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AVALIAQAQ DAS CONCENTRACOES SERICAS DE LEPTINA,
LIPOPOLISSACARIDEO, IMUNOGLOBULINAS IgG1 E IgG 3 COMO FATORES
ASSOCIADOS A GRAVIDADE NA LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) é a forma clinica mais grave das leishmanioses, devido as
frequentes complicacbes e potencial de evolucdo para a morte, quando nao tratada.
Apresenta ampla distribuicdo geografica, prevalecendo em condicbes de pobreza, o que
contribui para manutencao do quadro de desigualdade social. O propdésito desta tese foi i)
Descrever as caracteristicas sociodemograficas de individuos com LV atendidos no Hospital
Sao Joseé de Doencas Infecciosas (HSJ); ii) Avaliar as caracteristicas clinicas e laboratoriais
dos individuos com LV nédo coinfectados pelo HIV; iii) Avaliar se os niveis séricos das
interleucinas (IL) 6 e 10 estdo aumentados em individuos com LV, nas fases ativa e pos-
tratamento; iv) Correlacionar as concentracdes séricas de leptina e lipopolissacarideo com
indicadores hematolégicos e bioquimicos utilizados como paréametros de gravidade em
individuos com LV e v) Observar se as subclasses de imunoglobulinas IgG1 e IgG3 podem
ser preditivas de prognéstico de evolugéo clinica na LV. No periodo de maio de 2015 a agosto
de 2016, foram selecionados 64 casos, 53 (83%) eram do sexo masculino e 11 (17%) do
feminino. A idade média foi de 43 anos, tendo participantes de 7 a 85 anos, internados ou em
atendimento ambulatorial. O tempo médio para o diagnostico de LV foi de 65 dias. Os
individuos foram entrevistados e tiveram suas amostras sanguineas colhidas para avaliacao
de parametros hematolégicos e bioquimicos, em periodos definidos como fase ativa e um més
pos-tratamento (1mpt). Desta populagéo, foram identificados 31 individuos ndo coinfectados,
de 18 a 60 anos e que, por apresentarem algum parametro de gravidade, foram internados
para tratamento. Para a realizagdo das quantificagdes séricas de leptina, subclasses de IgG1
e 1IgG3 e IL-6 e IL-10, foram utilizados ensaio imunoenzimatico (ELISA) e para a quantificacdo
de lipopolissacarideo (LPS), o ensaio do Lisado de Amebdcitos do Limulus (LAL). Doadores
de sangue sem LV e sem HIV (N=10) constituiram o grupo controle. Em relacdo aos
biomarcadores, os niveis elevados de LPS e de IL-6 e IL-10 na fase ativa da LV e diminuidas
no poés-tratamento corroboram com a hipotese de que a translocacao bacteriana ocorre na LV
e deve ser um fator adicional a contribuir na ativacdo celular. Foram encontradas correlacées
significativas (p<0,05) entre a leptina e as contagens de leucocitos, dosagens de hemoglobina
e albumina e o LPS teve correlacdo com as contagens de leucécitos, demonstrando que estes
biomarcadores estdo associados aos parametros de gravidade laboratoriais. O maior
decréscimo dos niveis de IgG3, apdés um més de tratamento, sugere que este critério
laboratorial pode ser utilizado para avaliar a evolugao clinica na LV.

Palavras-chaves: leishmaniose visceral, diagndstico, biomarcadores.
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EVALUATION OF SERUM CONCENTRATIONS OF LEPTIN, LIPOPOLYSACARID,
IMMUNOGLOBULINS, 1gG1 AND IgG 3 AS FACTORS ASSOCIATED TO SEVERITY IN
VISCERAL LEISHMANIOSIS

ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (VL) is the most severe clinical form of leishmaniasis, due to the
frequent complications and the potential for evolution to death, when left untreated. It has a
wide geographical distribution, prevailing in conditions of poverty, which contributes to
maintaining the situation of social inequality. The purpose of this thesis was i) To describe the
sociodemographic characteristics of individuals with VL treated at Hospital Sdo José de
Infectious Diseases (HSJ); ii) Assess the clinical and laboratory characteristics of individuals
with VL not co-infected with HIV; iii) Assess whether serum levels of interleukins (IL) 6 and 10
are increased in individuals with VL, in the active and post-treatment phases; iv) Correlate
serum leptin and lipopolysaccharide concentrations with hematological and biochemical
indicators used as severity parameters in individuals with VL and v) Observe whether the
subclasses of immunoglobulins IgG1 and IgG3 can be predictive of the prognosis of clinical
evolution in VL. From May 2015 to August 2016, 64 cases were selected, 53 (83%) were male
and 11 (17%) female. The average age was 43 years, with participants from 7 to 85 years old,
hospitalized or in outpatient care. The mean time to diagnosis of VL was 65 days. The
individuals were interviewed and had their blood samples collected for evaluation of
hematological and biochemical parameters, in periods defined as the active phase and one
month after treatment (1mpt). Of this population, 31 non-coinfected individuals, aged 18 to 60
years, were identified and, for presenting some severity parameter, were admitted for
treatment. To perform serum leptin quantifications, subclasses of IgG1 and IgG3 and IL-6 and
IL-10, immunoenzymatic assays (ELISA) were used and for the quantification of
lipopolysaccharide (LPS), the Limulus Amebocyte Lysate (LAL) assay ). Blood donors without
VL and without HIV (N = 10) constituted the control group. Regarding biomarkers, high levels
of LPS and IL-6 and IL-10 in the active phase of VL and decreased in post-treatment
corroborate the hypothesis that bacterial translocation occurs in VL and should be an additional
contributing factor in cell activation. Significant correlations (p <0.05) were found between
leptin and leukocyte counts, hemoglobin and albumin measurements and LPS correlated with
leukocyte counts, demonstrating that these biomarkers are associated with laboratory severity
parameters. The greatest decrease in IgG3 levels, after one month of treatment, suggests that
this laboratory criterion can be used to assess the clinical evolution in VL.

Keywords: visceral leishmaniasis, diagnosis, biomarkers.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV), popularmente conhecida por calazar (febre
negra, do hindu Kala-azar) € uma doenca causada por protozoarios
intracelulares pertencentes ao género Leishmania, pertencentes ao complexo L.
(L.) donovani. No Brasil, o agente etiolégico € a L. (L.) infantum, anteriormente
chamada L. chagasi.

A leishmaniose é considerada endémica em 98 paises, com mais de 350
milhdes de pessoas em condi¢des de risco e estima-se que aproximadamente
200.000 a 400.000 casos novos de leishmaniose visceral e de 700.000 a 1.2
milhGes de casos novos de leishmaniose cutanea ocorrem cada ano em todo o
mundo. Mais de 90% dos casos de LV ocorrem em seis paises: Bangladesh,
Brasil, Etiopia, india, Suddo do Sul e Sud&o (Figura 1) (WHO 2015).

Niimero de novos casos
de LV relatados, 2013

N =5000

M 1000 4999

B 100-999 [ Nenhum caso autdctone relatado
= <100 (23 Sem dados

o [ Nao aplicavel

Figura 1: Distribuicdo da endemicidade da leishmaniose visceral no mundo. Fonte:
adaptado de WHO acessado em 19/06/2017.

A leishmaniose visceral € autéctone em 12 paises das Américas
(Conceicao-Silva 2014), sendo registrado no periodo de 2001 a 2015 o total de
52.176 casos, com meédia anual de 3.835 casos. Em 2015, um total de 3.456
casos foi registrado em oito paises, dentro de 56 estados e distribuidos em 928

municipios. Os paises que concentram o0 maior nimero de casos sao Brasil com
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95% (3.289) dos casos, seguidos do Paraguai, 2,7% (92) e Venezuela, 1,1%
(37); sendo que Brasil e Paraguai apresentaram as maiores taxas de incidéncia,
com 4,35 e 3,85 casos por 100.000 habitantes, respectivamente (OPAS 2016).

A taxa de cura foi de 68,6% (2.372). Foram relatados 268 casos de ébitos.
No Brasil (251), na Venezuela (9) e no Paraguai (8), com uma taxa de letalidade
de 7,6%, 24% e 8,7%, respectivamente, representando um aumento nesta taxa
nos trés paises, quando comparado a anos anteriores (OPAS 2017).

