na Etiépia mostrou que 82% dos doentes se encontravam abaixo do peso
(Feleke 2019). A esplenomegalia € proeminente e pode complicar devido a
infartos ou sangramentos subcapsulares espontaneos (Van Griensven & Diro
2012). A disfuncdo hepética é descrita, podendo haver aumento de
transaminases, ictericia e ascite com a progressdo da doenca. Devido a
hipoalbuminemia, a inflamacédo, ao aumento da permeabilidade vascular, pode
ocorrer edema, e o alto grau de consumo metabdlico ao qual esses pacientes
sdo submetidos leva a caquexia.

Com a evolugcdo da LV, o paciente pode apresentar sangramentos
espontaneos e desenvolver infec¢cdes bacterianas secundarias, o que pode
desencadear quadros de sepse (Van Griensven & Diro 2012). As
intercorréncias infecciosas de origem bacteriana sdo bastante comuns,
conforme observado em coorte brasileira de 30 criancas em Salvador — Bahia,
das quais, 18 (60%) desenvolveram infec¢Oes bacterianas durante internacao
para o tratamento de leishmaniose visceral (Andrade et al 1990). Além disso,
complicagbes inflamatorias graves, como linfohistiocitose hemofagocitica,

podem ocorrer. Essa complicacdo esteve presente em cerca de 35% dos
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pacientes acompanhados em uma coorte espanhola (Horrillo et al 2019).
Conforme observado por Daher, o fendbmeno n&do é raro no Brasil, onde das
127 criangas internadas por LV em hospital terciario da regido Nordeste, 35
foram diagnosticadas com linfohistiocitose hemofagocitica (Daher et al 2015)

Alguns fatores de risco para mau progndéstico sdo descritos, como
extremos de idade, desnutricdo, diarreia, vOmito, anemia grave,
trombocitopenia com grande aumento de baco e ictericia, mas as principais
causas de morte sdo infeccbes bacterianas subjacentes e sangramentos
(Werneck et al 2003, Collin et al 2004, Costa et al 2010). Estudo de caso-
controle com pacientes brasileiros no Piaui definiu como sinais e sintomas
associados a desfecho fatal: diarreia, vomito, edema, ictericia, esplenomegalia
e plaquetopenia, quando presentes da admissao hospitalar até 48 horas apoés a
internacdo (Oliveira-Sena & Werneck 2019).

Nesse sentido, foi desenvolvido um escore de risco de morte baseado
no acompanhamento de uma coorte de pacientes em Teresina — Piaui. Foram
criados sistemas de pontuacdes diferentes para criancas menores de dois anos
e para os demais individuos, além de dois modelos: um que leva em conta
apenas dados clinicos e outro que adiciona dados laboratoriais. Os dados
clinicos analisados sao idade (dividida em trés categorias: 2-20 anos, 20-40
anos e maiores de 40 anos), numero de sitios de sangramento, edema,
ictericia, dispneia, infeccdo bacteriana e Aids. Contagem de leucdécitos menor
que 1500 cél/mm3, plaquetopenia inferior a 50.000 cél/mm3 e exames
compativeis com insuficiéncia renal sdo as variaveis laboratoriais. Cada uma
dessas variaveis tem uma pontuacdo de forma que a pontuacdo maxima no
escore clinico é de 11 e no clinico-laboratorial, de 20. O estudo definiu que
pacientes com maior risco de Obito sdo aqueles que na avaliacdo inicial
apresentam pontuacdo maior ou igual a 4 no escore clinico e maior ou igual a 6
no escore clinico-laboratorial (Ministério da Saude 2017). De maneira a facilitar
a aplicacdo dessas ferramentas, foi desenvolvido um software, denominado
Kala-Cal®, disponivel publicamente na Internet, que permite o calculo do
escore online (Costa et al 2016).

A suspeigéo diagnostica deve ocorrer em todo individuo proveniente de

area endémica que apresente febre e esplenomegalia ou em individuo
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sintomatico, mesmo sem histdria epidemioldgica associada, cujos diagndsticos
diferenciais ja tenham sido excluidos. Os exames inespecificos revelando
pancitopenia e inversdo da relagcdo albumina/globulina podem auxiliar na
investigacao (Ministério da Saude 2017).

O diagnostico etiolégico pode ser realizado a partir de exames
imunolégicos (imunofluorescéncia indireta, testes rapidos
imunocromatograficos e ensaio imunoenzimético — ELISA), parasitologicos e
moleculares (a partir da técnica de reacdo em cadeia da polimerase). A
observacédo direta do parasito nos tecidos € o padrdo ouro de diagnostico. O
material biolégico pode ser proveniente da medula 6ssea, linfonodos ou baco,
sendo preferivel utilizacdo do primeiro, essencialmente pela seguranca do
procedimento. O aspirado esplénico ndo é amplamente empregado, dada a sua
alta taxa de complicacgdes.

Em relacdo aos exames imunoldgicos, € necessaria cautela em sua
avaliacdo, uma vez que, apds contato com o patdgeno e tratamento adequado,
os titulos de anticorpos podem permanecer persistentemente elevados.
Entretanto, pela sua praticidade, vem substituindo a necessidade de coleta de
medula d&ssea e exame parasitologico em determinados locais com
infraestrutura precéaria no diagndstico inicial, ndo sendo bom indicador de cura
ou reativacdo da doenca.

De acordo com o Ministério da Saude do Brasil, a decisdo de tratamento
ambulatorial ou hospitalar depende das condicfes clinicas do paciente e de
fatores de risco para pior evolugédo da doencga. Seguindo o escore de gravidade
desenvolvido pelo grupo do Piaui (Costa et al 2016), o paciente € classificado
de acordo com sua gravidade e, levando em consideracédo também a presenca
ou ndo de comorbidades, a conduta terapéutica é tracada.

O antimoniato de N-metil glucamina € formalmente indicado como
primeira escolha, com a vantagem de poder ser realizado em regime
ambulatorial (Ministério da Saude 2017). A dose recomendada é de
20mg/Sb5*/kg/dia por via intravenosa ou intramuscular por 20 a 40 dias.
Entretanto, ha relatos de falhas de tratamento com esse farmaco por
resisténcia, envolvendo a superfamilia de transportadores ABC (Ouellette et al
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1998, Manzano et al 2013) e ja foram identificados mecanismos de resisténcia
envolvendo um elevado metabolismo de tiol (Magalh&es et al 2018).

A AnfoB é um medicamento muito eficiente no tratamento da LV.
Segundo o Ministério da Saude do Brasil, esse farmaco deve ser empregado
como primeira escolha em um grupo seleto de pacientes: pacientes
classificados com risco elevado de morte pelo escore de gravidade, extremos
de idade (menores de um ano e maiores de 50 anos), gestantes, individuos
infectados por HIV, falhas terapéuticas com outras medicacoes,
contraindicacdo ao uso de antimonial pentavalente, imunodeficientes (de
causas priméarias ou secundarias) e outras comorbidades (como insuficiéncias
hepética, renal e cardiaca). A formulacdo indicada € a lipossomal e a dose
recomendada € de 3mg/kg/dia por sete dias ou 4mg/kg/dia por cinco dias. Nos
casos em que a AnfoB lipossomal esta indicada, porém nao esta disponivel, ou
naqueles pacientes com contraindicacdo ao uso de antimomial pentavalente
sem critérios clinicos que justifiguem o uso de AnfoB lipossomal, a abordagem
terapéutica indicada é o uso de Desoxicolato de AnfoB (dose: 1mg/kg/dia por
14 a 20 dias) — droga de menor custo, mas que, por sua vez, apresenta mais
efeitos colaterais (Ministério da Saude 2017). Outra formulacdo de AnfoB que
tem sido utilizada é a AnfoB complexo lipidico. Esta formulacdo apresenta um
perfil de efeitos adversos menos tdoxico que a desoxcolato de AnfoB, a
semelhanca da AnfoB lipossomal — também formulacéo lipidica (Falci et al
2015). Em um estudo avaliando pacientes que nédo apresentaram melhora ou
recidivaram ap0és tratamento com antimomial pentavalente, os mesmos foram
tratados com doses diferentes de AnfoB complexo lipidico e verificou-se que 90
e 100% dos pacientes responderam com dose acumulada de 10 e 15mg/kg
desse farmaco (Sundar et al 1997).

Em um ensaio clinico multicéntrico, aberto, randomizado desenvolvido
no Brasil comparando quatro esquemas terapéuticos (1- desoxicolato de AnfoB
1mg/kg/dia por 14 dias; 2- AnfoB lipossomal 3mg/kg/dia por 7 dias; 3-
combinacdo de AnfoB lipossomal em dose Unica de 10mg/kg/dia associada a
antimoniato de N-metil glucamina 20mg Sb5'/kg/dia por 10 dias e 4-
antimoniato de N-metil glucamina 20mg Sb5'/kg/dia por 20 dias), foi

evidenciado que o tratamento de maior eficacia, menor toxicidade e menor
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tempo de administracdo € monoterapia com a AnfoB lipossomal. Diante disso,
€ sugerido que essa seja a droga de escolha como primeira linha no Brasil
(Romero et al 2017). Segundo a Sociedade Americana de Medicina Tropical, a
AnfoB lipossomal deve ser a medicacao de escolha para o tratamento da LV,
em dose acumulada de 21mg/kg. Ressalta-se, ainda, que doses acumuladas
superiores, de 40mg/kg, podem ser necessarias em algumas regides do
mundo, como o leste africano (Aronson et al 2016). Vale ressaltar que, no
Brasil, poucos farmacos estdo disponiveis para o tratamento da doenca,
havendo aumento da resisténcia a esses medicamentos de forma crescente.
Além disso, efeitos adversos pronunciados envolvendo disfunc¢des renal,
pancreatica, hepética e cardiaca estdo descritos com o tratamento (Lindoso &
Lindoso 2009).

A taxa de sucesso do tratamento das infeccdes varia substancialmente
de acordo com a regido avaliada e com a dose empregada. Observa-se uma
eficacia clinica que varia entre 35-95% com o uso do antimonial pentavalente
na dose habitual diaria em um regime de 28 a 30 dias (Van Griensven, J & Diro
2019). A AnfoB desoxicolato no regime de 0,75-1mg/kg/dia por 15-20 doses
mostra uma eficacia clinica superior a 97% nas diversas regifes analisadas
enquanto a AnfoB lipossomal com dosagem total entre 10-30mg/kg revela
eficacia em mais de 95% dos casos na Europa e Asia, enquanto no Brasil e

leste africano é verificada eficacia menor (Van Griensven, J & Diro 2019).

1.4. Imunopatogénese da leishmaniose visceral

A interacao entre o patégeno e o sistema imune do hospedeiro determina a
apresentacao clinica, gravidade e risco de morte, possibilidade de cura clinica
ou ocorréncia de recidiva (Rodrigues da Silva 1957, Rossi et al 2017). Apesar
da desregulacdo imune da resposta especifica associada a infeccdo ser um
mecanismo chave na fisiopatogenia da infeccdo por L. infantum,
conhecimentos mais recentes tém mostrado que a LV ativa se apresenta, de
fato, como um quadro inflamatério exuberante, semelhante ao que € visto na

sepse, dengue grave e malaria grave, por exemplo, com elevado grau de
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ativacdo celular e altos niveis de citocinas (Bozza et al 2008, Andrade et al
2010, Costa et al 2010, Costa et al 2013).

A infeccdo por Leishmania spp. ocorre em células do sistema fagocitico
mononuclear e, com a apresentacdo de seus antigenos por células
apresentadoras, ha ativacdo de células T CD4" e producdo de IL-12. A
producdo desta citocina leva a transcricdo de genes que permitem a
diferenciacéo do perfil de resposta Thl e a montagem de uma ac¢éo especifica
efetiva contra o agente, com funcdo protetora conhecida (Rosas et al 2006,
Phillips et al 2010). Assim, é formado o eixo de resposta via IL-12 e IFN-gama
e sua auséncia pode determinar a geracao de citocinas Th2 (Khadem et al
2014).

Idealmente, esse tipo de resposta levaria ao controle da infeccéo e evitaria
a progressao para a doencga. Entretanto, o que se observa nos pacientes em
fase ativa da LV é uma resposta celular deficiente, caracterizada por uma
imunossupressdo ou mais apropriadamente imunoparalisia. Um exemplo
relevante é a negatividade do Teste de Montenegro, importante avaliador de
hipersensibilidade tardia a antigenos de Leishmania, que se apresenta negativo
nesses pacientes (Goto & Prianti 2009).

Além disso, foi descrita ainda a incapacidade de producédo de IL-2 e IFN-y
por linfocitos T de individuos doentes frente aos estimulos parasitarios.
Considerando que o IFN-y é importante para a atividade leishmanicida de
macréfagos e a IL-2 é fundamental para diversas fun¢bes dos linfécitos, como
proliferacdo e maturagcéo, a auséncia desses dois fatores impede uma resposta
efetiva ao patdgeno (Carvalho et al 1985). Em adicéo, alteracdo na geracao de
novas células com blastogénese linfocitaria reduzida também ja foi descrita na
LV (Carvalho et al 1983).

Um estudo europeu com infec¢des por L. infantum demonstrou, por sua
vez, que a maior parte dos pacientes com LV analisados durante atividade de
doenca ndo demonstravam imunidade mediada por células especifica anti-
Leishmania. Apés o tratamento da doenca, houve um aumento significativo de
IFN-y e proliferacdo de células mononucleares no sangue periférico,

demonstrando um retorno da capacidade desse tipo de resposta nessa forma
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da doenca, mas ndo em outras formas de leishmaniose como a tegumentar,
mucosa e linfadenopatia localizada (Botana et al 2018).

Diante desse panorama, em vigéncia de LV ativa, ha concomitante
anergia da resposta celular efetora e presenca de resposta de perfil Th2,
inclusive com elevacfes séricas de citocinas caracteristicas como 1L-10, IL-4,
IL-5 e IL-13, e também de TNF-a. As citocinas de perfil Th2, como IL-4, IL-5 e
IL-13, possuem propriedade de reduzir o estresse oxidativo nos macroéfagos
infectados, o que reduz a eliminacdo do parasito (Maran et al 2016).
Recentemente, o papel dessas citocinas na progressdo da doenca tem sido
reavaliado e existe o questionamento sobre a sua fungdo. A IL-4, por exemplo,
€ capaz tanto de ativar uma resposta humoral que favorece a doenca como de
promover a secrecdo de IFN-y por células T CD8" em infecgbes por L.
donovani (Dayakar et al 2019).

Um trabalho recente comparando camundongos suscetiveis e resistentes a
infeccdo por L. infantum mostrou que, no modelo resistente, houve aumento de
células T CD4" polifuncionais, enquanto nos animais suscetiveis houve
aumento de linfocitos T CD4" produtores de IL-10, os linfocitos T reguladores
(Treg) (Pérez-Cabezas et al 2019). A IL-10 tem carater regulador, com
atividade imunossupressora e antiinflamatoria, durante a fase ativa da infeccao,
perpetuando a doenca ao desativar células efetoras importantes como os
macrofagos (Schaut et al 2016). A presenca de IL-10 em diversos tecidos de
pacientes infectados ja foi associada a maior gravidade da doenca (Nylen et al
2007). E provavel, portanto, que a presenca desta citocina impeca o organismo
de gerar uma resposta ideal contra o parasito, sendo uma peca fundamental na
suscetibilidade ao microorganismo e desencadeamento da infeccdo (dos
Santos et al 2016). Inclusive, um estudo brasileiro avaliou vinte pacientes com
LV ativa e a partir de acompanhamento prospectivo dos mesmos, observou
qgue os individuos doentes apresentavam queda dos niveis de IL-10 apo6s o
tratamento efetivo da doenca e controle do parasito (Caldas et al 2005),
corroborando essas informacdes.

Os linfécitos T CD4" com perfil Th17 também estdo envolvidos na LV e
desempenham papéis diferentes na imunopatogenia da doenca (Jaweda et al

2019). Ocorre a geracdo de diversas citocinas durante o processo infeccioso,
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dentre elas a IL-23, fundamental no processo de diferenciacéo do tipo Thl7 a
partir de células T CD4"naive. Ja foi demonstrado que em camundongos com
deficiéncia do receptor de IL-17 do tipo A ha maior suscetibilidade ao
L. infantum. (Nascimento et al 2015). Na LV, portanto, os linfocitos Th17 tém
funcdo protetora e alguns trabalhos mostram que isso ocorre a partir da
secrecdo de citocinas inflamatérias como IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, TNF, IL-
6, IL-26 (Harrington et al 2005) e recrutamento de neutrofilos para o local
(Goncalves-de-Albuquergue et al 2017). A balanca entre a geracdo de células
Th1l7 e Treg ocorre de acordo com a presenca de certas citocinas e vai variar
entre funcdo protetora preponderante e suscetibilidade a infecgdo. Em
concordancia com tais achados, é provavel que os determinantes de
resisténcia e suscetibilidade a infeccdo e a doenca em humanos também sejam
fortemente influenciados pelo tipo de resposta celular predominante em cada
individuo (Jaweda et al 2019).