No Brasil, as estratégias de controle estdo centradas e dirigidas
verticalmente para o controle do reservatdrio canino (inquérito sorolégico canino
e eutanasia em cées sororreagentes), bem como para a aplicacéao de inseticidas,
diagnéstico e tratamento adequado dos casos humanos registrados. Entretanto,
a complexidade da ecologia e epidemiologia da doenga, com o vetor
apresentando elevada capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes,
inclusive o urbano, associado a ocupacdo urbana desordenada, criando
condicOes insalubres de moradia e saneamento basico, além das dificuldades
Nno acesso aos servicos de saude, contribuem para a continuidade da
transmissao da LV (Brasil 2014).

Nos anos 80, a doenca, antes restrita as areas rurais do nordeste
brasileiro, avancou para outras regides alcancando inclusive a periferia de
grandes centros urbanos, causando uma transformacgdao drastica na distribuicao
geografica da LV no Brasil. A partir dos anos 90, os estados Paréd e Tocantins
(regido Norte), Mato Grosso do Sul (regido Centro Oeste) e Minas Gerais e Sao
Paulo (regido Sudeste) passaram a influir de maneira significativa nas
estatisticas da LV no Brasil. Atualmente, a doenga encontra-se amplamente
difundida no pais, com casos registrados nas cinco regiées brasileiras e 21
Unidades Federadas (Brasil 2014).

No Cear4, os primeiros casos notificados de leishmaniose visceral datam
da década de 30. A partir de 1986, a doenca comeca a ser descrita de forma
continua (Badar6 et al 1986b). No periodo de 2007 a 2016, foram notificados
9.228 casos e destes 5.657 (61,3%) foram confirmados. A média anual de
leishmaniose visceral, no periodo, foi de 565 casos confirmados e a incidéncia
de 6,3 casos/100.000 hab. E possivel observar reduco no nimero de casos ao
longo dos anos sendo que em 2007 foram registradas 719 ocorréncias da
doenga e em 2015 esse numero passou para 542, o que representa uma queda
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de 24%. Os homens, historicamente, sdo mais acometidos pela doenca do que
as mulheres (em média 66% dos casos). Ao analisar a faixa etaria dos casos
confirmados de leishmaniose visceral, observa-se que os adultos de 20 a 39
anos sao os mais acometidos pela doenca, somando 24,3% (1.375/5.657),
seguido das criancas de 1 a 4 anos, que representam 23,8% (1.348/5.657) das
notificacbes (Governo do Estado do Ceara 2016).

Entre 2007 e 2015, houve aumento de 41,7% no numero de Obitos,
passando de 29 para 41 ocorréncias e a média anual foi de 34 6bitos. A taxa de
letalidade apresentou média de 6,1%, atingindo o maior percentual em 2011
(8,1%) e reduzindo para 7,6% em 2015. No mesmo periodo, ocorreram 342
mortes pela doenca no Ceara. Dos 80 municipios que registraram o6bitos,
Fortaleza (132), Sobral (18), Caucaia (18), Maracanau (17) e Juazeiro do Norte
(13) aparecem com maior niumero de confirmagbes (Governo do Estado do
Ceara 2016).

1.2 Vetor e ciclo biolégico da Leishmania (Leishmania) infantum

A principal forma de transmissédo do parasita para 0 homem e outros
hospedeiros mamiferos é através da picada de fémeas de dipteros da familia
Psychodidae, sub-familia Phlebotominae, conhecidos genericamente por
flebotomineos e popularmente por mosquito palha, tatuquiras, birigui, entre
outros. No Brasil, duas espécies, até o momento, estdo relacionadas com a
transmissdo da doenca, a Lutzomyia longipalpis e Lu. cruzi. Esses insetos séo
pequenos, medindo de 1 a 3 mm de comprimento. Possuem o corpo revestido
por 3 elos e sdo de coloragao clara (castanho claro ou cor de palha). O
desenvolvimento de ovo ao inseto adulto, decorre um periodo de
aproximadamente 30 a 40 dias, de acordo com a temperatura. A atividade dos
flebotomineos € crepuscular e noturna. A Lu. longipalpis adapta-se facilmente ao
peridomicilio e a variadas temperaturas, podendo ser encontrada no interior dos
domicilios e em abrigos de animais domésticos. Ha indicio de que o periodo de
maior transmissao da LV, ocorra durante e logo ap0s a estacao chuvosa, quando

h& um aumento da densidade populacional do inseto (Brasil 2014)



A
Figura 2: Fémea de flebotomineo adulto, engurgitada (em aumento). Fonte: Brasil,

2014.

A infeccdo do vetor ocorre durante o repasto sanguineo das fémeas, ao
sugarem o sangue de mamiferos infectados. S&o ingeridos macréfagos
parasitados por formas amastigotas, que no intestino do vetor se diferenciam
rapidamente em formas flageladas denominadas promastigotas. Ocorre a
diferenciacdo para as formas promastigotas metaciclicas que se alojam nas
glandulas salivares do vetor. O ciclo do parasito no vetor dura em torno de 72
horas. As fémeas ao realizarem um novo repasto, liberam as formas
promastigotas metaciclicas na derme do hospedeiro, desencadeando uma
reacao inflamatoria local com acumulo de leucdcitos no sitio de infecgdo. A saliva
dos flebotomineos tem um importante papel na transmissao da leishmania,
sendo constituida de um rico conjunto de substancias com atividades
farmacoldgicas, tais como vasodilatadoras, antiagregadoras de plaquetas,
antihemostaticas, imunossupressoras, exacerbadoras da infec¢éo e indutoras de
infecciosidade das leishmanias para o hospedeiro vertebrado (Soares & Turco
2003).
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Figura 3: Ciclo de vida de Leishmania spp. Fonte: adaptado de CDC acessado em
19/06/2017.

1.3 Imunopatogénese da Leishmaniose visceral

Em contato com o soro humano normal, as promastigotas ativam o
complemento pela via classica e via alternativa simultaneamente.
Aproximadamente 90% dos parasitos, séo lisados pelo sistema complemento,
através do complexo de ataque a membrana (C5b-C9). Como mecanismo de
escape, 0S parasitos que expressam proteinas quinases que fosforilam C3, C5
e C9 inibem a via terminal do sistema complemento. A opsonizagao por
C3b/C3bi, favorece que o parasito ligue-se a receptores CR1 e CR3 para o

sistema complemento na superficie de macrofagos (Stebut 2007).
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Figura 4: Ativacdo do Sistema Complemento. Fonte: adaptado de Stebut et al., 2007.

Varias moléculas de superficie de promastigotas, tais como
lipofosfoglicano (LPG), glicosilinositolfosfolipidos (GIPLSs), cisteina protease (CP)
e gp63, sdo citadas como as principais ligantes para a fixacdo aos macroéfagos.
A gp63 é uma metaloproteinase, distribuida de forma abundante na superficie
de promastigotas e em menor intensidade nas amastigotas. A gp63 favorece que
0 parasito ligue-se a receptores CR3, para fibronectina e por¢do Fc de
imunoglobulinas (Olivier et al. 2012). A familia de fosfoglicanos compreende os
glicolipidios, como o lipofosfoglicano (LPG) e as proteinas fosfoglicosiladas, tais
como as fosfatases acidas (SAPs) e os proteofosfoglicanos (PPG). O LPG é um
complexo de glicolipidios, que forma uma camada densa sobre toda a superficie
das promastigotas, favorecendo a liga¢éo a receptores CR1, CR3, receptor para
manose (Alexander et al. 1999) e inibindo a atividade da Proteina C Reativa

(Figura 5) (Giorgione 1996).
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Figura 5: Fatores de viruléncia da Leishmania spp.. Fonte: adaptado de Olivier el al.,
2012.

Dentro dos fagossomos, as formas promastigotas metaciclicas se
transformam em formas amastigotas, que sdo as formas intracelulares do
parasito. ApOs a fagocitose, o LPG promove a sobrevivéncia intracelular de
promastigotas, inibindo, no interior do macrofago, a fusdo do fagossomo com os
lisossomos (Desjardins & Descoteaux 1997), eliminando radicais livres de
oxigénio (Chan et al. 1989), suprimindo a expressdo do gene da 6xido nitrico
sintetase (iNOS), resultando na auséncia da producdo de 6xido nitrico (NO)
(Figura 6) (Proudfoot et al. 1996).

Apoés formacgédo do fagolisossomo, a gp63 assume fungcdo protetora,
inibindo as enzimas fagolisossomais (Alexander & Russell 1992, Sorensen 1994,
Barros et al. 2012). Outros mecanismos de escape sao observados nos
macrofagos infectados, como a inibicdo da producéo da citocina inflamatoria IL-
12 e degradacdo da molécula de classe Il. Desta maneira, estas formas se
multiplicam intensamente no interior dos macréfagos até o rompimento dos
mesmos. Assim, ocorre a liberagcdo das amastigotas, que serdo fagocitadas por
novos macrofagos em um processo continuo até a disseminacdo hematogénica
para outros tecidos como linfonodos, figado, baco e medula (Figura 6) (Shio et
al. 2012).
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Figura 6: Mecanismos especificos de acdo patogénica de Leishmania spp. (A)
Lipofosfoglicano (LPG) e glicoproteina de superficie principal (GP63) na superficie do
promastigota, protecdo contra espécies reativas de oxigénio (EROs) e evasao do
sistema complemento; (B) Adeséo e fagocitose de promastigotas pelo macréfago; (C)
Formacéo do fagossomo; (D) LPG, inibicdo da fuséo do fagossomo com os lisossomos;
(E) gp63, inibicdo das enzimas fagolisossomais, caso haja formacéo de fagolisossomo;
(F) Amastigotas nos fagolisossomos; (G) gp63, inibicdo da degradacao de peptideos;
(H) Transportador LIT1, capta ferro do fagolisossomo. Fonte: adaptado de Barros et al.,
2012.

1.4 Quadro clinico

As formas clinicas da leishmaniose, refletem a dinamica relacdo entre o
parasita e os fagocitos mononucleares, a resposta imune do hospedeiro e as
alteracdes resultantes da infecgéo.

Alguns aspectos inerentes ao hospedeiro como: fatores genéticos
(Fakiola et al. 2013), o estado nutricional (Hughes & Kelly 2006), a idade (Badaro
et al. 1986)a, Queiroz et al,. 2004) e a resposta imune desencadeada pela
infeccdo (Faleiro et al. 2014), foram associados a suscetibilidade para o
desenvolvimento da forma clinica classica da LV.

A L. infantum se dissemina por todo o sistema fagocitico mononuclear

(Pearson & Sousa 1996) e a infeccdo pode permanecer assintomatica ou



subclinica ou apresentar um curso agudo, subagudo ou crénico (Badaro et al.
1986).

Os casos assintomaticos e sintométicos podem apresentar exames
soroldgicos e/ou parasitologicos positivos. Alteracdes laboratoriais inespecificas
incluem pancitopenia (anemia, trombocitopenia, leucopenia com neutropenia,
eosinopenia e linfomonocitose relativa) e hipergamaglobulinemia (predominio de
IgG a partir de ativacdo policlonal de linfocitos B) com hipoalbuminemia. Na
forma aguda da doenca, a manifestagcdo dos sintomas é abrupta. A forma
classica, apresenta longa evolugédo dos sintomas, deficiéncia nutricional, perda
de cabelos, crescimento dos cilios, febre, perda de peso e caquexia,
hepatoesplenomegalia (Figura 7) e palidez intensa na pele e mucosa devido a
anemia. Na maioria dos casos, a febre € o primeiro sintoma e pode ser alta,
continua ou intermitente, com duracdo de uma ou duas semanas (Pearson &
Sousa 1996, Herwaldt 1999). Infeccdes bacterianas e virais, principalmente no
trato respiratorio, sdo as complicacdes mais comuns e com maior impacto sobre

a evolucao da doenca (Maltezou et al. 2000, Brasil 2006).

Figura 7: Esplenomegalia. Fonte: CDC acessado em 22/11/2016.

A forma grave é geralmente associada a um diagnostico tardio, onde o
paciente refere uma histéria clinica com meses de evolucdo. Nesta forma, é
observada condicdo clinica comprometida, perda de peso, febre, palidez,
diarreia, aumento do volume abdominal e outras manifestacbes. Sao

encontradas hepatoesplenomegalia, hipoalbuminemia, alteracdes das funcdes
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hepaticas e renais. A progressdo da doenca leva a faléncia cardiaca, edema
evoluindo para anasarca, caquexia, ictericia e infec¢cdes bacterianas
secundarias. Os titulos dos anticorpos estdo bastante elevados e o teste de
hipersensibilidade tardia € negativo. A morte geralmente sobrevém de uma
septicemia ou por hemorragia (Badaro et al. 1986a, Marzochi & Marzochi 1994,
Medeiros et al. 1998, Murray et al. 2005, Peruhype-Magalhées et al. 2006, Brasil

2009).

1.5 Diagndstico

1.5.1. Diagndstico clinico

O diagndstico clinico € complexo, pois a doenca no homem pode
apresentar sinais e sintomas que sdo comuns a outras patologias. Esse
diagnostico pode ser feito com base em vérias indicagbes, como: febre baixa
recorrente, envolvimento linfatico, anemia, leucopenia, hepatoesplenomegalia e
caquexia (Figura 8), combinados com a histéria de residéncia em uma

area endémica (Brasil 2006).

Figura 8: Hepatoesplenomegalia. Fonte: BRASIL, 2014.

1.5.2 Diagndstico parasitolégico

O aspirado de medula 6ssea e do bacgo, geralmente mostram presenca de
formas amastigotas do parasita (Figura 9). Na forma oligossintomética, a pungao
aspirativa de medula 6éssea pode ou ndo, mostrar a presencga da leishmania, ndo
sendo, a principio, indicada a sua realizacéo (Brasil 2014).
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Figura 9: Formas amastigotas (setas). Fonte: CDC acessado em 05/07/17.

1.5.3 Diagnostico soroldgico

A deteccdo da resposta imune especifica pode ser realizada pela
deteccado de anticorpos anti-Leishmania do Complexo donovani pela reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico de ELISA, teste de
aglutinacdo direta (DAT), teste rapido de imunocromatografia (TR),
immunoblotting (Western-blotting) e teste de aglutinagdo em latex (LAT)
(ElImahallawy et al. 2014).

O teste rapido Imunocromatografico, utiliza o antigeno recombinante
(rk39), trata-se de um método sensivel, especifico e de rapida execucao (5-10
minutos) (Assis et al. 2008). Os exames soroldgicos, Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e Ensaio Imunoenzimético (ELISA) sdo variavelmente reativos e a
Intradermorreacao de Montenegro (IDRM), negativa (Brasil 2014).

1.6 Biomarcadores envolvidos na Sindrome de Resposta Inflamatoéria

Sistémica

Um biomarcador é indicador de um processo biolégico normal, de um
processo patogénico ou de uma resposta farmacoldgica a um tratamento. Pode

ser usado para identificar individuos com risco aumentado de desfechos
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desfavoraveis, ajudando a estabelecer um tratamento mais rapido, mais eficaz e
menos dispendioso (Pierrakos & Vincent 2010).

Na resposta imunoldgica de individuos com LV, através da avaliagdo de
citocinas, observa-se um equilibrio entre as respostas pro-inflamatoérias, anti-
inflamatérias e regulatérias (Th1/Th2). Se a resposta for do tipo Thl, citocinas
como IL-2, IFN-y, TNF e IL-12 estardo em concentracdes elevadas, ativando
macréfagos na intencdo de eliminar os parasitos. Na resposta do tipo Th2, ha
alta producéo de IL-4 e IL-10 (Barral-Netto et al. 1992, Peruhype-Magalhées et
al. 2006, Costa et al. 2010, Rodrigues et al. 2016).