A IL-6 € a principal citocina associada a doenca letal, mas IFN-y, TNF,
IL1-B, IL-8 e IL-27 também estdo envolvidos na geracdo de um quadro de
maior gravidade (Costa et al 2013, dos Santos et al 2016). Em um paciente
com LV ativa, é possivel, portanto, observar tanto citocinas ativadoras de
macréfagos e atuantes no controle da infeccdo, quanto citocinas com
propriedades inibitorias e capazes de perpetuar o processo de dano tissular.

Em um estudo com hamsters infectados por L. donovani, observou-se
que os linfocitos TCD4" esplénicos desses animais expressavam RNAmM de
citocinas e quimiocinas tanto do tipo Thl quanto Th2, além da expressao em
grande quantidade de receptores e ligantes inibitérios de forma concomitante
(Medina-Colorado et al 2017). Em concordancia com o0s modelos
experimentais, foi demonstrado que em seres humanos com LV ativa também
h& producéo elevada de citocinas Th2, como IL-10, IL-4 e TNF e também de IL-
6, IL-8, IL-12 e IFN-y (Peruhype-Magalhées et al 2006, Costa et al 2012). Esse
fenbmeno de produgdo exagerada configura um processo conhecido como
tempestade de citocinas e faz parte do intenso processo inflamatério descrito
na LV (Costa et al 2010).

De forma bastante interessante, estudo brasileiro identificou, a partir da

comparacdo entre pacientes com infeccdo ativa de LV e individuos com
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infeccdo assintomatica, que esses Ultimos apresentavam maior concentracao
de IL-2 (Costa et al 2012). Tal informacdo é compativel com o fato desta
citocina ser importante para a resposta de linfocitos T e, consequentemente,
para o controle da infec¢ao (Carvalho et al 1985).

Em relacdo aos linfécitos T CD8", ndo esta claro se a citotoxicidade
mediada por essa célula apresenta valor protetor no contexto da LV ativa.
Existem estudos mostrando que a ativacdo de macrofagos infectados a partir
dessas células via IFN-y leva ao controle do crescimento parasitario (Tsagozsis
et al 2003, Polley et al 2006 e Tsagozis et al 2005). Estudos utilizando infeccao
por L. donovani mostraram ainda que a liberacdo de IFN-y, perforina e
granzimas por esses linfécitos podem prevenir o estabelecimento do parasito e
da infeccdo (Majumder et al 2012). Todavia, um estudo brasileiro utilizando
células humanas T CD8" naive de individuos saudaveis evidenciou que apés
contato inicial com L. infantum, os linfocitos T CD8" promoveram aumento de
IFN-y e IL-10 em conjunto a expressao elevada de CTLA-4 — molécula
sabidamente de carater inibitorio. Esses fatos podem justificar a resposta
celular efetiva deficiente e eliminacdo do parasito prejudicada, observada em
muitos pacientes (Viana et al 2019).

Na LV ativa ha hipergamaglobulinemia ndo especifica, decorrente de
ativacdo policlonal de células B, com presenca inclusive de autoanticorpos.
Uma pequena quantidade de anticorpos especificos €é produzida,
principalmente no inicio do quadro, todavia, o papel dos mesmos na LV ativa é
controverso. Alguns trabalhos mostram, por exemplo, que a fagocitose de
amastigotas opsonizadas por IgG pelos macrofagos leva a secrecédo de IL-10 e
inibe a producédo de IL-12 (Miles et al 2005, Thomas et al 2008 e Buxbaum et al
2008). Outro exemplo é o fato de imunocomplexos possivelmente estarem
envolvidos na complexa patogénese da glomerulonefrite na LV, associada
também a migracéo de células T CD4" e outros mecanismos (Costa et al 2003;
Costa et al 2010b). Por outro lado, ha relato na literatura de papel protetor das
imunoglobulinas em tecidos, como figado (Smelt et al 2000), assim como é
descrita a formacdo de anticorpos contra fatores de viruléncia de Leishmania,

reduzindo os danos causados pelo agente infeccioso (Shreffler et al 1993).
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Em estudo com primatas ndo humanos, foi visto que o aumento de
imunoglobulinas ocorre na fase inicial da infeccdo, o que persiste na fase
cronica, correlacionando-se positivamente com a gravidade da doenca. Nesse
mesmo estudo, foi verificada uma expanséo de células B de memoria CD27" e
elevacdo dos niveis de imunoglobulinas anti-Leishmania. Essas tém seus
niveis reduzidos ao longo da evolugédo clinica da infeccdo concomitantemente
com a diminuicdo dos linfécitos T CD4" foliculares do baco. A incapacidade em
manter esse ultimo tipo celular e seu estimulo para producédo de anticorpos
pode ser uma das justitificativas para a falha em sustentar uma resposta
humoral adequada a infeccéo durante a LV (Rodrigues et al 2014, Rodrigues et
al 2016) .

Outro fator que pode contribuir para o status ativado e inflamatoério da LV
ativa inclui a possibilidade de alteracdo da permeabilidade da parede intestinal
decorrente da capacidade de o parasita infectar células do trato gastrointestinal
(Rodrigues da Silva 1957, Luz et al 2010). Isso permitiria a translocacao
bacteriana, incluindo as bactérias Gram negativas, que sdo ricas em
lipopolissacarideo (LPS), um potente ativador do sistema imunoldgico,
conforme descrito na infecgao pelo HIV (Brenchley et al. 2006). Assim, Nn0sSso
grupo ja verificou que pacientes com LV ativa apresentam niveis elevados de
LPS no plasma, e correlacdo negativa destes com as contagens absolutas de
linfocitos T CD4" e CD8". Ao mesmo tempo, tal produto também se
correlacionou positivamente com a ativagcdo de células T, e com citocinas
proinflamatérias como IL-6, IL-8 e MIF (Santos-Oliveira et al 2011).

Posteriormente, foi sugerido que a presenca de niveis elevados de CD14
soltvel (sCD14) presentes na LV ativa pode ser outro mecanismo pelo qual
citocinas inflamatérias (IL-6, IL-27 e IL-10) podem ser geradas e liberadas. Esta
glicoproteina esta presente na membrana de mondcitos e macrofagos e
funciona como co-receptor associado ao TRL4 nos linfécitos, facilitando o
reconhecimento de LPS e possivelmente poderia ser ativada pela Leishmania
spp., funcionando como perpetuador da infeccéo (dos Santos et al 2016).

Diante disso, € fundamental atentar para outros fatores adjuvantes na

geracado de inflamacé&o durante a infec¢ao pela LV e o quanto eles podem estar
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envolvidos na evolucao clinica dos pacientes, contribuindo para os diferentes
desfechos clinicos observados nos mesmos.

Com a progressao da infeccdo para a fase cronica e a manutencgéo de
um estado continuamente ativado do sistema, ocorre comprometimento
importante da funcéo de células T. Esse fendbmeno é conhecido como exaustao
ou senescéncia (Wherry 2011). Inicialmente, ocorre redugéo da citotoxicidade e
da producédo de IL-2 e, portanto, da capacidade linfoproliferativa da célula. De
forma progressiva, ha perda da capacidade de degranulacdo e reducdo da
producdo de TNF e IFN-y (Wherry et al 2011, Schietinger et al 2014 e Joshi et
al 2009). O processo também é caracterizado pela expressdo sustentada de
receptores conhecidamente inibitérios dos linfécitos T efetores, como PD-1,
CTLA-4 e LAG-3. Foi identificado primeiramente em infeccfes virais crénicas,
notadamente na infeccdo pelo HIV, porém, em infeccGes por protozoarios o
mesmo mecanismo pode ser percebido (Jin et al 2010, Gigley et al 2012 e
Wherry et al 2015). Apesar de melhor descrito para células T CD8", um
processo semelhante de envelhecimento, perda de funcdo e morte também
ocorre com células T CD4", tendo sido observado durante a LV, levando ao
prejuizo na resposta ao patdégeno (Esch et al 2013). Dessa forma, o estado de
ativagdo imune persistente na LV levando a senescéncia de células T parece
estar envolvido na progressdo para casos mais graves da doenga ou mesmo
nas recidivas (Gautam et al 2014, Maran et al 2016). Recentemente, Silva-
Freitas e colaboradores (2016) mostraram uma correlacdo positiva entre o
namero de recidivas e o grau de ativacdo celular em pacientes coinfectados
LV/HIV. Os autores sugeriram que possivelmente as recidivas da doenca estao
associadas a uma ativacao celular que, apesar de cada vez mais intensa, seja
persistentemente ineficiente em manter o paciente em remissao clinica.

Por fim, é importante destacar que a intensa ativacdo do sistema imune
observada na LV que contribui para o grau de senescéncia das células também
pode contribuir para uma diminuigéo das contagens de células T CD4" totais na
periferia. 1sso indica que investigar se essa populacdo de linfocitos T esta
sendo renovada pelos orgéos linfoides primarios de forma diferenciada pelos

pacientes com LV com diferentes desfechos clinicos é crucial para o
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entendimento da evolugao clinica da doenca, em termos de manutencao de
remisséo clinica ou recidivas da LV.

Ha, na literatura, véarias tentativas de identificacdo de marcadores
imunologicos prognosticos na LV, e algumas moléculas ja foram apontadas
como possiveis solucdes para essa questdo: a leptina (Fievez et al 2019); a
molécula de CD14 soluvel (sCD14) (Santos-Oliveira et al 2011, dos Santos et
al 2016); citocinas como IL-6, IL-8, TNF, IL-1pB (Costa et al 2013) e subclasses
de imunoglobulinas especificas anti-Leishmania (Ansari et al 2008, Fievez et al
2019). A avaliacdo das diferencas entre os niveis de imunoglobulinas,
principalmente a IgG e suas subclasses, durante a infecgdo, assim como no
pés-tratamento imediato e tardiamente, é fundamental para o conhecimento
sobre a resposta humoral a LV e parecem promissores marcadores de
recidivas (Bhattacharyya et al 2014).

Ha, na fase inicial da doenca ativa, producéo de IgM especifica, seguida
de 1gG, que se mantém positiva mesmo apos o término da infeccdo e cura
clinica. No que se refere as subclasses de IgG, sabe-se que a IgG1l e IgG3 séo
produzidas diante de antigenos proteicos enquanto 1gG2 e IgG4 séo formados
em resposta a antigenos de origem polissacaridica (Schroeder et al 2010). Na
LV ativa, h& producédo principalmente de IgG1l e também de IgG3, sendo os
niveis de IgG2 e IgG4 baixos (Caldas et al 2005).

De forma interessante, apesar dos niveis de IgG total anti-Leishmania se
manterem elevadas por longos periodos, algumas de suas subclasses se
comportam de maneira diferente. Em uma populacdo da india, foi visto que
durante a infeccdo ativa ha aumento de IgGl e que seis meses ap0s 0O
tratamento, em pacientes considerados curados, os niveis desse anticorpo
ficaram abaixo do valor de corte para soropositividade pelo método ELISA. No
mesmo estudo, a IgG3 se comportou de maneira semelhante apesar de na
fase da doenca ativa ndo ter se mantido consistentemente elevada
(Bhattacharyya et al 2014). Em um trabalho de nosso grupo, pacientes
brasileiros apresentaram tanto IgG1 quanto IgG3 elevadas na fase ativa da LV,
com reducéo significativa apés o tratamento. A IgG3 apresentou reducédo mais
importante apés um més de tratamento, alcangando valores semelhantes aos

de individuos saudaveis (Fievez et al 2019). Além disso, tem sido demonstrado
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gue a maioria dos pacientes que apresentava recidiva clinica tinha titulos de
IgG1 detectaveis, o que nado foi observado nos pacientes considerados curados
e, por esse motivo, testes rapidos para andlise de IgG1 vém sendo estudados
para permitir diagnostico precoce de recidivas em paises como a india
(Bhattacharyya et al 2014, Marlais et al 2018).

Neste cenario, as subclasses de IgG vém sendo consideradas
importantes biomarcadores para 0 acompanhamento de cura clinica ou
recidivas nos pacientes com LV. Tal fato ja foi descrito inclusive em pacientes
diagnosticados com LV que sao coinfectados por HIV, nos quais os niveis de
IgG3 reduzem ao longo do seguimento em pacientes que mantém remissao

clinica, sem recidivas (Bhattacharyya et al 2004 e Silva-Freitas et al 2016).

1.6. Recidivas na leishmaniose visceral

As recidivas séo definidas pelo ressurgimento de sinais e sintomas apos
o tratamento adequado. Na LV, a cura é definida pelo desaparecimento de
febre, citopenia e esplenomegalia, apés seis meses de seguimento. Um
episodio de recidiva deve ser suspeitado em caso de ressurgimento de febre,
piora de citopenia ou aumento da esplenomegalia em relacdo ao alcancado ao
fim do tratamento medicamentoso (Cota et al 2017).

E notavel que pacientes coinfectados com HIV apresentam maior
namero de recidivas (Siméo et al 2020), com descri¢cdes de diversos fatores de
maior risco para o surgimento de novos episodios da doenca nesse grupo. Em
uma coorte etiope, foi visto que em dois anos de acompanhamento 35% dos
pacientes recidivaram a LV. Neste estudo, o uso da terapia antirretroviral foi um
fator associado a um menor risco, enquanto altos niveis de parasito circulante
foram descritos como de risco mais elevado para episddios de recidiva
(Abongomera et al 2017). Ja foi verificado também que em pacientes
coinfectados, a contagem de células T CD4" era significativamente menor nos
pacientes recidivantes em comparacdo aos nao recidivantes ap6s um ano de
seguimento, sugerindo um papel central da resposta celular na prevencao de
recidivas (Silva-Freitas et al 2016, Cota et al 2017).
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Na india, alguns dados clinicos como sexo masculino, extremos de
idade e pouca diminuicdo da esplenomegalia foram considerados fatores de
risco para recidivas em pacientes imunocompetentes (Burza et al 2014). Uma
revisdo sistematica com meta-analise etiope avaliou o desfecho ap6s o
tratamento da LV entre 2001 e 2017 e mostrou que apdés o término de
tratamento o0 sucesso terapéutico era de aproximadamente 83%. Entretanto,
apos seis meses, houve reducdo para cerca de 72% de sucesso, sugerindo
que esses pacientes devem ser acompanhados por alguns meses para
avaliacdo de recidivas, mesmo depois de considerados clinicamente curados
(Gebreyohannes et al 2018). Uma coorte espanhola mostrou taxa de recidiva
de 12% e o fendmeno foi associado de forma significativa a auséncia de
profilaxia adequada em pacientes coinfectados com HIV e a doses inferiores a
21mg/kg de AnfoB lipossomal dentre os pacientes sem HIV (Horrillo et al 2019).
Em Babar, Sud&o, o seguimento de pacientes durante uma epidemia mostrou
recidiva em 5,7% dos pacientes. Os casos de recidivas se concentravam em
trés familias e as recidivas ndo pareciam se relacionar com infec¢do por outras
cepas de Leishmania, assim como ndo estavam relacionadas a coinfec¢éo
LV/HIV. Nao foram identificadas diferencas no perfil de resisténcia do parasito
desses pacientes em relacdo aos demais, que ndo apresentaram recidiva. Um
estudo genético dessas familias permitiu a identificacdo de duas mutacdes —
uma em heterozigose e outra em homozigose — no gene da monooxigenase
alquilglicerol como provavel causa das recidivas. Um estudo brasileiro
desenvolvido em S&o Luis no Maranhdo mostrou 2,3% de recidivas em
criancas diagnosticadas com LV entre 2006 e 2011. Todas as criancas que
recidivaram foram tratadas com antimoniato de meglumina, sendo que a maior
parte tinha idade entre 3 a 6 anos e 50% era do sexo masculino (Caldas et al
2013). A partir de dados secundérios do SINAN, uma analise dos casos de LV
no Brasil entre 2001 e 2010 mostrou que as recidivas ocorriam em 3,1% dos
pacientes nao coinfectados por HIV (Gomes 2012).

A despeito desse percentual significativo de recidivas de LV identificado
em pacientes nao coinfectados por HIV no Brasil e no mundo, em protocolos

clinicos oficiais brasileiros ndo ha informacao de como reconhecer os pacientes
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mais sujeitos a recidivas, assim como o manejo terapéutico dos mesmos néo é
bem definido (Prestes-Carneiro et al 2019).