Em casos mais graves da doenca, pode ocorrer uma falha na geracéo de
IFN-y e a auséncia desta citocina leva a baixa producéo de fatores microbicidas
dos macréfagos, como o éxido nitrico (NO) e os radicais livres de oxigénio (Ros)
(Jeronimo et al. 2007, Rodrigues et al. 2016). Os elevados niveis de citocinas
anti-inflamatoérias, como IL-10 e TGF-$ (Barral-Netto et al. 1992, Caldas et al.
2005, McConville & Handman 2007) também influenciam na sobrevivéncia da
leishmania dentro dos macréfagos, ao impedir a superproducdo das moléculas
leishmanicidas, como NO e Ros, e estao diretamente correlacionadas com a

progressao e gravidade da doenca (Rodrigues et al. 2016) (Figura 10).
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Figura 10: Perfil de citocinas na infeccdo por leishmania. Fonte: adaptado de
Rodrigues et al., 2016.

A Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) é a resposta do
organismo a eventos variados (trauma, pancreatite, grande queimado, infeccéo

sistémica), com a presenca de pelo menos dois dos seguintes critérios: a)
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temperatura >38°C ou <36°C; b) frequéncia cardiaca > 90 batimentos/minuto; c)
frequéncia respiratoria > 20 movimentos/min ou PaCO2< 32 mmHg (< 4,3 kPa);
e d) leucécitos> 12.000 células/mm?3, ou < 4.000 células/mm? ou > 10% de
formas jovens (Levy et al. 2003)

Uma caracteristica marcante e invariavel da SIRS consiste na inducao e
liberacéo de citocinas e proteinas de fase aguda, tanto pré-inflamatorias quanto
anti-inflamatorias, cujos niveis séricos se elevam durante a resposta inflamatoria
(Costa et al. 2010). Varios estudos tém documentado que as concentracdes das
principais citocinas (TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e IL-18) e alguns de seus
receptores soluveis, por exemplo, receptor TNF-R55, estdo aumentados (Takala
et al. 1999, Rodriguez-Gaspar et al. 2001, Costa et al. 2010).

A SIRS pode acometer individuos com LV e quando associada a uma
infecgdo, resultard em sepse, que pode estar associada com disfungéo organica,
hipoperfusédo ou hipotenséo. A continuidade da sepse pode levar a hipotensao
grave que apesar da reanimacao fluidica, resultara em choque séptico (Levy et
al. 2003, Valeiro & Silva 2012).

Na infeccdo ativa também sdo detectados niveis elevados de
imunoglobulinas anti-Leishmania, com relatos de reducgdo significativa destes
niveis em individuos clinicamente curados. Estudo realizado por Gomes et al.
(2010), utilizando citometria de fluxo, demonstrou que antes do tratamento
etiolégico, o perfil de subclasses de IgG foi caracterizado por IgG1> IgG3 com a
auséncia de IgG2 e IgG4. Resultados negativos de 1gG3, foram constatados em
90,5% dos individuos, apds 2 meses do tratamento e em 95,2% apds 6 meses.
O estudo foi concordante com estudos anteriores que utilizaram a técnica de
ELISA e sugeriu 0 uso da diminuicdo dos niveis de IgG3 como um biomarcador

Gtil para monitorar a cura pés-terapéutica na LV humana (Gomes et al. 2010).
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1.7 Biomarcadores utilizados para avaliagcdo e seguimento do processo
infeccioso por Leishmania

Para esta avaliacao foram realizadas as dosagens de Lipopolissacarideo
(LPS) e Leptina (LPT).

1.7.1 Lipopolissacarideo (LPS)

As bactérias sdo classificadas em dois grupos, com base em um
procedimento de coloragdo. Esta resposta de coloracdo € uma consequéncia da
composicdo de suas membranas. As bactérias Gram-positivas apresentam um
polimero reticulado multicamadas de peptideoglicano, que circunda sua
membrana plasmatica, enquanto as bactérias Gram-negativas possuem
essencialmente uma monocamada. A membrana externa Gram-negativa é uma
bicamada lipidica assimétrica intercalada com proteinas. O lipidio desta

membrana externa é quase exclusivamente constituido por moléculas de LPS.
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Figura 11: Morfologia da parede celular de bactérias Gram-negativa e Gram-positiva.
Fonte: adaptado do 123RF - banco de imagens, acessado em 20/03/2017.

O LPS também conhecido como endotoxina, € uma molécula composta
por trés segmentos covalentemente ligados: o Lipidio A, o Core ou Nucleo e o
Antigeno O (Figura 12). A atividade toxica da endotoxina € atribuida ao Lipideo
A e sua liberacéo ocorre quando a bactéria se multiplica ou quando é fagocitada

e degradada pelas células de defesa (Tuin et al. 2006, Leon et al. 2008).
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Figura 12: Estrutura do lipopolissacarideo. Fonte: adaptado de Leon et al., 2008.

Os receptores Toll like (TLRs) séo proteinas transmembranares do tipo |
com terminal amino extracelular e um dominio intracelular carboxi terminal. O
dominio extracelular do TLR4, contém mais de 600 aminoacidos e é altamente
polimorfico em comparagé@o aos dominios transmembranar e citoplasmatico. O
TLR4 € o receptor de sinalizacdo central para LPS em mamiferos (Leon et al.
2008).

Apos a ligacdo desta molécula ao receptor TLR4, ocorre a ativagédo de
diversas vias de sinalizagdo, as quais aumentam a producéo e secrecado de
moléculas proé-inflamatérias pelos mondcitos e macrofagos, que causa a
ativacao de células T. Essa continua estimulacao, contribui para a deplecao das
células T. Esta deplecao favorece a quebra da barreira imunoldgica do intestino,
gue ao sofrer a acado do parasitismo pelas amastigotas, sofre extenso dano,
favorecendo a passagem de bactérias para a circulagdo sanguinea, translocacao
microbiana, definindo um quadro de endotoxemia (Leon et al. 2008, Santos-
Oliveira et al. 2011).

Em um estudo realizado com 10 individuos com LV no Brasil, foram
detectados niveis plasmaticos elevados de LPS, acompanhados da expresséo
elevada de sCD14, fator inibidor da migracdo de macréfagos (MIF), proteina 2
de ligacdo aos acidos graxos intestinais (IFABP2) e aumento da ativacdo de
células T. A liberacéo destes mediadores indicam que esse produto bacteriano
pode contribuir para o comprometimento da funcéo imunologica efetora e que a
antibioticoterapia preventiva, juntamente com o tratamento preconizado para
leishmaniose, pode contribuir para a reducdo da letalidade da doenca (Santos-
Oliveira et al. 2011).
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1.7.2 Leptina (LPT)

A leptina foi descrita em 1994 por Zhang e colaboradores, em um estudo
experimental com camundongos obesos e diabéticos. A leptina (da palavra
grega leptos, que significa “fino”) é codificada pelo gene Lep, localizado no
cromossomo 7, é uma proteina composta por 167 aminoacidos e tem um peso
molecular de aproximadamente 16Kd (Zhang et al. 1994, Miinzberg & Morrison
2015). Produzida e secretada na proporcéo da quantidade de gordura corporal,
principalmente pelo tecido adiposo. Porém, existem evidéncias de sua producao
em outros tecidos como na placenta, ovarios, estbmago e musculo esquelético
(Matarese et al. 2005, Minzberg & Morrison 2015). Em humanos, pode-se
observar uma alta correlacéo entre o indice de massa corporal (IMC) e os niveis
circulantes de leptina. Quanto maior a quantidade de tecido adiposo, maior os

niveis da proteina no plasma (Figura 13).
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Figura 13: Possivel modelo de acéo de leptina sobre susceptibilidade a infec¢do e auto-
imunidade. Em individuos desnutridos (Esquerda), a baixa massa de adipOcitos causa
reducdo da leptina no soro e consequente comprometimento da resposta imune Thi,;
Em individuos obesos nao leptinicos (Direita), os niveis elevados de leptina refletem a
resisténcia a leptina e a regulacdo negativa da Ob-R. Isso poderia levar a uma
desregulacao imune e a uma alteracéo no equilibrio Thl / Th2. Em individuos normais
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(meio), a presenca de leptina sustenta e regula uma resposta imune ideal. Fonte:
adaptado de Matarese et al., 2005.

A leptina se liga a receptores transmembrana, chamados LEP-R ou Ob-
R, da classe | de receptores de citocinas, sintetizados a partir do gene db que
tem splicings distintos para a producéo de seis isoformas diferentes (Figura 14).
As formas curtas do receptor de leptina sdo expressas por varios tecidos néo
imunes e parecem mediar o transporte e a degradacéo da leptina.

Ob-Ra Ob-Rb Ob-Rc Ob-Rd Ob-Re Ob-Rf

Fn3 {

805 Extracelular
Transmembrana
Intracelular

Box 1 motif —»
Box 2 motif —*

coo
894 892

901 090

Figura 14: Formas dos receptores de leptina. Fonte: Pescarmona, 2010 acessado em
22/01/2017.

A forma longa de Ob-R, conhecida como Ob-Rb, contém motivos
intracelulares necessarios para a ativacdo da via de transducéo de sinal JAK /
STAT e é considerado o receptor funcional. E expressa no hipotalamo, em areas
gue sao responsaveis pela secre¢do de neuropeptideos e neurotransmissores
gue regulam o apetite, peso corporal e massa 6ssea. O Ob-Rb também é
expresso por ceélulas endoteliais, células [ pancreaticas, no ovario, células
precursoras CD34* da medula éssea, mondécitos/macréfagos e células T e B
(Tartaglia 1997) (Figura 15). Apos a sua ligacéo ao receptor, ocorre a ativacéo

de diferentes vias de sinalizac&o (Frihbeck 2006).
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Figura 15: Forma curta e longa de Ob-R. Fonte: adaptado de Tartaglia, 1997.

A leptina possui uma estrutura terciaria semelhante a dos membros da
familia de citocinas de cadeia longa tais como, IL-6, IL-12, IL-15, Fator
estimulante das colénias de granulécitos (G-CSF), oncostatina M (OSM),
prolactina e horménio de crescimento (La Cava & Matarese 2004, Matarese et
al. 2005).

Na imunidade inata, a leptina produzida por adipdcitos presentes no
tecido adiposo perilinfonodal e no préprio nodulo linfatico, atua sobre os
macroéfagos, regulando a funcéo fagocitica através da ativacao da fosfolipase,
bem como regula a secrecao de citocinas pré-inflamatérias, tais como TNF-a,
IL-6 e IL-12, contribuindo para a modulagédo da resposta imune do tipo Thl. Em
células polimorfonucleares, a leptina estimula a producdo de espécies reativas
de oxigénio e a quimiotaxia, através de um mecanismo que envolve a
interacdo com os monacitos. Nas células B, a leptina induz a sintese e secregao
de citocinas (IL-6, TNF e IL-10). Em células natural killer (NK), a leptina esta
envolvida em todos os processos do desenvolvimento da célula, a diferenciacao,
a proliferagéo, a ativagao, citotoxicidade e aumenta a secre¢ao de perforina e IL-
2 (Martin-Romero et al. 2000, La Cava & Matarese 2004, Matarese et al. 2005,
Naylor & Petri Jr 2016).

18



Em um experimento animal, observou-se que na imunidade adaptativa,
a leptina afeta a geracdo, maturacdo e sobrevivéncia de células T timicas,
reduzindo a sua taxa de apoptose. Nas respostas de células T virgens, a leptina
aumenta a proliferacdo e secrecdo de IL-2. Nas células T de memodria, a leptina
promove a mudanca para as respostas imunes de células T helper 1 (Thl)
aumentando a secrecao de IFN-y, de TNF- a, a producéo de IgG2a por células

B e reacao de hipersensibilidade de tipo retardada (DTH) (Matarese et al. 2005).
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Figura 16: Efeitos da leptina nas respostas imunes inatas e adaptativas. Fonte:
adaptado de La Cava & Matarese, 2004.

Em 2010, Mancuso et al. relataram estudos experimentais, nos quais a
deficiéncia de leptina ou de receptor da leptina, aumentava a susceptibilidade a
infeccdes bacterianas e pneumonia. Posteriormente, surge a hipotese de que o
nivel de leptina pode esta reduzido em casos de LV devido a perda de peso, seja
por desnutricdo prévia ou emagrecimento durante o curso da doenca e que esta
reducédo diminuiria a funcéo fagocitica dos macréfagos para responder contra 0s
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antigenos da leishmania (Figura 17) . Relataram também, que a leptina poderia
ser utilizada como adjuvante no tratamento da LV, reduzindo a duracdo do
tratamento e consequentemente, a toxicidade das drogas quimicas atualmente
recomendadas (Martin-Romero et al. 2000, La Cava & Matarese 2004, Matarese
et al. 2005, Dayakar et al. 2011).

Baixa concentragio de Sinalizagdo via leptina Elevada concentragio de
leptina: desnutrico, normal leptina: obesidade,
deficiéncia de leptina inflamagéo
ou de receptor

Diminuicéo das As células estdo As células sdo ativadas
habilidades funcionais preparadas, prontas para com habilidades
responder ao estimulo funcionais aprimoradas

Figura 17: Regulacao da leptina em geral. Fonte: adaptado de Naylor et al., 2016.

Em um estudo recente (Dayakar, 2016), macrofagos de linhagem
leucémica de leucemia monocitica e células polimorfonucleares, foram
infectados com L. donovani, em meios de cultura com leptina humana
recombinante, em concentragdes crescentes. Observou-se que a atividade
fagocitica de ambos os tipos celulares, foi estimulada com o aumento da
concentracdo de leptina. A leptina favoreceu a ativacdo dos macréfagos e
regulou positivamente a geragao de reativos de oxigénio e de citocinas como IL-
la, IL-1B, IL-8 e TNF, assim como regulou positivamente a producéo de IFN-y,

IL-12 e IL-2 pelas células polimorfonucleares.
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Figura 18: Efeito da leptina na ativagdo de macrofagos. Fonte: adaptado de Dayakar
et al., 2016.

Em um estudo recente, Maurya et al. (2016), demonstraram que o0
tratamento com leptina recombinante reduziu a carga parasitaria esplénica de
cobaias em comparacdo com cobaias infectadas ndo tratadas. A diminuicdo da
carga parasitaria correlacionou-se com uma inducao de resposta imune inata por
células apresentadoras de antigenos que mostraram um aumento na producéo
de citocinas pro-inflamatorias, interferon gamma (IFN-y) e interleucinas (IL-12 e
IL-1B), indicando um aumento da resposta Th1 de protecdo do hospedeiro

mediada por leptina.
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2. JUSTIFICATIVA

Um dos aspectos das doencas consideradas negligenciadas é que estas
ndo so prevalecem em condi¢cdes de pobreza, mas também contribuem para a
manutencdo do quadro de desigualdade, ja que representam forte entrave ao
desenvolvimento dos paises. No Brasil, temos como exemplo de doencas
relacionadas a pobreza, a dengue, a doenca de Chagas, a esquistossomose, a
hanseniase, a maléria, a tuberculose, a leishmaniose, entre outras (Brasil 2010).

No Brasil, em 2015, foram registrados 3.289 novos casos de leishmaniose
visceral, sendo 1.806 casos no Nordeste, 539 (30%) no Maranhéo, 419 (23%)
no Ceara e 320 (18%) na Bahia (Brasil 2015%).

A leishmaniose visceral era, primariamente, uma zoonose caracterizada
como doencga de carater eminentemente rural, entretanto, tem sido observada
nas ultimas décadas uma tendéncia de alteracdo no seu padréao revelado por
uma periurbanizacdo e urbanizacdo da doenca. Neste contexto, no periodo de
2013 a 2015, somaram-se no Ceara 1.765 casos, e destes, 456 (26%) foram
registrados na Regido Metropolitana de Fortaleza (Governo do Estado do Ceara
2016).