Ademais, ha estudos visando a identificacdo de marcadores de recidivas
da LV em pacientes coinfectados pelo HIV-1, grupo sabidamente mais
suscetivel a recrudescéncia da doenca (Silva-Freitas et al 2016). Existem,
ainda, diversos estudos associando possiveis marcadores clinicos,
laboratoriais e imunoldgicos na LV voltados sobretudo para predi¢cdo de casos
de gravidade e risco de morte (Werneck et al 2003, Caldas et al 2013, Costa et
al 2012, 2016, dos Santos et al 2106, Fievez et al 2019), enquanto que em
relagdo as recidivas, poucos estudos relacionam esses desfechos com
marcadores, clinicos ou laboratoriais, nos pacientes ndo coinfectados por HIV.
Resultados encontrados no Sud&o durante os anos de 1999 e 2007
observaram aumento das recidivas no periodo (Gorski et al 2010). Na Georgia,
em coorte de LV na faixa etaria pediatrica, foi verificada a associacdo de
recidivas com idades inferiores a um ano e diagnostico tardio (Kajaia et al
2011). Estudo brasileiro mostrou que além da infeccéo por HIV, plaquetopenia,
edema de membros inferiores e pneumonia secundaria foram associados de
forma independente com recidiva (Siméao et al 2020).

Diante de dados iniciais e pouco concordantes, mais estudos com foco
em recidiva sdo necessarios para determinar possiveis fatores associados que
permitam identificacdo precoce desses pacientes. Nessa perspectiva, 0
presente trabalho pretende avaliar pacientes recidivantes e nao recividantes
quanto a caracteristicas clinico-laboratoriais e imunolégicas com o intuito de

observar e descrever as possiveis diferencas entre esses dois grupos.
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2. JUSTIFICATIVA

A LV é endémica no Brasil, com cerca de 4.000 novos casos notificados
no ano de 2017 (Ministério da Saude 2018). A doenca vem apresentando uma
mudanca no seu perfil epidemiolégico e passou a ocorrer também em areas
urbanas, mantendo morbimortalidade significativa. Além disso, ocorre
associacdo com a infeccdo por HIV, o que também justifica grande
preocupacao em relacdo a essa doenga.

Em relacdo aos mecanismos imunopatogénicos, sabe-se que a LV é
causa de prejuizo a 6rgdos essenciais do sistema imune e proporciona elevado
grau de imunossupressao especifica aos antigenos parasitarios ao lado de um
intenso grau de inflamacado. O curso clinico pode ser insidioso, todavia, € grave
e pode levar o paciente a Obito caso o tratamento adequado ndo seja
implementado de forma precoce. Ainda quando o tratamento é eficiente, uma
parcela dos pacientes evolui com gravidade clinica extrema e outra apresenta
recidiva(s) da doenca.

A LV cursa com diversas alteragcdes no sistema imunolégico, como a
reducdo de linfocitos T CD4", ativagdo policlonal de linfocitos B, aumento de
LPS plasmatico, com provavel origem do limen intestinal e elevados niveis de
citocinas inflamatérias (tempestade de citocinas). Contudo, o papel dessas
modificacdes nas diferentes evolucdes clinicas em termos de recidivas da
doenca ainda ndo foi definido, principalmente em individuos
imunocompetentes. Apesar de haver estudos relacionando dados clinicos,
laboratoriais e imunoldgicos ao risco de morte e gravidade da doenca, pouco
estad sistematizado na literatura com relacdo a fatores de risco associados a
recidivas.

Nesse sentido, com a importancia que as recidivas assumem no manejo
da LV, é importante identificar se ha diferencas nos parametros clinicos e
imunoldgicos, que possam estar associadas aos diferentes desfechos clinicos
nos pacientes com LV, procurando observar padrbes de resposta ao patégeno
e mecanismos que possam ser relacionados a cura definitiva e a recidivas

clinicas da doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar parametros clinico-laboratoriais e imunolégicos associados aos
diferentes desfechos clinicos de pacientes com leishmaniose visceral no intuito

de observar fatores de risco relacionados a chance de recidiva.

3.2. Objetivos Especificos

e Verificar se ha diferengcas no perfil clinico, hematologico e bioquimico
observados antes e ap0s o tratamento leishmanicida que tenham
potencial de discriminar pacientes que evoluiram com recidiva ou cura
clinica da LV;

e Investigar o grau de comprometimento e de recuperacdo imune dos
pacientes com LV através das contagens absolutas de linfécitos T CD4"
e T CD8", no sentido de verificar se existe prejuizo na resposta imune
efetora e se esta pode estar associada a reativacdo ou ao controle da
leishmaniose visceral;

e Avaliar os niveis de imunoglobulinas anti-Leishmania da classe IgG e
suas subclasses ao longo do acompanhamento clinico dos pacientes
com LV, no intuito de verificar se podem ser considerados parametros
preditores de cura ou recidiva apés tratamento da LV,

e Avaliar os niveis de IL-6, citocina envolvida no processo inflamatério na
LV, para entender se o aumento da inducdo desta citocina se

correlaciona as recidivas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Casuistica

O estudo é uma série de casos, em que foram acompanhados quinze
pacientes com LV ativa diagnosticados no Hospital Eduardo de Menezes, Belo
Horizonte, Minas Gerais. O recrutamento dos pacientes para esse estudo
comecou em maio de 2018 e foi finalizado em setembro de 2019, contudo, 0
recrutamento de pacientes com LV para outros estudos de nosso grupo segue
em andamento. O diagnéstico de LV foi confirmado pela pesquisa direta de
amastigotas em aspirado de medula 0ssea associada a clinica com sinais e
sintomas sugestivos de LV, como febre, perda ponderal e esplenomegalia. Os
pacientes incluidos nesse estudo obedecem aos seguintes critérios: séo
individuos maiores de 18 anos de ambos os sexos, ndo gestantes e sao
pacientes com diagnostico de leishmaniose visceral, sem HIV-1,
acompanhados no mesmo hospital.

Os pacientes foram separados em dois grupos distintos, conforme a
evolucdo clinica da LV. Os pacientes NR, néo-recidivantes (n=10) foram
aqueles que apresentaram um Unico episédio ativo de LV ao longo do
acompanhamento clinico. Ja os pacientes R, recidivantes (n=5) foram aqueles
gue apresentaram mais de um episédio ativo de LV, seja historia prévia de
recidiva a admissao no estudo ou mesmo durante o seguimento.

A cura clinica foi definida pelo desaparecimento de febre, citopenia e
esplenomegalia e recidiva foi confirmada por isolamento do parasito em medula
Ossea (exame direto ou cultura em meio NNN) ou diagnosticada por critérios
clinicos, definidos por Cota et al em 2017: ressurgimento de febre, piora de
citopenia ou aumento da esplenomegalia em relagdo ao alcancado ao fim do
tratamento medicamentoso.

Os pacientes e os voluntarios sadios que aceitaram participar deste
estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A),
regido de acordo com as normas da Resolucdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude, MS. Este projeto esta vinculado ao protocolo “Avaliagao

prospectiva de parametros imunolégicos aplicaveis ao monitoramento do curso
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clinico de pacientes coinfectados com leishmaniose visceral e HIV-1" que ja foi
aprovado pelo CEP/IOC-Fiocruz (CAAE: 68118117.3.1001.5248). Além disso,
também foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto René Rachou- Fiocruz,
Minas Gerais (CAAE: 68118117.3.3001.5091), pelo Hospital Eduardo de
Menezes (FHEMIG) (CAAE: 68118117.3.3002.5124) e pelo Hospital Sdo José
de Doencas Infecciosas, Fortaleza, Ceard (Anexo B).

Os individuos foram acompanhados de modo prospectivo em um total de
pelo menos seis meses de seguimento, desde a fase ativa da doenca,
totalizando trés visitas principais: fase ativa (até 48h do inicio do tratamento
leishmanicida), logo apds o tratamento anti-Leishmania, e seis meses pos-
tratamento. Alguns participantes foram seguidos até doze meses pos-
tratamento.

A coleta de dados clinicos e laboratoriais foi realizada a partir da revisédo
dos prontuérios, analisando evolu¢cdes médicas e exames complementares.

Como grupo controle, foram incluidos dez individuos sadios, dentre eles
seis de area endémica (provenientes de Belo Horizonte — MG) e quatro de area
nao endémica (provenientes dos bairros Tijuca, Vila Isabel e Maracand no Rio
de Janeiro — RJ).

Na fase ativa da doenca, foram coletadas informacdes referentes a sinais
e sintomas relacionados a LV, como febre, astenia, hiporexia, emagrecimento,
vomito, diarreia, sangramento, palidez, edema, esplenomegalia,
hepatomegalia, ictericia e infeccdo bacteriana subjacente. Além disso, dados
laboratoriais, como hemograma, funcao hepatica e funcao renal também foram
coletados em dois momentos: fase ativa e imediatamente apés o tratamento.

N&o houve participacdo por parte da equipe de pesquisa na decisdo sobre
a terapia empregada no tratamento da LV. Dessa forma, as decisOes

terapéuticas foram guiadas pela equipe assistencial do HEM.

4.2. Obtencao de material biolégico para ensaios laboratoriais

Os participantes foram convidados a participar do estudo na fase ativa da

LV. Nesse momento foram coletados 40mL de sangue periférico de cada
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individuo divididos em 3 tubos com heparina (10 mL cada) e 2 tubos com EDTA
(5 mL cada). O procedimento foi repetido nos seguintes momentos posteriores:
logo apoés o final do tratamento, seis meses e doze meses apos o término do
tratamento ou a qualquer momento em que houvesse mudanga no curso clinico
da infecc¢éo, isto €, quando ocorressem reativacfes da doenca.

O plasma com heparina foi aliquotado e estocado a -70°C para ser
utilizado em ensaios laboratoriais posteriores. O sangue conservado em EDTA
foi utilizado para a contagem absoluta dos linfécitos TCD4*/TCD8" e uma
aliquota foi estocada para posterior quantificacdo da parasitemia. A
quantificacdo das contagens de linfécitos T CD4" foi realizada no servigo de
referéncia do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fiocruz.

No plasma com heparina foram avaliados os perfis de citocinas e os

niveis de imunoglobulinas IgG anti-Leishmania e suas subclasses IgG1 e IgG3.

4.3. Quantificacdo das contagens absolutas de linfocitos TCD4" e T
CD8"

As contagens absolutas de linfécitos T CD4" e T CD8" foram realizadas a
partir de 50 pL de sangue total, utilizando-se o sistema de tubos com beads ou
bilhas de referéncia BD TruCount® (Becton-Dickinson — BD Franklin Lakes, NJ,
EUA), e um painel de anticorpos monoclonais especificos para as moléculas de
CD45", CD3", CD4" e CDS8", marcados com peridina-clorofila (PercP),
fluoresceina (FITC), aloficocianina (APC) e ficoeritrina (PE), respectivamente
(BD Multitest®, BD Biosciences). As amostras foram avaliadas por citometria
de fluxo, utilizando-se o equipamento FACSCalibur® (BD Biosciences) e um
software apropriado para esta andlise (Multiset® BD Biosciences). Os

resultados foram expressos em numero de células por milimetro cubico

4 3 e L . :
(células/mm®). A quantificaciio das contagens de linfocitos T CD4" foi realizada
no servico de referéncia do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas,

Fiocruz.
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4.4. Dosagem sérica de Imunoglobulinas G (IgG) e subclasses IgG1 e

IgG3 anti-Leishmania

Os niveis de IgG anti-Leishmania e suas subclasses foram dosados a
partir de ensaio imunoenzimatico (ELISA) conforme previamente descrito por
Fagundes-Silva e colaboradores (2012). Em suma, antigenos sollveis de
promastigotas de L.(L.)) infantum (MHOMBRA974PP75), em uma
concentracdo de 40 pg/mL, foram utilizados para realizacdo do coating ou
cobertura da microplaca de poliestireno de fundo plano (Nunc Immuno Plate,
Roskilde, Denmark), e incubados a 4°C em camara umida de modo overnight
pelo periodo de 20 horas. Apés lavagens seguidas pelo bloqueio da placa com
o tampé&o contendo PBS + 0,05% de Tween 20 e 10% de soro fetal bovino
(SFB), o plasma diluido (1:10.000 para IgG, 1:2.000 para IgG1 e 1:200 para
IgG3) dos pacientes LV foi adicionado a placa e estas foram submetidas a
incubacdo em temperatura ambiente. Apds seis lavagens, anticorpos
monoclonais anti-lgG (Invitrogen, San Francisco, CA, EUA), anti-lgG1 e anti-
IgG3 humanas (ZymedLaboratories Inc., San Francisco, CA, EUA), conjugados
a peroxidase, foram adicionados nas diluicbes de 1:1.000, 1:500 e 1:400,
respectivamente, e a placa contendo o complexo antigeno — amostra —
anticorpo foi novamente incubada a temperatura ambiente. Depois de novas
lavagens, a reacdo enzimatica foi revelada com OPD (ortofenilenodiamino) e
agua oxigenada a 30% e uma solucédo de acido cloridrico 2N foi utilizada para
interromper a reacdo. A absorbancia foi detectada através do equipamento
Microplatereader Benchmark (Bio-RadLaboratories, Hercules, CA, EUA) a 492
nm e os resultados foram expressos como indice de ELISA (IE), o qual se
baseia na divisdo da média da densidade 6ética (DO) das duplicatas das

amostras dos pacientes, pela média da DO obtida dos controles negativos.

4.5. Dosagem de citocinas

Os niveis de IL-6 foram quantificados nas amostras de plasma

estocados a -70°C através de um kit comercial (IL-6 Quantikine ELISA, R&D
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Systems, Minneapolis, Maryland, EUA), de acordo com as recomendacfes do
fabricante. Uma curva padrdo de sete pontos diluidas em reagente de
calibragdo, assim como as amostras foram quantificadas em duplicata. A cor
desenvolvida em cada poco foi proporcional a quantidade de IL-6 presente em
cada amostra. A densidade Optica foi determinada pelo equipamento Microplate
reader Benchmark (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) a 450nm. Os
resultados foram expressos em picogramas por mililitro (pg/mL), e o limite

minimo de deteccdo foi 3,13 pg/mL.

4.6. Analise estatistica

Os resultados dos parametros laboratoriais analisados foram expressos
em medianas e com seus intervalos interquartis, demonstrados entre colchetes.

O célculo do ganho de linfécitos T CD4" e CD8" foi realizado a partir da
proporcdo entre o numero de células presentes no momento analisado e o
namero de células presentes na fase ativa da doenca.

As andlises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism
(version 6.0, San Diego, CA, USA). As comparacdes entre os dois grupos de
pacientes LV recidivantes e ndo-recidivantes ou mesmo de cada um desses
grupos com os individuos sadios foram realizadas pelo teste ndo-pareado e
nao-paramétrico, MannWhitney t-test. Quando os mesmos individuos foram
comparados nas diferentes fases do acompanhamento utilizou-se o teste
pareado e ndo-paramétrico Wilcoxon t-test. Quando trés ou mais grupos foram
comparados simultaneamente, foi utilizado o teste ANOVA (Kruskal-Wallis test)
e 0 poOs-teste de Dunns. Foram consideradas diferencgas significativas aquelas

com valores de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com

leishmaniose visceral

O estudo contempla 15 pacientes que foram divididos em dois grupos:
nao recidivantes (NR, n=10) e recidivantes (R, n=5). No grupo R foram
incluidos os pacientes com historia pregressa de recidiva, sendo que um deles
iniciou o estudo em sua primoinfeccdo e apresentou recidiva ao longo do
acompanhamento. Em relagdo ao numero de recidivas, um paciente tem
histéria de cinco episodios de LV, dois pacientes tém passado de trés episddios
e 0s demais apresentaram um episodio de recidiva. Por outro lado, os
pacientes NR, por definicdo, apresentaram apenas um episddio da doenca
(Tabela 1).

Trés pacientes sdo do sexo feminino, dois do grupo NR e um do grupo
R, sendo os demais do sexo masculino (oito do grupo NR e quatro do grupo R).
A mediana de idade foi de 38 anos [30,8-46,5] anos e 44 anos [20-61] anos em
NR e R, respectivamente. Em relacdo aos sinais e sintomas da doenca, cerca
de 90% dos pacientes relataram febre (n=14). Esse dado foi ausente apenas
em um paciente do grupo R, cuja Unica queixa foi perda ponderal. Em
anamnese inicial, 11 pacientes referiram astenia e 13 relatavam
emagrecimento associado ao quadro. A esplenomegalia foi verificada em todos
0s pacientes a partir de exame fisico e/ou de exames de imagem, e 12
pacientes apresentaram aumento concomitante do tamanho do figado. Apenas
trés pacientes se gqueixaram de dor abdominal e nenhum deles tinha ictericia
ou relato de diarréia a admissdo hospitalar. Dois pacientes relataram
sangramentos prévios a internacdo e um apresentou hematémese durante a
evolucao clinica.

As comorbidades descritas pelos pacientes foram: obesidade, diabetes,
hipertensdo arterial, dislipidemia, insuficiéncia cardiaca chagasica, epilepsia,
hanseniase  virchowiana, doenca psiquiatrica sem  especificacao,
hipotireoidismo, subclinico, colelitiase, passado de esquistossomose,
tabagismo e ex-tabagismo, etilismo e ex-etilismo, além de uso regular atual ou
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passado de drogas ilicitas. Um paciente ndo possuia relato sobre
comorbidades, dois relatavam apenas etilismo social.

Em relacdo ao tratamento da LV, apenas um paciente completou o
tratamento em uso de desoxicolato de AnfoB. Quatro pacientes iniciaram o
tratamento com esse farmaco, porém, foi necessario substitui-lo pela
apresentacao lipossomal devido a efeitos colaterais, principalmente de origem
renal. Todos esses pacientes eram do grupo NR. Trés pacientes fizeram uso
apenas de AnfoB lipossomal (dois do grupo NR) e seis de AnfoB complexo
lipidico, sendo quatro do grupo R. Um paciente NR iniciou o tratamento com
Glucantime®, sendo o mesmo suspenso por efeito adverso hepatico e
substituido por AnfoB lipossomal. As dosagens inicialmente prescritas
respeitavam as orientacbes do Ministério da Saude; entretanto, devido a
diversas particularidades clinicas como recidivas, presenca de comorbidades e
efeitos colaterais houve variagbes do uso dos medicamentos.

Durante a evolucdo clinica, oito pacientes receberam antibioticoterapia
por apresentarem febre associada a neutropenia, sem foco definido. Ademais,
dois pacientes foram admitidos no hospital apds tratamento de infeccdo
bacteriana, um deles com relato de infeccdo do trato urinario e outro de
sinusite. Trés pacientes apresentaram suspeita de infeccdo bacteriana e
também foram tratados com antibidtico, sendo um abscesso dentario e o0s
outros dois, por foco urinario.

Conforme apresentado na tabela 1, os parametros laboratoriais
referentes a funcéo renal, como a dosagem sérica de ureia e creatinina, se
encontravam normais na maioria dos pacientes antes do uso de AnfoB e néo
revelaram diferencas entre pacientes NR e R. Ja em relacdo ao
comprometimento hepatico, por sua vez, a dosagem de AST se comportou de
forma diferente entre os grupos, sendo significativamente mais elevada em
pacientes do grupo NR (69,5 U/L, [56,8-195,8 U/L]) do que no R (38 U/L [24-79
U/L]) (p<0,05). Embora a bilirrubina total estivesse nos niveis de normalidade
em ambos 0s grupos, 0s niveis da bilirrubina direta estavam mais
tendencialmente mais elevados nos NR (0,65 mg/dL [0,4-0,8 mg/dL]) em
relacdo aos R (0,3 mg/dL [0,3-0,5 mg/dL) (p=0,06).
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Os niveis de proteinas totais se mantiveram dentro dos limites de
normalidade no grupo NR (7,2 g/dL [6,7-8,3 g/dL]), mas estavam acima do
limite méximo nos R (8,9 g/dL [7,2-9,2 g/dL]). Ao analisarmos as fracoes,
verificou-se uma elevacéao de globulina (NR=5,5 g/dL [4,3-6,4 g/dL]; R=5,8 g/dL
[4,2-6,0 g/dL]) em detrimento da albumina. Esta ultima, por sua vez, estava
bastante reduzida em ambos os grupos (NR=2,5 g/dL [2,2-2,7 g/dL] e R=3,1
g/dL [2,6-3,2 g/dL]), porém, de forma mais proeminente em pacientes NR
(p=0.06).

Os pacientes, independentemente de serem NR ou R, apresentaram alto
grau de atividade inflamatéria que pode ser inferido a partir da elevacédo da
proteina C reativa (NR= 72 mg/dL [42,3-154,5 mg/dL] e R= 54,5 mg/dL [39,5-
174,5 mg/dL]), em comparacdo aos parametros de normalidade (<10 mg/dL),
sem diferenca estatistica entre os grupos de pacientes (Tabela 1).

Na fase ativa da doenca, todos os pacientes apresentaram anemia,
sendo a mediana de hemoglobina de 7,0 g/dL [6,1-9,8 g/dL] em pacientes do
grupo NR e 8,9 g/dL [6,8-9,3 g/dL] naqueles do grupo R (Tabela 1). Apesar de
nao ser significativa, foi verificada além de baixa contagem de leucdcitos totais
em todos os pacientes, uma diferenca entre os dois grupos, sendo que nos
pacientes NR a leucopenia foi mais pronunciada do que nos pacientes R, com
valor de mediana de 1.300 cél/mm3 [975-1.775 cél/mm3] e 1.700 cél/mm3
[1.100-2.200 cél/mm3], respectivamente. Todos 0S pacientes apresentavam
neutropenia e quatro foram considerados neutropénicos graves na admisséo
hospitalar (contagens menores que 500 cél/mm3), sendo trés do grupo NR.
Observou-se linfopenia em todos os pacientes, sendo que nos pacientes NR a
mediana também foi menor em relacdo aos pacientes R (NR= 547,5 cél/mm3
[493,8-789 cél/mm3]; R= 748 cél/mm3 [425,5-925 cél/mm3]), embora sem
diferenca estatistica (Tabela 1). Foram observados valores de mondcitos
dentro da normalidade em cerca de 80% dos pacientes. Em relacdo a dosagem
de plaquetas, a mediana do grupo NR foi 68.000 cél/mm3 [42,8-80,8 cél/mm3],
enquanto do grupo R foi 107.000 cél/mm? [88-216,5 céel/mm?3] (p<0,05).

Em relagcdo ao poés tratamento imediato ndo foi possivel obtermos esse
tipo de avaliacdo, posto que muitos dados laboratoriais ndo foram obtidos por

se tratar de uma decisdo tomada pela equipe assistencial de acordo com a
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evolucdo clinica do paciente. Dessa maneira, apesar da maior parte dos
individuos apresentarem hemograma nessa fase, muitos deles ndo tinham
dosagem de bilirrubina total e frages, proteinas totais e fracdes e proteina C
reativa, por exemplo, o que dificultou a comparacéo entre as duas fases em
relacdo a esses parametros.

E possivel observar, em relagcdo aos indices hematimétricos, que a
anemia € menos pronunciada em pacientes NR (mediana= 8,3 g/dL [7,7-8,8
g/dL]) em relacdo aos do grupo R (mediana=7,56 g/dL [7,1-7,8 g/dL]),
diferentemente da fase ativa, em que os pacientes NR apresentavam anemia
mais grave do que os pacientes R (Tabela 2).

Os leucdcitos totais e linfocitos se comportaram de forma similar, de
modo que na fase imediatamente apds o tratamento o quantiativo dessas
células foi maior nos pacientes NR em relacdo aos pacientes R, embora sem
diferenca significativa (Tabela 2). Comparando os pacientes NR nesses dois
momentos distintos, podemos observar uma elevagdo estatisticamente
significativa, de modo que os leucécitos totais aumentaram de 1.300 cél/mms3
[975-1.775 cél/mms3] para 2.950 cél/mm3 [1.825-3.675 cél/mm?3], neutrdfilos de
598 cél/mm3 [434-838 cél/mm?3] para 1.100 cél/mm?3 [853-1.616 cél/mm3] e
linfécitos de 548 cél/mm3 [494-789 cél/mms3] para 1.224 cél/mm3 [690-1.736
cél/mms3] (p<0,05). O mesmo nao foi observado no grupo R, no qual, apesar do
aumento de leucécitos (de 1.700 cél/mm3 [1.100-2.200 cél/mm3] para 2.500
cél/mm3 [1.275-4.100 cél/mm3]), neutrofilos (de 858 cél/mms3 [447-1.141
cél/mm3] para 1.605 cél/mms3 [818-2.933 cél/mm3]) e linfocitos (de 748 cél/mm3
[426-925 cél/mm3] para 810 cél/mms3 [300-899 cél/mm3]), ndo foi possivel
observar significancia estatistica.

Em relacdo as plaquetas, o grupo NR apresentou um aumento na fase
imediatamente apos tratamento, com mediana de 133 x103 cél/mm? [64,3-254,5
x103 cél/mms3]. A diferenca foi significativa em relacdo a fase ativa, cuja
mediana foi de 68 x103 cél/mm? [42,8-80,8 x103 cél/mm3]. J& em pacientes R de
forma geral, foi verificado um decréscimo discreto na contagem das plaquetas,
cuja mediana passou de 107 x103 cel/mm3 [88-216 x103 cél/mm3] na fase ativa,
para 97 x 103 cél/mm3 [47-140 x103cél/mms3] no pos-tratamento (Figura 2). Ao

analisarmos caso a caso, esse parametro ndo parece ser importante. Dos dez
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pacientes NR, cinco apresentaram aumento, sendo que, desses, um ainda
manteve valores abaixo da referéncia de normalidade. Dentre o0s quatro
pacientes R avaliados no pos-tto, um tinha niveis normais e os valores foram
mantidos, dois mantiveram niveis plaquetarios baixos e o outro apresentou
elevacdo na contagem de plaquetas.

Nos pacientes NR, a ureia passou de 32,3 mg/dL [28-36,7 mg/dL] para
46,3 mg/dL [24,4-58,9 mg/dL] (p<0,05); e creatinina de 0,85 mg/dL [0,6-1,2
mg/dL] para 1,25 mg/dL [0,9-1,65 mg/dL] (p<0,05). Nos pacientes R, ocorreu
um aumento menos pronunciado, com niveis de ureia de 25,5 mg/dL [19,3-42,7
mg/dL] e creatinina de 0,9 mg/dL [05-1,5 mg/dL] na fase ativa e imediatamente
apos o tratamento passaram a apresentar niveis de ureia de 32,1 mg/dL [25,9-
56 mg/dL] e creatinina 1,1 mg/dL [0,8-1,55 mg/dL]. Na comparacdo entre as
duas fases ha uma tendéncia de piora relativa da funcdo renal apdés o
tratamento se comparada a fase ativa. E evidente um aumento de ureia e
creatinina, embora a maior parte dos valores, mesmo ap0s o tratamento,
permaneca dentro dos niveis considerados normais. Esse fato provavelmente é

decorrente de efeitos colaterais associados ao uso de AnfoB.
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Tabela 1: Caracteristicas laboratoriais dos pacientes com leishmaniose visceral durante a fase ativa da doenca
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VR: Valores de referéncia; IQR:
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Tabela 2: Caracteristicas laboratoriais dos pacientes com leishmaniose visceral apés o tratamento.
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VR: Valores de referéncia; IQR: Intervalo Interquartil; M: Masculino; F: Feminino; AST: Aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; PCR: Proteina C reativa; NA: ndo se aplica
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Figura 2: Evolucdo de indices hematimétricos, leucograma e plaquetas e funcéo
renal dos pacientes de leishmaniose visceral ndo-recidivantes (NR) e recidivantes
(R). Comparacédo entre as medianas dos valores de fases ativa (FA) e apds o
tratamento imediato (pds-tto) dos pacientes NR (A e C) e R (B e D). * p<0,05.

5.2. Avaliacdo prospectiva dos niveis de linfocitos T CD4" e T CD8" antes

e apos o tratamento da leishmaniose visceral

Todos o0s pacientes, independentemente de serem ou nao recidivantes,
apresentaram contagens de linfocitos TCD4" significativamente mais baixas durante
a LV ativa em relacdo aos niveis de normalidade (NR= 312,5 cél/mm3 [205,8-509
232 cél/mms3 [76,5-368,5 cél/mm3] e sadios: 1.115 cél/mms3 [630,5-

1.258 cél/mm3]). Oito dos 10 pacientes NR avaliados na fase ativa apresentaram

cél/mm?3] e R=

contagens de TCD4" abaixo de 500 cél/mm3, enquanto os dois casos restantes
apresentaram contagens préoximas ao limite inferior da faixa de normalidade (Figura
3A). Dentre os pacientes R, todos apresentavam linfopenia TCD4" pronunciada, com

menos de 500 cél/mms.
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No pos-tratamento imediato, observou-se um aumento das contagens de
linfocitos TCD4" em relacdo a fase ativa nos dois grupos (NR: 506 cél/mms3 [360,5-
950,5 cél/mm3] e R: 258 cél/mm3 [76,5-368,5 cél/mm3]). E importante notar que a
elevagdo da contagem de linfécitos TCD4" apos o tratamento ocorre de forma mais
pronunciada nos pacientes NR (p<0,05) (Figura 3A), revelando que os pacientes R
parecem apresentar um déficit na capacidade de reconstituicdo do repertério
linfocitico.

O célculo do ganho de linfocitos T CD4" no pos-tratamento imediato em
relacdo a fase ativa da doenca evidenciou uma diferenca significativa entre os dois
grupos, de modo que a mediana de ganho entre os pacientes NR foi 1,69 vezes
[1,41-2,05 vezes], enquanto nos pacientes R foi 0,99 [0,95-1,48] (p<0,05). E possivel
observar, portanto, que no grupo NR, todos os pacientes apresentaram ganho de
linfocitos T CD4" apés tratamento eficaz da LV, enquanto o mesmo fendmeno nio
foi observado em pacientes R. Destaca-se o fato de que trés dos cinco pacientes R
sofreram reducdo, ainda que discreta, da contagem desse tipo celular no periodo
avaliado (Figura 3B).

Em avaliacdo subsequente, apds seis meses do tratamento, os pacientes NR
ainda mantiveram contagens de linfocitos T CD4" mais elevadas que os pacientes R
(NR= 906 cél/mm?3 [664-1097 cél/mm?3]; R= 532 cél/mm3 [131-532 cél/mm3] (Figuras
3A e 3B). No entanto, um paciente ja apresentava contagens proximas da
normalidade j4 na fase ativa da LV, néo tendo sido, portanto, observado ganho
celular em relacdo a fase ativa. Dois pacientes do grupo R mantiveram contagens
baixas de linfécitos T CD4" na avaliagdo apos seis meses, havendo ganho de 1,22
vezes (LV09) e 1,30 vezes (LV0O7) vezes em relacdo a contagem na fase ativa da
doenca, enquanto os outros dois pacientes R analisados apresentaram ganho de
cerca de trés vezes o valor inicial (Figura 3B).

Alguns pacientes foram acompanhados até doze meses apés o tratamento,
sendo cinco do grupo NR e trés do grupo R. Dentre os NR, foi verificada contagens
de T CD4" superiores a 800 cél/mm3 em quatro pacientes, com uma mediana de
1.074 cél/mm? [731,5-1.226 cél/mm?3], muito similar aquela encontrada em individuos
sadios (1.115 cél/mm? [630,5-1.258 cél/mm3]). Apenas um paciente (LV03) manteve
contagem de 579 cél/mm3 ap6s um ano de seguimento. Dentre os R, os trés
pacientes analisados apresentaram comportamento bastante distinto: LVO9 manteve

niveis menores que 100 cél/mms3 durante todo o periodo, LVO7 duplicou o0 nimero de
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linfocitos T CD4" em relagéo aos dados dos seis meses apos o tratamento e LV06
manteve niveis elevados, superiores a 1.400 cél/mm3, com ganho de cerca de trés
vezes o valor inicial apresentado na fase ativa da LV (Figuras 3A e 3C).