Em relacéo a evolucdo da doenca, observa-se que a letalidade tende a
aumentar quando a leishmaniose visceral acomete criangas menores de um ano
e idosos acima de 60 anos (Brasil 2006). No Pais, a letalidade em 2015 foi de
7,8% e no Ceara foi de 8,4%. Esta letalidade pode aumentar quando ha a
coinfeccdo com o HIV, afetando individuos adultos (20 a 59 anos) numa faixa
etaria que apresenta uma menor letalidade na auséncia da coinfec¢cdo com o
HIV (Brasil 2015b).

O aumento da taxa de letalidade em individuos com LV pode estar
associado ao diagnostico tardio, imunidade deficiente, desnutricdo e
comorbidades, o que favorece a evolucdo da doenca para casos graves, assim
como a falta de fatores de prognésticos de gravidade, principalmente
laboratoriais.

Neste sentido, esta pesquisa pretende contribuir para o conhecimento da
participacdo da leptina e LPS durante a fase aguda e pos-tratamento da

leishmaniose visceral, buscando caracteriza-los como marcadores prognosticos.
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Pretende-se ainda, relatar as condi¢c6es sociodemograficas dos individuos deste

estudo com LV atendidos em um hospital de referéncia em Fortaleza.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as concentracdes séricas de leptina, LPS e imunoglobulinas 1 e 3

como fatores associados a gravidade na leishmaniose visceral.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1. Descrever as caracteristicas sociodemogréaficas da populagéo
estudada, de voluntarios com leishmaniose visceral ndo coinfectados pelo HIV.

3.2.2. Avaliar as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos voluntarios com
leishmaniose visceral ndo coinfectados pelo HIV.

3.2.3. Avaliar os niveis séricos das interleucinas 6 e 10 em individuos com
leishmaniose visceral ndo coinfectados pelo HIV, nas fases ativa e poés-
tratamento.

3.2.4. Correlacionar as concentracfes séricas de leptina e LPS com
indicadores clinicos, hematoldgicos e bioquimicos utilizados como parametros
de gravidade em individuos com leishmaniose visceral ndo coinfectados pelo
HIV.

3.2.5. Observar se as subclasses IgG1 e IgG3 podem ser preditivas de

prognostico de evolugéo clinica na LV.
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4. PACIENTES E METODOS

4.1 Desenho do estudo e casuistica

Realizou-se um estudo do tipo série de casos, descritivo, incluindo 64
individuos com leishmaniose visceral ndo coinfectados como HIV, atendidos de
maio/2015 a agosto/2016, no Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas (HSJ),
localizado em Fortaleza, vinculado a Secretaria da Saude do Estado do Ceara.
Este grupo de individuos foi submetido a entrevista presencial, para coleta de
dados para o perfil sociodemogréfico. Esta entrevista abordou as seguintes
variaveis: i) idade; ii) estado civil; iii) escolaridade; iv) local de residéncia; v) tipo
de domicilio; vi) atividade ocupacional; vii) renda familiar; viii) nUmero de pessoas
gue contribuem para a renda familiar e ix) nimero de pessoas sustentadas com
a renda familiar. A entrevista foi realizada no momento do diagnéstico da LV, no
ambulatério do HSJ. Neste momento, foram coletadas as amostras de sangue
da fase ativa da doenca para as analises laboratoriais.

As amostras poés-tratamento foram colhidas na primeira consulta de
retorno apos o tratamento especifico com anfotericina B lipossomal ou N-Metil-

Glutamina (Glucantime®), que ocorre com aproximadamente 30 dias (1mpt).

Fase ativa

*No dia do diagnéstico ou antes inicio do tratamento
01 aliquota de 1 mL de sangue total
06 aliquotas de 150 pL de soro

P6s-tratamento (1mpt)

*Na consulta de retorno (x 30 dias apés o fim do tratamento)
*06 Aliquotas de 150 pL de soro

4.2 Critérios de inclusao, excluséo e grupo controle ndo-LV

by

O critério de incluséo foi definido pelo diagnostico inicial de LV, a
admissao, realizado através do teste rapido imunocromatografico para pesquisa
de anticorpos especificos para o antigeno recombinante (rK39) (Teste anti- K39)
e a pesquisa direta de amastigotas no aspirado de medula 6ssea, positivos,
conforme recomendacao do Ministério da Saude. Dos 74 participantes, 51 foram

hospitalizados e 13 seguiram tratamento ambulatorial.
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Foram excluidos individuos com recidiva de LV, gravidez, individuos com
doencas autoimunes, individuos com imunossupressao por droga ou outras
doencas.

Na avaliagdo das concentracbes sanguineas de leptina, LPS e
imunoglobulinas IgG1 e IgG3 foram incluidos como controles amostras séricas
de 10 doadores de sangue do Centro de Hemoterapia e Hematologia do Estado
do Ceara — HEMOCE.

4.3 Aspectos éticos

O estudo foi iniciado apds aprovacdo em Comité de Etica, sob o protocolo
n°® 922.417 (ANEXO A). Os individuos que atenderem aos critérios de inclusdo
foram convidados a patrticipar do estudo e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE — ANEXO B).

4.4 Avaliacdo prospectiva de parametros hematolégicos e bioquimicos e
dos biomarcadores leptina, lipopolissacarideo, imunoglobulinas 1 e 3 e
interleucinas 6 e 10

Como relatado acima, na fase ativa foram incluidos 74 individuos néo
coinfectados com o HIV. Na fase pés-tratamento, devido as perdas ocasionadas
por Obito, transferéncias para unidades béasicas de saude ou falta de
comparecimento a consulta de retorno, foram incluidos 39 individuos.

As aliquotas de soro das fases ativa e pos-tratamento (1mpt) foram
armazenadas em freezer a - 80°C no Laboratério de Analises Clinicas e
Toxicologicas Prof. Eurico Litton Pinheiro Freitas — LACT/Farméacia/UFC até o
momento das analises das moléculas propostas neste estudo no Laboratorio
Interdisciplinar de Pesquisas Medicas/IOC - FIOCRUZ.

4.4.1 Andlises laboratoriais

Exames laboratoriais foram realizados para verificar as alteracoes
consideradas significativas em individuos com LV, tais como, leucometria menor
ou igual a 1.000 células/mm?3, neutropenia menor ou igual a 500 células/mm?3,

plaguetopenia menor que 50.000/mm3, hemoglobina menor que 7,0 g/dL,
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aumento da creatinina sérica de 2 vezes o valor de referéncia, bilirrubina total
acima do valor de referéncia, aumento das aminotransferases de 5 vezes o valor

de referéncia e albumina menor do que 2,5 g/dL (Brasil 2006).

4.4.2 Parametros hematol6gicos

Para a realizagdo do hemograma completo foram coletadas amostras de
sangue periférico em tubos contendo anticoagulante EDTA (&cido
etilenodiaminotetracético) nos quatro momentos distintos. O hemograma
completo foi realizado no Laboratério de Patologia Clinica/HSJ, no setor de
Hematologia, em aparelho automatizado — Sysmex 4000 XT — Roche®, que
utiliza metodologia de impedéancia associada a citometria de fluxo. A contagem
de hemacias, leucdcitos, plaquetas e a dosagem da hemoglobina do grupo LV e

grupo LV-HIV, sdo apresentados na tabela 3.

4.4.3 Parametros bioquimicos

As coletas de sangue para a realizacdo de dosagens bioquimicas foram
realizadas utilizando tubos com gel separador. As dosagens bioquimicas foram
realizadas no setor de Bioquimica do Hospital S&o José de Doencas Infecciosas
(HSJ) utilizando aparelho automatizado — CT 300i — Wiener Lab®, que utiliza os
métodos colorimétrico e turbidimétrico. Os resultados das dosagens de
creatinina, bilirrubina total, TGO/AST, TGP/ALT e albumina do grupo LV e Grupo

LV-HIV, sdo apresentados na tabela 4.