Em relacdo aos linfocitos T CD8" foi observada menor variabilidade de suas
contagens ao longo do periodo de acompanhamento (Figura 3C). Nos pacientes NR,
a mediana foi de 289 cél/mms3 [149,5-426 cél/mm?3], 349 cél/mm3 [207-416 cél/mm3] e
310 cél/mm3 [254-586 cél/mm3] na fase ativa, imediatamente apds o tratamento e
seis meses apOs o tratamento, respectivamente. Dois pacientes ja apresentavam
niveis de TCD8" na faixa de normalidade na doenca ativa e assim se mantiveram
nas fases subsequentes, e por isso ndo apresentaram ganho dessa populagédo. Os
pacientes do grupo R apresentaram medianas dessa subpopulacdo menores do que
o grupo NR (fase ativa= 156 cél/mm3 [49,5-305 cél/mms3]; pds-tratamento imediato=
228 cél/mm3 [41-314 cél/mm3] e assim se mantiveram seis meses apods tratamento=
236 ceél/mm3 [98-575 cél/mm?3]). Pode-se observar na figura 3D, que no grupo NR
houve ganho de quase 1,87 vezes [0,85-2,36] na mediana da contagem dessas
células apds seis meses de tratamento em relacéo a fase ativa. Ja no grupo R esse
aumento foi menor (1,23 vezes [0,68-2,57]). Apesar de termos analisado um numero
menor de individuos, apds doze meses de tratamento especifico, a contagem de
linfocitos T CD8" ficou bastante similar entre os dois grupos: mediana do grupo NR=
506 cél/mms3 [376-928,5 cél/mm3] e R= 490 cél/mm3 [97-656 cél/mm3], e também
muito proxima do valor encontrado nos controles sadios de 507,5 cél/mm3 [435,3-
794,8 cél/mm?] (Figuras 3C e 3D).

Interessantemente, as contagens de linfocitos T CD4" se correlacionaram
negativamente com o nimero de episédios totais de LV (r=-0,41, p<0,05, Figura 4),
sugerindo que o comprometimento imunoldgico esta associado as recidivas da LV.
Por fim, as contagens de linfécitos T CD8" se correlacionaram positivamente com os
niveis de transaminases na fase ativa da doenca: contagens de linfécitos T CD8" e
AST (r=0,64; p<0,05) e com ALT (r=0,63; p<0,05 — dados n&o mostrados).
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Figura 3: Avaliacdo do comprometimento e da recuperag¢do imune em pacientes com

leishmaniose visceral (LV) ao longo do acompanhamento clinico. Contagens

absolutas de linfécitos T CD4+ (A) e T CD8+ (C) por mm3 em pacientes com LV.

Ganho de linfocitos T CD4" (B) e T CD8" (D) em relagéo a fase ativa da doenca em

pacientes com LV. Cada ponto colorido se refere ao mesmo paciente ao longo das

fases do acompanhamento. FA — fase ativa, pos tto — pés-tratamento, 6mpt e 12 mpt

— seis e 12 meses poOs-tratamento. As barras horizontais representam a mediana de

cada grupo * p<0,05.
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Figura 4: Correlacdo negativa entre as contagens de linfocitos T CD4+ e 0 namero
de episddios totais de leishmaniose visceral. Cada ponto colorido se refere a um
paciente dos grupos néo-recidivantes (NR) ou recidivantes (R) na fase ativa da
doenca. Correlacdo de Spearman, Graph Pad Prism, 6.0.

5.3. Avaliacdo prospectiva da resposta de linfécitos B por meio da
guantificacdo dos niveis IgG, IgG1 e IgG3 anti-Leishmania infantum em

pacientes com leishmaniose visceral

Nessa casuistica, observamos elevacdo pronunciada das globulinas séricas
em pacientes R e NR. Sendo assim, foi necessario investigar como se comporta a
resposta humoral nesses pacientes. Em relacdo as imunoglobulinas, conforme
esperado, detectamos producao de IgG que reconhece antigenos de L. infantum em
nossos pacientes com LV. Nos pacientes do grupo NR, os titulos desses anticorpos,
expressos por indice de ELISA (IE), foram inferiores aos encontrados nos pacientes
R, independente da fase analisada (fase ativa, imediatamente apds o tratamento,
seis e doze meses apés o tratamento, Figura 5A). No grupo NR, foi possivel
observar que ha uma tendéncia a reducao dos titulos de IgG total, com mediana na
fase ativa de 249,4 [142,7-522,3] e de 69,30 [32,6-384,5] seis meses apls 0O
tratamento, enquanto que pacientes R tém mediana de 318,7 [126,2-485,5] e 312,5
[140,2-408,7] na fase ativa e seis meses apds o tratamento, respectivamente (Figura
5A).

Um padrdo semelhante pode ser observado em relacdo ao subtipo IgG1, de
modo que, mesmo apdés seis meses do fim do tratamento, grande parte dos

pacientes manteve niveis ainda elevados desse anticorpo. Houve uma tendéncia de
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gueda desses niveis, principalmente dentre os NR. Os pacientes NR apresentaram
valores inferiores aos pacientes R durante esse seguimento (NR= 20,2 [5,8-126,5];
R= 75,4 [42,8-105,3]) (Figura 5B).

Apoés 12 meses, observou-se que ambos 0S grupos apresentaram niveis mais
baixos de IgG1, sendo a queda mais pronunciada nos pacientes R (NR= 12,5 [3,8-
43,8]; R= 5,6 [1,6-20,5], sem significado estatistico (figura 5B). Em relacdo aos
niveis de IgG1 intra-grupo foi possivel verificar nos pacientes NR uma reducéo da
fase ativa em relacéo ao pos-tratamento (p<0,05), e uma tendéncia a menores niveis
aos 12 mpt (p=0,06). E notavel ainda a correlagdo positiva entre os niveis de IgG1 e
IgG total (r= 0,88; p<0,05, Figura 6A) e entre os niveis de IgG1 e globulina (r=0,81;
p<0,05, Figura 6B) na fase ativa da doenca. Apoés seis (r=0,95; p<0,05) e doze
meses (r=0,93; p<0,05) o padrédo de correlagéo entre IgG total e IgG1l se manteve
(dados ndo mostrados). Isto sugere que o comprometimento da globulina nessa
populacdo se da principalmente as custas de IgG1.

A 1gG3, por sua vez, apresentou-se de forma distinta. No pds-tratamento
imediato, nos pacientes NR, os niveis sofrem reducédo importante em relacao a fase
ativa, enquanto no grupo R ha reducédo muito discreta entre os dois momentos (fase
ativa: NR= 24,3 [11,2-36,6] e R= 33,1 [29,9-61,8]; ap0s o tratamento: NR= 17,8 [9, 6-
35,14]; R= 31,9 [22,2-60,9]) (p=0,06). No seguimento, ha uma tendéncia de reducao
dos niveis séricos de forma geral, evidenciada na dosagem aos 6mpt, contudo, essa
€ muito mais pronunciada no grupo NR. Nesses pacientes, a dosagem aos 6mpt se
assemelha a encontrada em controles nao infectados, sendo que a mediana do nivel
sérico da 1gG3 no grupo R nesse momento € quatro vezes maior que a mediana
encontrada em pacientes NR (NR=6,4 [3,9-14,6]; R=27,32 [16,25-54,62]) (p<0,05).
Apds um ano de acompanhamento, os pacientes R ainda apresentavam niveis de
IgG3 aproximadamente trés vezes maior que os pacientes NR (NR= 3,6 [2,7-12,2];
R= 12,0 [0,25-90,5] (Figura 5C). E interessante observar que ha uma diferenca entre
os niveis de IgG3 entre os grupos NR e R a partir do pés-tratamento (p=0,06) e que
se mantém aos 6mpt (p<0,05), uma vez que os pacientes NR apresentam niveis
séricos inferiores aos pacientes R nessas fases. Além disso, os niveis de IgG3 se
correlacionaram negativamente com as contagens de linfocitos T CD4" (r= -0,52,
p<0,05, Figura 6C) no grupo dos pacientes recidivantes, ratificando os resultados
acima de que as contagens de linfocitos T CD4" sdo menores nesse grupo, ao lado

de niveis mais elevados de IgG3 em todas as fases do acompanhamento clinico.
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Por fim, os niveis dessa imunoglobulina aos 6mpt da doenca mostraram uma
correlacdo positiva com o nimero de episédios totais de LV, sugerindo que aqueles
com mais recidivas apresentaram maiores niveis de 1gG3 (r= 0,77; p<0,05, Figura

6D).
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Figura 5: Avaliacao prospectiva da resposta de linfocitos B por meio da quantificagédo
de IgG, IgG1 e IgG3 anti-Leishmania infantum em pacientes com LV. Niveis séricos
de 1gG (A), 1gG1 (B) e 1gG3 (C) em pacientes com leishmaniose visceral nao-
recidivantes e recidivantes durante acompanhamento clinico: fase ativa (FA), apds o
tratamento (POs tto), seis meses apds o tratamento (6mpt) e doze meses apos o
tratamento (12mpt). Cada ponto colorido se refere ao mesmo paciente ao longo das
fases do acompanhamento e as barras horizontais se referem a mediana dos

valores. * p<0,05.
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Figura 6: AssociagOes identificadas entre contagens de linfocitos T CD4+ e niveis de
imunoglobulinas anti-Leishmania infantum, bem como com correlagdo com o nimero
de episddios de recidivas. Correlacdo positiva entre os niveis de IgGl anti-
Leishmania dos pacientes com leishmaniose visceral ndo-recidivantes e recidivantes
na fase ativa com os niveis de IgG total anti-Leishmania (A) e globulina (B),
respectivamente. Correlacdo entre os niveis de IgG3 anti-Leishmania e as
contagens de linfocitos T CD4" (C) e o nimero de episédios totais de recidivas da
LV (D), respectivamente. Cada ponto colorido se refere a um paciente do grupo dos
pacientes nao-recidivantes (NR) ou recidivantes (R) em cada fase do
acompanhamento. Correlagédo de Spearman, Graph Pad Prism, 6.0.

5.4. Avaliacao prospectiva dos niveis IL-6 em pacientes com leishmaniose

visceral

Nesta casuistica, a IL-6 se apresentou elevada na fase ativa nos NR (31,5
pg/mL [2,6-46,0 pg/mL]) e nos R (21,5 pg/mL [0,1-113,4 pg/mL]) em relagdo aos
individuos sadios, cuja mediana foi de 0,1 pg/ml [0,1-165 pg/ml]. No pds-tratamento
imediato, foi possivel observar uma reducdo da IL-6 a niveis proOximos de zero na
maior parte dos pacientes. Apenas um paciente NR apresentou elevacédo dos niveis

séricos de IL-6 (LV11), que era de 43 pg/mL na fase ativa e houve aumento para
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140 pg/mL apo6s o tratamento. Outros dois pacientes, LV12 e LV14, apresentaram
reducdo da IL-6 em relacdo a fase ativa, mas permaneceram mais elevados que 0s
demais (12,5 pg/mL e 11,1 pg/mL). Dentre os R, apenas um paciente apresentou
elevacdo apos o tratamento (LV10), porém, essa foi mais discreta: 0,1 ng/mL para
5,8 ng/mL (Figura 7).
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Figura 7: Avaliacdo prospectiva dos niveis de IL-6 em pacientes com leishmaniose
visceral. Niveis plasmaticos de IL-6 em pacientes com leishmaniose visceral nao-
recidivantes e recidivantes ao longo do acompanhamento clinico: fase ativa FA,
apos o tratamento (Pés tto) e seis meses apds o tratamento (6mpt). Cada ponto
colorido se refere ao mesmo paciente ao longo das fases do acompanhamento e as

barras horizontais se referem a mediana dos valores. * p<0,05.

Valores menos coesos foram identificados em 6mpt: dentre 0s cinco
pacientes NR, a mediana foi de 49,6 pg/mL [8,0-459 pg/mL] e trés pacientes
apresentaram aumento de IL-6 de 0,1 pg/mL para 513 pg/mL (LV01), 404,8 pg/mL
(LVO3) e 49,6 pg/mL (LV04). Nos pacientes R, foram encontrados valores inferiores
de IL-6 apoés seis meses de tratamento, com mediana de 7,7 pg/mL [0,1-69 pg/mL].
Dois pacientes deste grupo apresentaram elevacdo em relacdo a fase anterior:
LVO7, cujos niveis séricos da citocina em questao passaram de 0,1 pg/mL para 15,3
pg/mL, e LVO9 com niveis de 0,1 pg/mL no pos tratamento imediato e 86,8 pg/mL
apos seis meses (figura 6). Trés desses pacientes com elevacao de IL-6 apds seis

meses de tratamento também apresentaram o menor ganho de linfécitos T CD4"

57



neste periodo em comparagcéo com a fase ativa, sendo um NR (LV04 com ganho de
0,9 vezes) e dois R (LVO7 — ganho de 1,30; e LV09 — ganho de 1,22) (Figura 3B).

Ao observarmos o comportamento da IL-6 em relagdo aos dados clinicos da
fase ativa e pos-tratamento dos pacientes independentemente de serem ou nao
recidivantes, foi verificada uma correlacdo negativa entre o aumento desta citocina
com a queda da leucometria (r= -0,54; p<0,05, Figura 8A), notadamente dos
linfécitos (r = -0,52; p<0,05), e também da albumina (r = -0,49; p<0,05) (Figuras 8B e
8C, respectivamente). Além disso, os niveis de IL-6 se correlacionaram

positivamente com os niveis de proteina C reativa (r=0,53; p<0,05, Figura 8D).
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Figura 8: Correlagdo entre os niveis plasmaticos de IL-6 em pacientes com
leishmaniose visceral ndo-recidivantes e recidivantes na fase ativa e apds o
tratamento (Pds tto) com as contagens de leucdcitos totais (A), linfocitos totais (B),
niveis de albumina (C) e niveis de proteina C reativa — PCR (D). Cada ponto colorido

corresponde a um paciente ao longo das fases do acompanhamento
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6. DISCUSSAO

A LV é uma doenca muito complexa do ponto de vista de sua patogénese, de
forma que a resposta imune é fortemente afetada pelo agente infeccioso, pelas
caracteristicas do hospedeiro e possivelmente por particularidades ambientais e dos
vetores. Tal fato leva tanto a uma imunodepressao acentuada no que diz respeito a
resposta especifica contra o parasito, quanto a uma ativacao inflamatoria intensa,
capaz de levar a um grande dano tecidual, resultando em apresentacdo clinica
exuberante e potencialmente fatal (Costa et al 2010; Alvar et al 2012). Um rol de
dados clinicos, laboratoriais e imunolégicos, com diferentes desfechos, avaliados na
literatura mundial tem logrado sucesso em definir fatores de risco na LV para o
desencadeamento de quadros graves e 0Obitos (Cota et al 2011; Costa et al 2012;
Costa et al 2016; Gebreyohannes et al 2018).

Outro desfecho, por sua vez, tem chamado a atencdo dos estudiosos
principalmente nos casos de LV com associacdo com a infec¢do por HIV, nos quais
se observa maior chance de recidiva apds o tratamento adequado da fase ativa (ter
Horst et al 2008, Alvar et al 2010, Lindoso et al 2014, Cota et al 2018, Simé&o et al
2020). Nesse sentido, ha trabalhos nessa populagéo tentando descrever os padrdes
clinicos e imunolégicos que definam quais pacientes estdo mais suscetiveis a essas
recaidas (Cota et al 2011, Silva-Freitas et al 2016, Abongomera et al 2017, Cota et
al 2017, Siméo et al 2020). Em pacientes imunocompetentes, por sua vez, apesar
das recidivas ocorrerem (Gomes 2012, Caldas et al 2015, Coutinho et al 2017), ha
pouca informacdo na literatura para o perfil dos pacientes de LV recidivantes.
Estudos realizados na india (Burza et al 2014), Sud&o (Gorski et al. 2010), Georgia
(Kajaia et al 2010) e mais recentemente no Brasil (Simdo et al 2020) avaliaram
retrospectivamente coortes robustas da pacientes LV sem relato de associagcdo com
HIV. Estes estudos incluiram majoritariamente criancas (Kajaia et al 2010) ou
adultos e criancas (Gorski et al. 2010, Burza et al 2014; Simé&o et al 2020).

Simdo e colaboradores, em estudo recente, por exemplo, analisou
retrospectivamente 571 individuos com LV e identificou que 38 evoluiram com
recidiva. Dentre os 55 pacientes com co-infec¢do, 15 recidivaram. Por outro lado,
dentre os HIV negativos o percentual relatado no artigo foi 4,5% (23 casos). Os

indices plaquetarios e o edema em membros inferiores foram marcadores para
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maior chance de recidivas em pacientes em Bauru — SP, independentemente da
infeccédo por HIV (Simao et al 2020). Gorski e colaboradores, por sua vez,
identificaram 621 recidivas dentre 8.800 pacientes e a esplenomegalia volumosa
(maior ou igual a grau 3 na classificacdo de Hackett) na admisséo e persisténcia do
aumento do baco na alta hospitalar apés o tratamento foram relacionados a um
namero maior de recaidas (Gorski et al 2010). Na Gedérgia, em coorte de 300
individuos, atraso no diagnostico de mais de 90 dias, anemia com hemoglobina
inferior a 60 g/L e idade inferior a um ano foram relacionados com mais recidivas
(Kajaia et al 2011). Burza e colaboradores, na india, publicaram trabalho com 8537
pacientes que ndo tinham diagndstico de HIV conhecido e caracteristicas como sexo
masculino, idade menor que cinco anos e maior que 45 anos, esplenomegalia na
admisséo, pouca diminuicdo da esplenomegalia durante tratamento hospitalar e,
estranhamente, curta duracdo de sintomatologia antes da busca por tratamento
foram identificadas como fatores de risco para recidivas nesses pacientes (Burza et
al 2014).

Diante do que foi relatado nesses estudos, é possivel observar disparidades
nos achados e identificacdo de poucos marcadores até o momento. No presente
estudo, descrevemos prospectivamente quinze pacientes nédo coinfectados por HIV,
recidivantes e ndo recidivantes, quanto a perfil clinico, laboratorial e de marcadores
imunologicos, com intuito de identificar padrdes associados a recidivas na LV. Na
casuistica atual, além do pequeno nimero de individuos analisados, nao foi possivel
inferir associagfes de caracteristicas clinicas dos pacientes com recidivas, uma vez
0s pacientes ndo apresentavam descricdo de todos os dados clinicos nas diferentes
fases do acompanhamento.

Clinicamente, a sintomatologia dos pacientes analisados €é bastante
semelhante na fase ativa, ndo sendo possivel identificar diferengas significativas
entre individuos recidivantes e ndo recidivantes. Grande parte dos pacientes
apresenta a triade classica composta de febre, perda ponderal e esplenomegalia.
Todos 0s pacientes cursaram com pancitopenia, o que também é compativel com o
diagnéstico de LV (van Griensven e Diro 2012, Diro et al 2015, Horrillo et al 2019).

De forma surpreendente, os resultados laboratoriais sugerem maior
acometimento organico em pacientes NR. Esses apresentam alteracbes mais
pronunciadas em relacdo a funcionalidade da medula 6ssea, como anemia,

leucopenia e plaguetopenia mais acentuadas em relacdo aos pacientes R. Além

60



disso, houve maior acometimento hepatico, com aumento de AST e bilirrubina direta
mais elevada no grupo NR, assim como hipoalbuminemia mais importante. A
proteina C reativa, proteina de fase aguda inespecifica, também foi mais elevada na
fase ativa em pacientes nao-recidivantes.

Uma possivel interpretacdo para tais achados é que esses pacientes R ja
foram submetidos a tratamento anti-Leishmania anteriormente, o que pode ter
levado a uma recuperacgdo clinica parcial, com reduc¢do dos danos causados pela
infeccdo, mas ndo o suficiente para evolucdo do restabelecimento das funcdes
organicas. Por outro lado, o primeiro contato com o patdégeno, como ocorre em
pacientes NR, € capaz de levar a um dano tissular mais acentuado. Tal teoria parece
conflitante com o fato ja consagrado da LV ser capaz de fazer uma hiperativagédo
imune e que, conforme estudado em pacientes coinfectados LV/HIV, recidivas da
doenca estdo associadas a inflamacéo intensa e exaustdo celular de linfécitos T
(Esch et al 2013, Maran et al 2016, Silva-Freitas et al 2016). E necessario, todavia,
considerar que os pacientes recidivantes deste estudo ndo foram avaliados em seu
primeiro episédio de LV e sim apds ter tido a doenca em pelo menos uma ocasiao, o
gue ndo nos permite analisar a evolucdo temporal dos casos. Diante disso, seréo
necessarios trabalhos futuros para avaliar pacientes primoinfectados por L. infantum
e acompanha-los prospectivamente, avaliando se o acometimento organico mais
evidente em pacientes NR encontrado nesta casuistica se reproduz entre 0s grupos
de individuos que evoluem com e sem recidiva, mas acompanhados desde o
episadio inicial da doenga.

Posteriormente ao tratamento efetivo da LV, observou-se um aumento dos
niveis de leucdcitos e plaquetas principalmente em pacientes NR, evidenciando um
controle mais adequado da inflamagcdo e consequentemente da infeccdo pelo
parasito. Em individuos do grupo R, o fenbmeno néo foi tdo pronunciado — o que
parece refletir também sobre o déficit na recuperacdo de linfocitos TCD4". Em se
tratando de pacientes com mais de uma recidiva, este comportamento poderia ser,
de fato, esperado, tendo em vista que a manutencdo do processo infeccioso
perpetua os mecanismos fisiopatogénicos associados a disfuncdo das linhagens
linfociticas.

E importante ressaltar os achados relacionados aos indices plaquetarios.
Nesta casuistica, foi visto que os pacientes NR apresentaram elevacao significativa

de plaquetas apoés o tratamento, diferentemente do que é verificado nos pacientes R.
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A plaguetopenia ja foi associada a maior chance de recidiva na literatura (Simao et
al 2020). Ao mesmo tempo, a esplenomegalia também foi associada a recidivas e,
como se sabe, o aumento do baco leva a um maior consumo de plaquetas, o que
poderia ser um fator confundidor. O baco €, sabidamente, profundamente afetado
pelo parasito durante a LV e a esplenomegalia na admissdo hospitalar pode,
conforme ja descrito, ser capaz de refletir gravidade da doenca e parasitemia
elevada (Costa et al 2016). Além disso, devido a sua importancia imunologica, o
acometimento esplénico também se relaciona com a imunodepressao encontrada na
LV (Gorski et al 2010). Nesse sentido, grande importancia tera a avaliacdo da
funcionalidade do bago no contexto da LV ativa.

E crucial, portanto, que sejam desenvolvidas novas pesquisas contemplando
a populacdo imunocompetente com objetivo de avaliar fatores de risco do ponto de
vista clinico, que possam ser reconhecidos por avaliacdo médica ou a partir de
exames laboratoriais amplamente disponiveis durante abordagem diagnéstica e
terapéutica para identificacdo de individuos sob maior risco de recidivas, a luz do
gue ja foi descrito para risco de evolucao grave e 6bito (Cota et al 2016).

Conforme esperado, a linfopenia foi um achado preponderante tanto nos
pacientes NR quanto nos R. Apenas um paciente NR e um R apresentavam o0s
niveis dentro da normalidade, 1.683 cels/mm?® e 1.100 cel/mm?, respectivamente,
mesmo assim com numeros proximos ao limite minimo de normalidade (920
cel/mm?). A recuperacdo dos niveis de linfécitos foi proeminente no grupo NR, tendo
ocorrido em seis dos nove pacientes avaliados no pos-tratamento, enquanto os trés
pacientes R avaliados mantiveram os baixos niveis observados na fase ativa. Esses
nameros se refletiram nas contagens absolutas de linfocitos T CD4". Foi observado
nesta casuistica uma grande reducdo dessas células na fase ativa em ambos os
grupos (R e NR) quando comparados aos individuos sadios. Em pacientes R, o
aumento dessas células foi menor que nos pacientes do grupo NR ao longo do
acompanhamento. Nesse Ultimo grupo, apds doze meses de seguimento, 0S
linfocitos T CD4" se aproximaram muito do valor apresentado por individuos sadios,
enquanto que no grupo R a mediana de linfocitos T CD4" era cerca de 35% menor
em relacdo a dos controles.

Em paralelo com esses achados, observa-se um ganho mais rapido de
linfécitos T CD4" em pacientes NR. Dessa forma, ap0s o tratamento e no

seguimento de seis meses do tratamento, os pacientes NR apresentaram ganho de
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T CD4" de 1,7 e 2,6 vezes, respectivamente enquanto os pacientes R n&o
apresentaram ganho em um momento inicial imediatamente apds o tratamento e
alcancam um ganho de 2,1 vezes de linfécitos TCD4" em relagdo a fase ativa
apenas apos 0s seis meses.

Estudos brasileiros ja evidenciaram em pacientes coinfectados LV/HIV, que a
baixa contagem de linfécitos T CD4" durante a fase inicial da infecg&o ativa da LV foi
um preditor de mau progndstico: morte ou recidiva (Cota et al 2011, Tévora et al
2015). Mais recentemente, foi visto também em pacientes com infeccdo simultanea
por LV/HIV que, a despeito da contagem de linfécitos T CD4" ser similar entre os
grupos na fase de doenca ativa, essas células apresentaram aumento significativo
no grupo nao-recidivante em comparacao ao grupo recidivante apés 12 meses de
acompanhamento (Silva-Freitas et al 2016).

Apesar dos trabalhos anteriores avaliando pacientes coinfectados LV/HIV,
ainda existem poucos estudos nos pacientes apenas com LV em relagdo ao
comportamento da resposta imune celular e de sua reconstituicdo apés o tratamento
anti-Leishmania. No presente trabalho pode ser observado em pacientes sem
infeccdo por HIV que a quantificacdo de linfocitos T CD4" pode ser considerada um
potencial biomarcador para predizer recidivas.

Assim, é possivel inferir que a LV por si s6 €& capaz de levar a
imunossupressao celular pronunciada na fase inicial da doenca e que o controle
adequado da infeccdo a longo prazo depende, provavelmente, de uma resposta
imune celular decorrente de uma recuperacao dos linfocitos T CD4". Esses achados
foram reproduzidos por Casado e colaboradores (2015) que, ao analisar pacientes
italianos infectados por HIV em estudo transversal, identificou que em coinfectados
LV/HIV houve maior grau de inflamacéo, ativacdo imune e de imunossenescéncia
em relacédo aos demais pacientes infectados apenas por HIV, mesmo naqueles com
baixa resposta a terapia antirretroviral e pouco controle da viremia.

Resultados de estudo em cades provenientes do estado do Rio de Janeiro
mostraram que o timo destes animais infectados é parasitado por L. infantum, o que
parece levar a prejuizo na maturacdo de linfocitos T (Da Silva et al 2019). Em
paralelo, nossa casuistica aponta no sentido de que pacientes incapazes de
restaurar as contagens dessas células tém maior chance de recaida da LV.

Experimentos futuros avaliando os niveis de emigrantes timicos recentes na periferia
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irdo confirmar se, de fato, o que esta ocorrendo € uma néo-renovacao igualitaria
dessas células pelo timo entre os pacientes com diferentes desfechos clinicos.

Por sua vez, os linfocitos T CD8", até os primeiros seis meses de seguimento,
apresentaram sua contagem absoluta menor nos pacientes R em relagdo aos NR.
Apesar disso, o comportamento inicial foi semelhante entre os grupos, com ganho
muito discreto desse tipo celular no poés-tratamento imediato. A despeito de
resultados em modelos experimentais mostrarem um papel importante dessas
células no controle da LV (Tsagozis et al 2003, Tsagozis et al 2005) e estudos
apontarem o papel desses linfocitos no processo de cura da leishmaniose cutanea
em humanos (Da Cruz et al 1994), os presentes dados ndo parecem corroborar que
tais fatos sejam pertinentes para a LV. Na casuistica atual, os pacientes apresentam
contagens de linfocitos T CD8" baixos em relacdo aos individuos sadios até os seis
meses de acompanhamento e na fase ativa se nota uma queda mais acentuada
dentre os individuos do grupo R em comparac¢édo aos NR. Apés o tratamento e cura
clinica da doenca, independente do paciente ser ou nao recidivante, ndo ha ganho
imediato de linfécitos T CD8* nesse momento. E cabivel, entdo, a inferéncia de que
esses linfocitos tém seu numero e funcdo prejudicados durante as fases iniciais
diante da inflamacéo intensa presente na LV. Como ha recuperacao clinica dos
pacientes apesar dessa situacdo, possivelmente, esse tipo celular ndo deve ser o
principal responsavel pela cura e melhora clinica durante o processo inicial.

Com o acompanhamento dos pacientes, é verificado que no grupo NR ha
ganho de linfécitos T CD8" de aproximadamente duas vezes em relacgéo a fase ativa
da doenca ap0s seis meses de tratamento, enquanto o grupo R mantém os valores
de mediana de contagem absoluta muito semelhantes em relacdo ao pds-tratamento
imediato, com ganho de 1,2 vezes. Esses resultados sugerem que ocorra uma
recuperacdo mais tardia de linfocitos T CD8" nos pacientes R, ou talvez ndo ocorram
de forma alguma em outros, nos quais, apos doze meses, o ganho foi de quase trés
vezes em relacdo a fase ativa, superando o ganho de pacientes NR e alcancando
valores absolutos semelhantes ao do grupo NR e dos controles sadios.

Nesse contexto, 0 conceito de exaustdo da resposta celular em doencas que
cursam com inflamacé&o cronica, como € o caso da LV, pode ser aplicado. Nessas
situacdes, os linfocitos T CD8" perdem sua funcionalidade (Gautam et al 2014) e
passam a apresentar moléculas com fungéo inibidora em sua superficie, como PDL1

e CTLA4 (Day et al 2006, Kaufmann et al 2007), e mais recentemente outros
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marcadores, TIM3 e LAGS, foram descritos (Singh et al 2019). Dessa maneira, a
funcdo citotdxica de defesa do organismo por parte dessas células esta gravemente
prejudicada na LV em sua fase ativa. E possivel que o aumento mais relevante
desses linfocitos s6 aconteca quando ha resolucdo do processo inflamatorio e
retorno da sua funcionalidade. Urge a necessidade de investigar a origem dessas
células com o objetivo de determinar se a elevacao dessas células também decorre
de liberagéo de novas células pelo timo.

Por outro lado, curiosamente houve uma correlacdo positiva entre 0s niveis
de linfocitos T CD8" e de transaminases. Isto nos levou a levantar a hipotese de que
o dano hepatico poderia estar associado a uma atividade citotoxica. Tal associacao
ja foi demonstrada na hepatite B (Lopes & Schinoni 2011) e na mononucleose
infecciosa por Epstein-Barr (Carvalho et al 1999).

Em paralelo a resposta imune celular, o acompanhamento dos niveis de
imunoglobulinas especificas anti-Leishmania e suas subclasses apés a doenca ativa
pode ter um significado importante na definicdo de cura e/ou maior chance de
recidiva (Marlais et al 2018, Fievez et al 2019). Neste estudo, em pacientes R, foi
visto que os niveis de 1gG3 se comportam de forma distinta daqueles que
alcancaram a cura clinica sem retorno dos sintomas. Estd claro que nesses
pacientes do grupo R, os niveis de 1gG3 se encontram persistentemente
aumentados em relacdo aos NR, o que pode evidenciar a presenca de estimulo
continuo do parasito, sem que tenha havido seu controle completo pelo sistema
imunolégico do hospedeiro.

Em diversos trabalhos (Ravindran et al 2004, Ganguly et al 2008 e Gomes et
al 2010), em infecc¢des tanto por L. infantum quanto por L. donovani, foi verificada
uma reducédo dos niveis das IgG1 e IgG3 em pacientes que apresentaram cura do
ponto de vista clinico alguns meses apds o tratamento. Assim como resultados
encontrados por Gomes e colaboradores (2010), verificou-se, de uma maneira geral,
uma reducdo significativa de 1IgG3 em pacientes com LV apds seis meses de
tratamento. Neste estudo brasileiro ndo foi levado em consideracéo a ocorréncia de
recidivas e comparacdo entre pacientes com os diferentes desfechos. Ao
analisarmos, em nossa casuistica, 0s grupos separadamente, € possivel observar
gue a queda de 1gG3 é muito mais importante em pacientes NR.

Em relagédo a IgG1, os resultados ndo mostraram diferenca significativa entre

os dois grupos R e NR, e também entre os periodos analisados — fase ativa, apds o
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tratamento e seis meses apos o tratamento. Contudo, 0s niveis séricos apresentam
tendéncia de queda em ambos 0s grupos, principalmente a partir dos seis meses de
seguimento. Resultados semelhantes foram observados em outro estudo com IgG1,
cujos niveis apresentaram reducdo mais gradual apds cura clinica em relacdo a
outra subclasse em questéo, IgG3 (Gomes et al 2010).

Houve ainda, uma correlacéo positiva entre os niveis séricos de IgG e IgG1,
sugerindo que a maior fracdo dos anticorpos especificos produzidos seja dessa
subclasse. Tal achado estd de acordo com a literatura, em que varios estudos
mostram a predominancia da IgG1 em relacéo a IgG3 (Caldas et al 2005).

Estudos indianos realizados com pacientes infectados com L. donovani e
presenca de IgG1 (Bhattacharyya et al 2014 e Mollet et al 2019) mostraram que 0s
niveis desses anticorpos se mantiveram elevados apés o episédio de LV ativa em
pacientes que apresentaram recidivas. Em seu trabalho, Mollet e colaboradores
(2019) mostraram que os niveis de IgG1 nos pacientes com LV decrescem de forma
mais substancial que os niveis de IgG anti-Leishmania total e que ha diferenca
significativa entre os niveis encontrados nos pacientes que apresentaram recidivas
em relacdo agueles que apresentaram cura clinica sem novos episodios da doenca.
Nesse estudo, foi avaliado inclusive o uso de um teste rapido para IgGl anti-
Leishmania, o que poderia ser uma forma eficaz e pratica de determinar os
pacientes sob maior risco de recidivas.