4.4.4 Quantificacao de Leptina

A dosagem de leptina foi feita empregando-se um teste imunoenzimético
do tipo captura ou sanduiche (R&D Systems®, Minneapolis, USA). Foi adicionado
100 pL de diluente de amostra em cada poc¢o da microplaca, seguido de 100 pL
dos padrdoes, amostras-testes e amostras-controles em uma microplaca
sensibilizada com anticorpo monoclonal especifico para a leptina humana e
incubadas em temperatura ambiente por 2 horas. Apds a lavagem, o anticorpo
policlonal ligado a enzima (conjugado), especifico para a leptina humana foi
adicionado aos pocos. Incubou-se a placa por 1 hora. Ap6s a lavagem. O

substrato foi adicionado aos po¢os. Incubou-se as placas por 30 minutos e a cor
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desenvolveu-se proporcionalmente a quantidade de leptina ligada presente nos
padrées e amostras. A reacdo enzimatica que se expressa pelo desenvolvimento
da cor foi parada com a adicao da solucdo de parada e a intensidade da cor foi
medida. A absorbancia foi medida em leitor de microplaca (Benchmark — Bio
Rad®, Hercules, CA, EUA) com filtro de 450 nm. Os resultados foram expressos

em pg/mL.

4.4.5 Quantificacdo de Lipopolisacarideo

Foi utilizado o ensaio do Lisado de Amebdcitos do Limulus (LAL) do tipo
Cromogénico End Point (LONZA®). O reagente LAL é um extrato aquoso de
amebadcitos de caranguejo ferradura da espécie Limulus, um teste quantitativo,
composto de enzimas que reagem em presenca de pequenas quantidades de
LPS.

O método quantitativo permite detectar resultados em poucos minutos. Se
houver endotoxina presente na amostra, uma cascata enzimatica sera ativada
até clivar o substrato cromogénico gerando cor amarela (Figura 19). A
concentragdo de endotoxina em amostras desconhecidas € calculada a partir de

uma curva padrao.

Lipopolissacarideo (LPS)

FatorC ©———> Fator C ativado B-1,3 Glucano
UL <t
Fator B > Fator B ativado Fator G ativado <,——= Fator G
T L)
Enzima procoagulante &===> Enzima coagulante
\ &7

Substrato cromogénico ——> Cor amarela

Figura 19: Representacéo da reagdo em cascata entre o lipopolissacarideo e o Lisado
de Amebdcitos do Limulus (LAL). Fonte: adaptado de Fukumori, 2008.

Todas as solugbes foram preparadas conforme descrito no manual que
acompanha o kit comercial Limulus amebocyte lysate QCL-1000 (Cambrex,

Mildo, Italia). A absorbancia foi medida em leitor de microplaca (Benchmark —
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Bio Rad®, Hercules, CA, EUA) com filtro de 405 nm com nivel de sensibilidade

de 10 pg/mL.

4.4.6 Quantificacado de Imunoglobulina IgG1

Foi utilizado ensaio imunoenzimatico tipo captura ou sanduiche.
Microplacas de poliestireno de fundo chato de 96 pocos (Nunc-Immuno,
Roskilde®, Dinamarca) foram sensibilizadas com 50 pL de antigeno soluvel de
promastigotas de L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75), na concentracdo de
40ug/mL, em tampédo carbonato-bicarbonato 0,06M pH 9,6 e incubadas em
camara umida por overnight a 4°C. Seguiu-se a lavagem das placas por duas
vezes com solugao tampéo de fosfato contendo 0,05% de tween 20 (PBS-T). O
blogueio foi realizado com solucdo PBS-T contendo 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Cultilab, Sao Paulo, Brasil) com incubacdo em camara umida, por 2
horas, a temperatura ambiente. Seguiu-se hovamente a lavagem das placas por
duas vezes com PBS-T. As amostras dos soros testes e amostras-controle foram
pipetadas em duplicata, na diluicdo1:50, em PBS com 10% SFB e incubadas em
camara umida por overnight a 4°C. As placas foram lavadas por cinco vezes com
PBS-T. O conjugado anti-lgG1l (Zymed Laboratories Inc.©, San Francisco,
Califérnia, USA) com peroxidase foi diluido em 1:200 em PBS-T com 10% SFB
e acrescentou-se 50pL de conjugado por pogo e a incubacéo foi de 1 hora em
camara Umida. As placas foram lavadas por sete vezes com PBS-T.
Acrescentou-se 50 pL de substrato em cada pogo e seguiu-se a incubacéo por
10 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Utilizou-se 25uL de
H2SO4 2N como solucdo de parada. A absorbancia foi medida em leitor de
microplaca (Benchmark — Bio Rad®, Hercules, Califérnia, EUA) com filtro de 490

nm. Os resultados foram expressos em indice de ELISA (IE).

4.4.7 Quantificacado de Imunoglobulina IgG3

Foi utilizado ensaio imunoenzimatico tipo captura ou sanduiche.
Microplacas de poliestireno de fundo chato de 96 pocos (Nunc-Immuno®,
Roskilde, Dinamarca) foram sensibilizadas com 50 puL de antigeno soltvel de
promastigotas de L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75), na concentracdo de

40ug/mL, em tampéo carbonato-bicarbonato 0,06 M pH 9,6 e incubadas em
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camara umida por overnight a 4°C. Seguiu-se a lavagem das placas por duas
vezes com solucdo tampdao de fosfato contendo 0,05% de tween 20 (PBS-T). O
blogueio foi realizado com solugédo PBS-T contendo 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Cultilab, S&o Paulo, Brasil) com incubagdo em camara umida, por 2
horas, a temperatura ambiente. Seguiu-se novamente a lavagem das placas por
duas vezes com PBS-T. Amostras-testes e amostras-controles foram pipetadas
em duplicata, na diluigdo1:50, em PBS com 10% SFB e incubadas em camara
umida por overnight a 4°C. As placas foram lavadas por cinco vezes com PBS-
T. O conjugado anti-lgG1 (Zymed Laboratories Inc©., San Francisco, Califérnia,
USA) com peroxidase foi diluido em 1:400 em PBS-T com 10% SFB e
acrescentou-se 50uL de conjugado por poco e a incubacao foi de 1 hora, em
camara Umida. As placas foram lavadas por sete vezes com PBS-T.
Acrescentou-se 50 pL de substrato em cada pocgo e seguiu-se a incubacéo por
10 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Utilizou-se 25uL de
H2SO4 2N como solucdo de parada. A absorbancia foi medida em leitor de
microplaca (Benchmark — Bio Rad®, Hercules, Califérnia, EUA) com filtro de 490
nm. Os resultados foram expressos em indice de ELISA (IE).

4.4.8 Quantificagdo de Interleucina 6

Os niveis de Leptina e IL-6 foram determinados por Enzime-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), usando um kit comercial Human IL-6
Quantikine® ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MD, EUA). O diluente de
ensaio foi adicionado em todos os pog¢os da microplaca de 96 pocos fornecido
pelo kit, e depois adicionaram-se 100 pL de amostras por pogo. A curva padréo
foi de sete pontos com padréo diluido com diluente do calibrador e um poco em
branco que foram realizados em duplicatas. O conjugado de IL-6 foi adicionado
em cada pogo e incubado durante uma hora. Uma reacéo colorimétrica ocorreu
depois que a solucdo de substrato foi adicionada na microplaca. A reacgao
enzimatica que se expressa pelo desenvolvimento da cor foi parada com a
adicado da solucdo de parada e a intensidade da cor foi medida. A densidade
optica foi determinada a um comprimento de onda de 450 nm por

espectrofotometria e os resultados foram expressos em picogramas por mililitro

(pg/mL).
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4.4.9 Quantificacao de Interleucina 10

Os niveis de IL-10 foram determinados por Enzime-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), utilizando um kit comercial Duoset® (R&D
Systems, EUA). De acordo com as recomendacdes do fabricante, os anticorpos
de captura (anti-IL-10 e anti-IFNy) foram diluidos em PBS e foram adicionados
100 pL dos anticorpos diluidos por pogo em uma microplaca de 96 pogos que foi
incubada durante a noite. A microplaca foi anteriormente bloqueada com diluente
de reagente e foram adicionados 100 uL de amostras ou padrdes por pogo. O
anticorpo de deteccéo foi diluido de acordo com o protocolo e incubado durante
2 horas. A reacgdo colorimétrica ocorreu apos a estreptavidina-HRP e depois a
solucdo de substrato (3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzidina) que foram adicionadas na
microplaca. A reacdo enzimatica que se expressa pelo desenvolvimento da cor
foi parada com a adi¢éo da solucéo de parada e a intensidade da cor foi medida.
A leitura foi realizada em um espectrébmetro com um comprimento de onda de

450 nm e os resultados foram expressos em picogramas por mililitro (pg/mL).