Neste presente trabalho, observou-se que na LV por L. infantum, os niveis de
IgG3 podem se comportar de maneira similar aos que foi descrito para 1IgG1 em
infeccbes por L.donovani, uma vez que o encontrado nesse estudo foi uma
persisténcia de niveis elevados dessa imunoglobulina no grupo R. Além disso, nés
verificamos que a IgG3 se correlacionou de forma positiva com o namero total de
episodios de LV, enquanto a relagdo com a contagem de linfocitos T CD4" foi
negativa. Assim, os niveis de IgG3 estao mais elevados em pacientes R e também
naqueles que apresentam contagens de T CD4" mais baixas, provavelmente com
menor controle parasitario. Esses fatos corroboram a hip6tese de que a persisténcia
de niveis aumentados de 1gG3 pode estar diretamente associado com a recidiva. A
importancia disso € substanciar a utilizacdo da IgG3 como um biomarcador de cura
clinica apos tratamento, especialmente em pacientes infectados por L. infantum.

Em um estudo anterior de nosso grupo, ja tinha sido visto a possibilidade de

utilizar esse substancia com proposito semelhante para outras formas de
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leishmaniose, como a tegumentar causada por L. braziliensis (Fagundes-Silva et al
2012). Neste trabalho foi observado que tanto IgG1 quanto IgG3 eram negativas na
maior parte dos pacientes assintomaticos com dois anos de tratamento, e foi
sugerido que poderiam funcionar como ferramenta de auxilio na tomada de decisdo
de interromper o acompanhamento na leishmaniose tegumentar.

Varios questionamentos ainda existem sobre a utilizacdo de IgGl e 1gG3
nesse sentido, visto que ainda ndo estéo definidos os valores de corte adequados
para considerar o paciente com maior ou menor risco para recidivas, tdo pouco o
tempo correto de acompanhamento dos titulos desses anticorpos apds o tratamento.
Esses fatores serdo importantes para nortear a tomada de decisdo e de que maneira
deve ser realizado o acompanhamento dos pacientes considerados de alto risco.

Por fim, ao analisarmos a IL-6, uma citocina reconhecidamente inflamatoria e
ja associada a prognostico mais grave na evolucdo da LV, observamos que existem
provavelmente comportamentos distintos de pacientes na fase ativa. Dois pacientes
NR e dois pacientes R apresentaram niveis séricos baixos de IL-6, semelhantes aos
dos controles sadios (0,1 pg/mL) enquanto um individuo de cada grupo apresentou
niveis proximos de 200 pg/mL. Seria esperado que pacientes com niveis mais
elevados dessa citocina apresentassem quadro clinico mais grave e, de fato, os dois
pacientes com niveis mais elevados, LV09 e LV12 apresentaram altos niveis de
PCR e pancitopenia acentuada, apesar de nenhum paciente ter evoluido com risco
eminente de morte. Observando os quinze pacientes, foi visto também que havia
uma relacdo entre IL-6 e alguns marcadores de gravidade laboratorial, como
hipoalbuminemia e leucopenia. Entretanto, em nivel individual, outros pacientes
apresentaram sinais de gravidade clinica e laboratorial sem relacdo direta com a IL-
6, evidenciando que outros mecanismos na LV podem desencadear quadros graves.

No pés-tratamento, com a reducdo do processo inflamatério, a maior parte
dos pacientes apresentou uma reducdo nos niveis séricos de IL-6, para valores
préximos ao limite de deteccdo. Surpreendentemente, apds seis meses de
seguimento ha grande variabilidade dos achados entre os pacientes e muitos voltam
a apresentar niveis elevados de IL-6 mesmo pertencendo ao grupo NR.

Assim, ainda nao temos elementos suficientes, gerados por este estudo, para
inferir se a IL-6 pode ter ou ndo um papel relevante na evolucao para recidivas. Séao
necessarios, portanto, mais estudos com maior contingente de participantes a fim de

descrever e investigar melhor o papel da IL-6 e de outras citocinas inflamatorias no
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seguimento desses pacientes, com intuito de definir se ha perfil inflamatério capaz
de diferenciar os pacientes que ir&o recidivar.

Diante do exposto, estad claro que as recidivas de LV em pacientes HIV
negativo configuram um novo desafio, tanto do ponto de vista clinico, na auséncia de
protocolos terapéuticos bem definidos, quanto do entendimento da patogénese,
cujos estudos sao centrados principalmente em pacientes coinfectados HIV/LV.
Nossos achados sugerem participagdo da imunidade celular e humoral nesse

processo e configuram o passo inicial nessa investigacao.
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. CONCLUSOES

Apesar de achados clinicos, hematoldgicos e bioquimicos sugerindo maior
acometimento organico na fase ativa e também uma recuperacdo mais
eficiente nos pacientes do grupo NR, néo foi possivel, nesta casuistica, definir
um perfil clinico capaz de diferenciar de forma significativo tais achados

daqueles apresentados pelos pacientes do grupo R.

Os linfécitos T CD4+ parecem estar envolvidos no controle eficiente do
parasito e sua recuperacdo apds o tratamento possivelmente € um dos
fatores que impede a ocorréncias de recidivas, mesmo em pacientes nao

coinfectados por HIV.

A persisténcia de niveis elevados de IgG3 se mostra como um possivel
marcador de recidivas em pacientes HIV negativos infectados por Leishmania

infantum.

A IL-6 parece ser um marcador de maior gravidade clinica nessa casuistica.
Entretanto, a atuacdo desta citocina em relacdo a recidivas ainda ndo esta

estabelecida.
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9. ANEXOS

9.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Voluntarios - Pacientes

Instituicdo Proponente: Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Laboratério de Interdisciplinar de
Pesquisas Médicas. Av. Brasil, 4365, Pav. Cardoso Fontes sala 21, Manguinhos, Rio de
Janeiro, RJ. Tel 0XX21-2562-1034 ou 1037

Instituicdo Responsavel:

Titulo do Projeto: “Avaliacdo prospectiva de parametros imunolégicos aplicaveis ao
monitoramento do curso clinico de pacientes co-infectados com leishmaniose
visceral e HIV-1” Pesquisador Responsavel: Alda Maria Da-Cruz, médica, Pesquisadora
Associada e Joanna Reis Santos de Oliveira, biéloga, pesquisadora colaboradora Equipe:
Leonardo Soares Pereira, Maria Rita Teixeira, Indiara Penido, Carmem Beatriz Wagner
Giacoia-Gripp, Glaucia Cota, Maria Luciana Silva-Freitas, Gabriela Castro. Aline Fievez,
Anastacio Queiroz de Sousa e Jose Angelo Lindoso.

Vocé estd sendo convidado a participar desse estudo porque os pesquisadores querem
investigar de que maneira vocé responde ao parasito causador da leishmaniose ou como
vocé responde ao virus que leva a AIDS. O objetivo é melhorar os conhecimentos sobre os
sintomas e o diagndstico destas doencgas, além de estudar como o sistema imunolégico do
organismo de uma pessoa que tem AIDS reage quando ela apresentar a0 mesmo tempo a
leishmaniose. Nos casos em que houver as duas doencas serd realizado um
acompanhamento clinico e laboratorial dos pacientes.

Nos casos de leishmaniose sem AIDS, vocé também podera fazer parte do estudo caso
seja de sua vontade. Os individuos que tiverem a infec¢céo pelo HIV, sem leishmaniose
também podem ser incluidos no estudo caso queiram. Nos casos de individuos sadios, vocé
também podera fazer parte deste estudo. O seu acompanhamento clinico estara garantido
independente de apresentar as duas, ou mesmo uma das doencas, bem como
independente de sua decisao de participar ou ndo do estudo.

Os resultados dos exames serdo comunicados e entregues a vocé ou ao médico

responsavel pelo seu acompanhamento.

Sua colaboracdao, caso esteja interessado em participar desse estudo, sera submeter-se aos
seguintes procedimentos, a serem realizados por profissionais de saude especializados:

1. Responder a um questionério contendo informagfes pessoais, da sua residéncia e das
doencas que vocé apresentou ou tem neste momento.

2. Consulta ambulatorial periédica para realizacdo de exame clinico e exames
laboratoriais de rotina necessarios para o diagndstico da leishmaniose que serdo
realizados pela equipe médica do hospital (coleta de sangue, biopsia e teste de
Montenegro). Os exames consistirdo em uma coleta de sangue que devera ser
repetida a cada visita sua, ou seja, a cada dois meses, ao longo de 12 meses,
totalizando 8 visitas. Nos casos em que vocé apresente recaida da doenca, como
febre, aumento do volume abdominal e perda de peso, vocé devera procurar o hospital
para ser examinado e nova coleta de sangue pode ser necessaria. Ndo aplicavel se
vocé for um individuo saudével e sem suspeita de leishmaniose.
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3. Teste de Montenegro. Este consiste na aplicacdo de 0,1 ml de uma soluc¢do contendo
parasitos mortos pelo mertiolate. A leitura na pele é feita em 48h. Este podera ser
repetido quando for necesséario avaliar minha imunidade para a leishmaniose._N&o
aplicavel aos individuos sadios e sem suspeita de leishmaniose.

4. Coleta de 45 ml de sangue (equivalente a trés colheres de sopa de sangue) através de
agulha que fara puncdo da veia do braco. Esta coleta devera ser repetida
periodicamente (a cada dois ou quatro meses).

5. Coleta de sangue para realizar sorologia anti-HIV com a sua autorizacao.

6. Caso haja o diagnostico de AIDS vocé serd acompanhado e tratado.

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

Caso vocé autorize que ap6s as andlises desse estudo, a parte restante (sobras) das suas
amostras biol6égicas (sangue, bidpsias) seja guardada na FIOCRUZ, para serem utilizados
em futuros projetos de pesquisa, apds andlise e aprovacéo de um Comité de Etica, autorize
e assinale abaixo. Todos os esfor¢cos serdo feitos para que vocé seja contatada de novo no
futuro, caso os pesquisadores tenham novas ideias a serem estudadas, e autorize a
realizacdo da pesquisa. Para tanto, vocé devera manter o seu cadastro na instituicao
sempre atualizado.

() Autorizo o armazenamento das amostras biologicas restantes por até trés anos apés a
finalizacdo do meu acompanhamento clinico laboratorial.

() N&o autorizo o armazenado das amostras biologicas restantes apoés a finalizagdo do meu
acompanhamento clinico laboratorial, e desejo que as amostras sejam destruidas.

ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

Caso vocé autorize o armazenamento do restante das suas amostras, estas ficarao
estocadas no laboratério na Fiocruz-RJ e serdo utilizadas s6 até dois anos apds a
finalizacdo do seu acompanhamento clinico-laboratorial. Além disso, essas amostras
restantes sO serdo utilizadas novamente, mediante seu novo consentimento e autorizacao
do Comité de Etica da instituicdo. Vocé podera pedir informacdes associadas ao seu
material biolégico humano armazenado a qualquer momento. Apds esse periodo, elas serdo
descartadas completamente. A pesquisadora responsavel pelo biorrepositério serd a Dra.
Alda Da-Cruz do LIPMed (tel:21-2562-1034).

RISCOS DA COLETA DE SANGUE E MATERIAIS BIOLOGICOS:

A coleta de sangue pode causar desconforto, sangramento ou rouxidao no local da
picada da agulha. Um pequeno coagulo pode se formar no local da picada da agulha e pode
haver inchago na regido. H4 um pequeno risco de infecgdo leve no local da picada. Também
podem ocorrer vertigem e desmaios no momento da picada da agulha. Todos os cuidados
apropriados serdo tomados, como 0 uso de seringa, agulha e gaze descartavel assim como

alcool para limpeza local, entre outros.

Esclarecimentos sobre os outros procedimentos e inconvenientes:

O teste de Montenegro é utilizado rotineiramente para o diagnostico da leishmaniose e
quando for positivo indica que o organismo é capaz de ter resisténcia imunoldgica ao
parasito causador da doenca. No entanto, o teste NAO deve ser aplicado nos individuos
alérgicos a mertiolate. A reacao positiva se acompanha de vermelhiddo e endurecimento da
pele no local onde o teste foi aplicado. Rea¢cbes mais intensas como inflamacao, ulceracéo
da pele, ou mesmo febre também podem ocorrer, mas séo raras. Ndo aplicavel se vocé for
um individuo saudével e sem suspeita de leishmaniose.

Para o diagnostico também sera realizada uma biépsia da Ulcera para quem tem suspeita de
doenca na pele, ou para quem tem suspeita de doenca nas visceras sera retirado sangue da
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medula para a realizacdo do diagnostico. Os individuos alérgicos ao anestésico NAO
poderdo fazer bidpsia. As complicacdes que podem ocorrer sdo dor e sangramento local
que regridem geralmente ao final de dois a trés dias. A bidpsia é feita com anestésico local a
nivel ambulatorial. Ndo aplicavel se vocé for um individuo saudéavel e sem suspeita de
leishmaniose.

Todas as amostras biolégicas colhidas sdo necessérias para um diagnéstico acurado da
infeccdo e deverdo ser utilizado somente para fins de diagnostico e pesquisa.

PARTICIPAR DO ESTUDO TRAZ BENEFICIOS?

E possivel que vocé ndo obtenha nenhum beneficio de sua participacéo no estudo,
embora os pesquisadores possam descobrir novos exames de laboratério que poderéo
ajudar a prevenir a evolucdo da leishmaniose ou novos episddios dessa doenga, apds o
tratamento. Os resultados dos exames serdo comunicados e entregues a vocé e ao médico
responsavel pelo seu acompanhamento.

Os conhecimentos obtidos no estudo poderdo ajudar a outras pessoas no futuro que

tenham a mesma doenga.
E O SIGILO?

Serdo feitos todos os esforgcos para manter a confidencialidade das suas
informacfes pessoais. A publicacdo de qualquer material do estudo ndo usara seu nome e
ndo o identificar4 pessoalmente. Serdo utilizados cddigos com as iniciais de umas das duas
doencas (H ou L) e um namero correspondente a entrada no protocolo de estudo (HO1, HO2,
HO3, LVO01, LV02).

QUAIS SAO OS CUSTOS ENVOLVIDOS?

N&o ha custos para vocé no que diz respeito aos medicamentos, as visitas, e aos

procedimentos do estudo. Vocé so precisara vir ao hospital.

RECEBEREI ALGUM PAGAMENTO?

Vocé nao recebera nenhum tipo de pagamento por participar deste estudo.

O QUE ACONTECE SE EU SOFRER ALGUM DANO?

Se vocé sofrer algum dano em decorréncia da participagdo no estudo, vocé recebera
imediatamente o tratamento adequado para suas lesdes através do Centro de Referéncia
em Leishmanioses onde vocé é acompanhado, sem custos para vocé. Nao existe nenhum
programa de compensacdo financeira por estas instituicbes. Entretanto, vocé ndo estara

renunciando a nenhum de seus direitos legais ao assinar este termo de consentimento.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS COMO PARTICIPANTE DE PESQUISA?
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A participacdo no estudo € totalmente voluntaria. Vocé pode optar por ndo participar
do estudo ou pode sair do estudo a qualquer momento. Optar por n&o participar ou deixar o
estudo ndo terd nenhum efeito em outros estudos que queira participar, e ndo resultara em
nenhuma penalidade ou perda de beneficios aos quais, de outro modo, vocé tem direito.
Vocé serd informado/a de quaisquer dados novos, do estudo em questdo ou de outros
estudos, que possam afetar a sua salde, o seu bem-estar ou a sua vontade de permanecer
no estudo. Se quiser receber os resultados do estudo, comunique isso a equipe responsavel
e mantenha sempre atualizado os seus contatos com a equipe da pesquisa.

O termo de consentimento livre e esclarecido sera assinado e datado em duas vias,
pelo pesquisador e por vocé e vocé receberd uma via do termo de igual teor assinada e
datada.

O QUE DEVO FAZER SE TIVER DUVIDAS OU DIFICULDADES?

Se vocé tiver alguma davida sobre o estudo ou algum dano decorrente do estudo,
entre em contato com:
e Dra. Joanna Reis ou Dra. Alda Da-Cruz.
e Numero de telefone: (21)2562-1034 ou 1035/ (21)99989-6527.

e Dr. Anastacio Queiroz (médico pesquisador do Hospital Sdo José de Doencas
Infecciosas do Ceard). Tel: (0XX85) 9981-6358

Se quiser fazer qualquer pergunta sobre os seus direitos/direitos de seu(sua) filho(a)

como participante de pesquisa, entre em contato com:

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC
Instituto Oswaldo Cruz / Fundacdo Oswaldo Cruz

Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expanséo)

Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360

Tel.: (21) 3882-9011

e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

PAGINA DE ASSINATURAS

Se vocé leu este termo de consentimento (ou se ele lhe foi lido e explicado), todas as

suas perguntas foram respondidas e vocé concorda em participar do estudo em questao,

por favor, assine abaixo.
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Nome do participante

(em letras de forma)

Assinatura do participante e data

Nome do responsavel legal

(em letras de forma)

Assinatura do responséavel legal e data

Nome do membro da equipe
responsavel pela obtencéo
do consentimento

(em letra de forma)

Assinatura do membro da equipe
responsavel pela obtengéo

do consentimento e data

Nome da testemunha
(em letra de forma)

(se necessario)

Assinatura da testemunha e data

(se necessario)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Voluntarios - Sadios

Instituicdo Proponente: Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Laboratério de Interdisciplinar de
Pesquisas Médicas. Av. Brasil, 4365, Pav. Cardoso Fontes sala 21, Manguinhos, Rio de
Janeiro, RJ. Tel 0XX21-2562-1034

Instituicdo Responsavel:

Titulo do Projeto: “Avaliacdo prospectiva de pardmetros imunoldgicos aplicaveis ao
monitoramento do curso clinico de pacientes co-infectados com leishmaniose
visceral e HIV-1” Pesquisador Responsavel: Alda Maria Da-Cruz, médica, Pesquisadora
Associada e Joanna Reis Santos de Oliveira, bidloga, pesquisadora colaboradora Equipe:
Leonardo Soares Pereira, Maria Rita Teixeira, Indiara Penido, Carmem Beatriz Wagner
Giacoia-Gripp, Glaucia Cota, Maria Luciana Silva-Freitas, Gabriela Castro. Aline Fievez,
Anastacio Queiroz de Sousa e Jose Angelo Lindoso.

Vocé estd sendo convidado a participar desse estudo porque os pesquisadores querem
investigar de que maneira os pacientes respondem ao parasito causador da leishmaniose ou
como eles respondem ao virus que leva a AIDS. O objetivo é melhorar os conhecimentos
sobre os sintomas e o diagnostico destas doencas, além de estudar como o sistema
imunolégico do organismo de uma pessoa que tem AIDS reage quando ela apresentar ao
mesmo tempo a leishmaniose. No entanto, este estudo necessita que todos os resultados
sejam comparados ao que acontece normalmente em individuos sadios. Vocé esta sendo
convidado para fazer parte deste estudo por esse motivo.

Os resultados dos exames serdo comunicados e entregues a vocé ou ao

médico responsavel pelo seu acompanhamento.

Sua colaboracéo, caso esteja interessado em participar desse estudo, sera submeter-se aos
seguintes procedimentos, a serem realizados por profissionais de salde especializados:
1. Responder a um questionario contendo informagfes pessoais, da sua residéncia e
das doencas que vocé apresentou ou tem neste momento.
2. Coleta de 45 ml de sangue (equivalente a trés colheres de sopa de sangue) através
de agulha que fara puncéo da veia do brago.

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

Caso vocé autorize que ap06s as andlises desse estudo, a parte restante (sobras) das suas
amostras bioldgicas (sangue) seja guardada na FIOCRUZ, para serem utilizados em futuros
projetos de pesquisa atrelados a este presente estudo, apOs andlise e aprovacdo de um
Comité de Etica, autorize e assinale abaixo. Todos os esforgos ser&o feitos para que vocé
seja contatada de novo no futuro, caso os pesquisadores tenham novas ideias a serem
estudadas, e autorize a realizacdo da pesquisa. Para tanto, vocé devera manter o seu
cadastro na instituicdo sempre atualizado.

() Autorizo o armazenamento das amostras biolégicas restantes por até trés anos apos a
finalizagdo do meu acompanhamento clinico laboratorial.

( ) Nao autorizo o armazenado das amostras biolégicas restantes apoés a finalizacdo do meu
acompanhamento clinico laboratorial, e desejo que as amostras sejam destruidas.
ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

Caso vocé autorize o armazenamento do restante das suas amostras, estas ficardo
estocadas no laboratério na Fiocruz-RJ e serdo utilizadas s6 até dois anos apds a
finalizagdo do acompanhamento clinico-laboratorial dos pacientes. Além disso, essas
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amostras restantes sO serdo utilizadas novamente, mediante seu novo consentimento e
autorizacdo do Comité de Etica da instituicdo. Vocé podera pedir informagées associadas ao
seu material biol6gico humano armazenado a qualquer momento. Apos esse periodo, elas
serdo descartadas completamente. A pesquisadora responsavel pelo biorrepositério sera a
Dra. Alda Da-Cruz do LIPMed (tel:21-2562-1034).

RISCOS DA COLETA DE SANGUE E MATERIAIS BIOLOGICOS:

A coleta de sangue pode causar desconforto, sangramento ou rouxiddo no local da
picada da agulha. Um pequeno codgulo pode se formar no local da picada da agulha e pode
haver inchago na regido. H4 um pequeno risco de infecgdo leve no local da picada. Também
podem ocorrer vertigem e desmaios no momento da picada da agulha. Todos os cuidados
apropriados serdo tomados, como 0 uso de seringa, agulha e gaze descartavel assim como
alcool para limpeza local, entre outros.

Todas_ as amostras biolégicas colhidas serdo utilizadas somente para fins de diagnéstico e
pesquisa.

PARTICIPAR DO ESTUDO TRAZ BENEFICIOS?

E possivel que vocé ndo obtenha nenhum beneficio de sua participagdo no
estudo, embora os pesquisadores possam descobrir novos exames de laboratério
gue poderdo ajudar a prevenir a evolucdo da leishmaniose ou novos episédios
dessa doenca, apds o tratamento. Os resultados dos exames serdo comunicados e

entregues a vocé e ao médico responsavel pelo seu acompanhamento.

Os conhecimentos obtidos no estudo poderdo ajudar a outras pessoas no futuro que

tenham a mesma doenga.
E O SIGILO?

Serdo feitos todos os esforcos para manter a confidencialidade das suas
informagdes pessoais. A publicacdo de qualquer material do estudo ndo usara seu nome e
nao o identificara pessoalmente. As amostras dos individuos sadios receberdo um cdédigo de
controle negativo e um numero correspondente a ordem de entrada no estudo (Exemplo:
CNO1, CNO02).

QUAIS SAO OS CUSTOS ENVOLVIDOS?

N&o ha custos para vocé no que diz respeito aos procedimentos do estudo.

RECEBEREI ALGUM PAGAMENTO?

Vocé ndo recebera nenhum tipo de pagamento por participar deste estudo.

O QUE ACONTECE SE EU SOFRER ALGUM DANO?

Se vocé sofrer algum dano em decorréncia da participagdo no estudo, vocé recebera
imediatamente o tratamento adequado para suas lesdes através do Centro de Referéncia
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em Leishmanioses onde vocé é acompanhado, sem custos para vocé. Desse modo,
qualquer dano que vocé sofra em decorréncia dos procedimentos citados no item: RISCOS
DA COLETA DE SANGUE E MATERIAIS BIOLOGICOS, normalmente aplicados na rotina e
no seu acompanhamento clinico sera assegurado pela instituicdo. Tal informacao foi
incluida no TCLE. Nao existe nenhum programa de compensacdo financeira por estas
instituicbes. Entretanto, vocé ndo estara renunciando a nenhum de seus direitos legais ao
assinar este termo de consentimento.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS COMO PARTICIPANTE DE PESQUISA?

A participacdo no estudo é totalmente voluntaria. Vocé pode optar por ndo participar
do estudo ou pode sair do estudo a qualquer momento. Optar por néo participar ou deixar o
estudo ndo terd nenhum efeito em outros estudos que queira participar, e ndo resultara em
nenhuma penalidade ou perda de beneficios aos quais, de outro modo, vocé tem direito.
Vocé serd informado/a de quaisquer dados novos, do estudo em questdo ou de outros
estudos, que possam afetar a sua saude, o seu bem-estar ou a sua vontade de permanecer
no estudo. Se quiser receber os resultados do estudo, comunigue isso a equipe responsavel

e mantenha sempre atualizado os seus contatos com a equipe da pesquisa.

O termo de consentimento livre e esclarecido serad assinado e datado em
duas vias, pelo pesquisador e por vocé e vocé recebera uma via do termo de igual
teor assinada e datada.

O QUE DEVO FAZER SE TIVER DUVIDAS OU DIFICULDADES?

Se vocé tiver alguma davida sobre o estudo ou algum dano decorrente do estudo,
entre em contato com:
e Dra. Joanna Reis ou Dra. Alda Da-Cruz.
e Numero de telefone: (21)2562-1034 ou 1035/ (21)99989-6527.

e Dr. Anastacio Queiroz (médico pesquisador do Hospital Sdo José de Doencas
Infecciosas do Ceard). Tel: (0XX85) 9981-6358

Se quiser fazer qualquer pergunta sobre os seus direitos/direitos de seu(sua) filho(a)

como participante de pesquisa, entre em contato com:

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC
Instituto Oswaldo Cruz / Fundacéo Oswaldo Cruz

Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expans&o)

Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360

Tel.: (21) 3882-9011

e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br
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PAGINA DE ASSINATURAS

Se voceé leu este termo de consentimento (ou se ele lhe foi lido e explicado), todas as

suas perguntas foram respondidas e vocé concorda em participar do estudo em questao,

por favor, assine abaixo.

Nome do participante Assinatura do participante e data

(em letras de forma)

Nome do responsavel legal Assinatura do responsavel legal e data

(em letras de forma)

Nome do membro da equipe Assinatura do membro da equipe
responsavel pela obtencéo responsavel pela obtencéo
do consentimento do consentimento e data

(em letra de forma)

Nome da testemunha Assinatura da testemunha e data
(em letra de forma) (se necessario)

(se necessario)
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9.2. Aprovacdes no Comité de Etica em Pesquisas com seres humanos
(I0C, HEM/FHEMIG, Centro de Pesquisa René Rachou)

FIOCRUZ/IOC

FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ - Wﬂp

Contnuacso do Parecer. 2 121284

'_‘ﬁpo Documento Arguivo Eostagem Autor Situacao

Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/05/2017 Aceito

do Projeto ROJETO 880170.pdf 13:57:34

Projeto Detalhado / |Projeto_ CEP_2017.doc 09/05/2017 |Joanna Reis Santos | Aceito

Brochura 13:56:32 |de Oliveira

investigador |

TCLE/Termosde |TCLE_2017.doc 09/05/2017 |Joanna Reis Santos | Aceito

Assentimento / 13:56:18 |de Oliveira

Justificativa de

Auséncia

Declaracédo de anuencia_pesquisador_SP.pdf 14/04/2017 |Joanna Reis Santos | Aceito

Pesquisadores 09:22:28 | de Oliveira

Declaracao de anuencia_pesquisadora_ceara.pdf 14/04/2017 |Joanna Reis Santos | Aceito

Pesquisadores 09:12:25 |de Oliveira

Declaracao de anuencia_pesquisador_ceara.pdf 14/04/2017 |Joanna Reis Santos | Aceito

Pesquisadores 09:10:38 | de Oliveira

Folha de Rosto folha_rosto.pdf 14/04/2017 |Joanna Reis Santos | Aceito
09:02:30__|de Oliveira

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Néo

RIO DE JANEIRO, 14 de Junho de 2017

Assinado por:
José Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador)
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HOSPITAL EDUARDO DE Plataforma
MENEZES/ HEM/ FHEMIG %aﬂ

Continuac 80 do Parecer. 2 630.609

Deveréo ser colocados no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido os dados de contato do Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Eduardo de Menezes:

Endereco: Rua Dr. Cristiano Resende, 2213 - Bonsucesso. Belo Horizonte.

Telefone: 31-3328-5084.

E-mail: hem.cep@fhemig.mg.gov.br

Informar periodicamente ao CEP/HEM, resultados parciais e resultado final da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Aprovado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo FPostagem Autor Situagdo
TCLE / Termos de | TCLE_2018_final.pdf 26/03/2018 |Joanna Reis Santos | Aceito
Assentimento / 11:05:11 | de Qliveira
Justificativa de
Auséncia
Outros Biorepositorio.pdf 26/03/2018 |Joanna Reis Santos | Aceito

11:04:38 | de Oliveira
Qutros Pendencias.pdf 26/03/2018 |Joanna Reis Santos | Aceito
11:04:11 de Oliveira
Projeto Detalhado / |Projeto CEP_2017.doc 09/05/2017 | Joanna Reis Santos | Aceito
Brochura 13:56:32 |de Oliveira
Investigador

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

BELO HORIZONTE, 02 de Maio de 2018

Assinado por:
JADER BERNARDO CAMPOMIZZI
(Coordenador)

Enderego: Av. Dr.Cristiano Rezends, 2213

Bairo: Bonsucesso CEP: 30.622-020

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: (21)3328-5084 Fax: (31)3328-5006 E-mail: hem.cep@ihemig.mg.gov.br
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CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDAGAO GRBraml o
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

Conbinug B &0 Parecor. 2141 105

Consideragies sobre os Termos de apresentacac obrigatoria:
580 apreseniados dois TCLE:
Para Pacientes am investigacdo de co-infecgdo Lekhmania’HIy & autro para Voluntarios - Pacientes,

Recomendagdes:

Recomenda-se anexar o documento de Anuéncia dos pesquisadores do Instituto de Pesgquisa René
Rachou

Concluscess ou Pendancias & Lista de Inadequagdes:

O projeto estd suficientemente claro em seus propasiios & devidamente fundamentado sob o ponto de vista
1echico & ético.

Apresenta a de forma clara os TCLE.

O projeto foi aprovadao pelo Comité de Etica am Pesquisas do nstituta Oswaldo Cruz em 130062017,

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Apds submiss®o e analise criteriosa do protocolo &m guestio. constamas que o estudo atende 308 aspecios
fundamentais da Resclusdo 466/2012 do Comselho Macional de Salde, sobre Diretrizes & Normas
Regulameniadoras de Pesguisas Envolvendo Seres Humanos. Diante do exposto, o Comité de Etica do
CPgRR/FIOCRUZ Minas, de acordo com as atribuicdes a ele concedidas pela Legislagdo vigente, manifesta
-s& pela aprovasdo do projete de pesguisa propesto. Frma-se, diants deste documento, a necessidade de
seram apresentados os relaldrios anuais e final, bem como a notificacio de eventos adversos, de emendas

ou medificagdes no protocolo para apreciagdo da CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixeo relacionados:

Tipo Documento Arguivg Paostagem Autor Siluagio
Informagdes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/05/2017 Acsito
do Projeto BQJETO &30170 pof 125734
Projeta Detalhade ! |Projeta_CEP_201T doe 09/05:2017 |Joanna Reis Sanios | Acsito
Brochura 125832 |de Cliveira
| Invastigador
TCLE / Termos de |TCLE_Z017.doc 09/05/2017 |Joanna Reis Sanios | Aceifo
Assentimenta | 12:568:118  |de Cliveira
Justificatva de
Auséncia

Endere¢o:  Avenida Augusto de Lima, 17135

Bairro:  Barro Prsto CEP:  230.190-002
UF: M Municipie: BELD HORIZONTE
Telefone: (31)3343-TE25 Fa:  (3113349-TH2S E-mall: cepsh-cpgmiQicpgm Socruz br
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CENTRO DE PESQUISAS

RENE RACHOUFUNDAGAO ‘GQRBram
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/
Conbrus; 8o do Pearecer 2 141 103
Informacbes Basicas PB_INFORMAC&S_&SICAS_DO_P 14042017 Aceto
do Projeto ROJETO 8380170 pdf 11:43:02
Declaragao de anuencia_pesquisador_SP pdf 14/04/2017 |Joenna Res Santos | Aceto
P i 092228 |de Ofveira
Declaracao de anuencia_pesquisadora_ceara pdf 14/04/2017 |Joanna Reis Santos | Aceito
Pesquisadores . 091225 |ce Obvera
Declaracdo de anuencis_pesquisador_ceara.pdf 14/04/2017 |Joanna Res Santos | Aceto
P i 09:10:33 3
Folha de Rosto folha_rosto, pdf 14042017 |Jcanna Res Santos | Aceto
990230 lge Oivers

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreclagao da CONEP:

N&o

BELO HORIZONTE. 27 de Junho de 2017

Assinado por:
MARCELO PASCOAL
(Coordenador)
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