4.4.10 Analises Estatisticas

Andlise estastitica foi realizada com GraphPad Prism® (versdo do
software GraphPad 4.0 para Windows® 10; San Diego, CA, EUA). Os dados
foram apresentados como meédia e desvio padrdo. As diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05.

4.5 Estudo da correlacdo entre as concentracdes sanguineas de leptina,
lipopolissacarideo, imunoglobulinas 1gGl1 e 1gG3 com indicadores

hematoldgicos e bioquimicos utilizados como marcadores de gravidade

Foram excluidos para esta andlise os individuos com idade acima de 60
anos, bem como criangas e adolescentes. Como citado acima, foram incluidos
como controles para a avaliacdo das concentracdes dos biomarcadores, 10
amostras de doadores de sangue do Centro de Hemoterapia e Hematologia do
Estado do Ceard — HEMOCE. O estudo da correlagao foi realizado por regressao

linear simples, calculando-se os coeficientes de correlagdo com posterior teste
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de significancia estatistica. Para esta analise, consideraram-se como variaveis
dependentes, nos diferentes tempos de acompanhamento: i) contagem
sanguinea de leucdcitos (células/mm3); ii) contagem sanguinea de plaquetas
(mil/mm3); iii) dosagem de hemoglobina sanguinea (g/dL); iv) dosagem sérica de
TGO (UIL); v) dosagem sérica de albumina (g/dL). Como variaveis
independentes foram consideradas: i) a dosagem sérica de leptina (pg/mL), ii)
dosagem sérica de LPS (pg/mL), iii) dosagem sérica de IgG1 (indice de ELISA —
IE) e iv) dosagem sérica de IgG3 (indice de ELISA — IE). Para todas as andlises,

estabeleceu-se um nivel de significancia estatistica de 5%.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas sociodemograficas dos individuos com leishmaniose

visceral ndo coinfectados pelo HIV atendidos no Hospital Sdo José

Os participantes foram entrevistados por um profissional capacitado,
seguindo um questionario especifico e os dados foram incluidos no programa
Microsoft® Office Excel 2016 para posterior andlise. Dentre os 74 participantes,
33 residiam na regido metropolitana de Fortaleza, distribuidos em 28 bairros e
outros 13 residiam em 7 municipios (Cascavel, Maranguape, Itaitinga, Eusébio,
Maracanau, Caucaia e Pacajus) os outros 28 voluntarios residiam em demais

cidades do Estado.

Yy
. . Y
[cEo) Y -
VILA*VELHA Z =
Caucaia v K?) G %’ i b
‘?brtaleza 5
,,,,,,, B @ PAPICU
[cE-085 (222) )
= > 4 X DIONISIO
CX PICI . 3 - TORRES
= ) @ Y
v_ v @) ONTESE 2
; . Y il g?t DSON QUEIROZ
. Y PARANGABA Q‘Y} ¥
o [cessot] (ie)
Y g
v .v\‘v‘i e caMBes
& (?J = Arena Casléyoo s [cEa02] [cEo2s
3
4, . ' @ MESSEJANA
[cEoes] ey, " S [cEo3]
H e
) Y z Beach Park @
Uy, -
//‘(“]u,‘/h =
[cE060] = AvOu A \?/
[cE065] Maracanat m(?} (11e) ’ e
EDF x

CE-040

lape Eusébio

CE-040
(=20} Aquira

?) Legenda: Local de residéncia dos individuos com LV ndo coinfectados pelo HIV

Figura 20: Localizac&o dos casos de leishmaniose visceral ndo coinfectados com o HIV
em bairros de Fortaleza.

Observamos o0 predominio do sexo masculino (63/74); 20,3%
encontravam-se na faixa etaria acima dos 60 anos; 39,2% com idade de 40 a 59
anos, 24,3% entre 20 e 39 anos, 8,1% entre 15 e 19 anos, 8,1% com menos de
14 anos. Quanto ao estado civil, guase metade dos casos era casado (45,9%);
41,9% era solteiro; 5,4% divorciados e 6,8% viuvos. Em relacédo a escolaridade,

71,6% informaram que cursaram o ensino fundamental; 6,8% cursaram ensino
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médio e 21,6% nao estudaram. Eram provenientes predominantemente de zona
urbana (70,3%) e habitavam em casas (97,3%). Somente 2,7% dos casos foram
de voluntarios vivendo em condicao de rua. No que se refere a ocupacéo, 48,6%
apenas trabalhavam, chegando a alcancar até 02 salarios minimos (60,8%). Na
maioria dos casos somente o individuo era responsavel pela renda familiar
(54,1%), sendo responsavel pelo sustento de pelo menos quatro pessoas
(32,4%) (Tabela 1). Em relacdo aos 05 Obitos, 04 eram do sexo masculino e
tinham em média 56 anos; 02 trabalhavam, 01 recebia auxilio doenca e 01 era

aposentado.
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Tabela 1. Dados sociodemograficos dos individuos com leishmaniose visceral
(LV) néo coinfectados pelo HIV atendidos no Hospital Sdo José de maio de 2015

a agosto de 2016.

LV (n= 74)
Variavel n %
Idade
<14 anos 6 8,1
15 a 19 anos 6 8,1
20 a 39 anos 18 24,3
40 a 59 anos 29 39,2
2 60 anos 15 20,3
Estado civil
Solteiro(a) 31 41,9
Casado(a) 34 45,9
Divorciado, separado 4 54
Vilvo(a) 5 6,8
Escolaridade
Ensino fundamental 53 71,6
Ensino Médio 5 6,8
N&o estudou 16 21,6
Localizagcdo da residéncia
Zona rural 22 29,7
Zona urbana 52 70,3
Tipo de domicilio
Casa 72 97,3
Apartamento 0 0,0
Cdmodo 0 0,0
Em condig&o de rua 2 2,7
Situagao ocupacional
Apenas estuda 8 10,8
Apenas trabalha 36 48,6
Desempregado (a) 10 13,5
Licenga ou incapacitado 3 4,1
Aposentado (a) 13 17,6
Né&o trabalha nem estuda 4 54
Renda (salario minimo)?2
<1 23 31,1
laz2 45 60,8
2a5 6 8,1
N° pessoas que contribuem para a renda familiar
1 20 54,1
2 27 36,5
3 3 41
4 3 41
5 1 14
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>5 0 0,0

N° pessoas sustentadas com arenda familiar

1 12 16,2
2 10 13,5
3 12 16,2
4 24 32,4
5 5 6.8

>5 1 14,9

@ Salario minimo Ano Base 2017= R$ 937,00

A idade média geral foi de 43 anos, tendo individuos de 7 a 86 anos. As
maiores percentagens foram observadas acima dos 20 anos, porém, os adultos
de 40 a 59 anos foram os mais acometidos pela doenca, somando 39,2%
(29/74). Este dado € discordante da faixa etéria citada no Boletim Epidemioldgico
de 2016, que relatou que os adultos de 20 a 39 anos sao 0s mais acometidos
pela doenca (Governo do Estado do Ceara 2016).

Segundo o Ministério da Saude, o risco de letalidade é considerado mais
elevado nos casos que afetam criancas e individuos acima de 60 anos, bem
como em adultos jovens, nos casos de coinfecgcdo com o HIV (Brasil 2014).
Nesta casuistica, 13,5% eram de voluntarios menores de 18 anos com idade
minima de 7 anos; 20,3% de casos acima de 60 anos e neste grupo ocorreu um
oObito (6,7%).

Em relacdo a escolaridade, esta foi baixa entre os individuos deste estudo.
No Ceard, a ocorréncia de um alto percentual de baixa ou nenhuma
escolaridade, em individuos com LV, ja foi relatada na literatura e pode ser
considerada um fator limitante para a compreensao de praticas de promocao,
prevencdo e recuperacdo da saude que possam ser desenvolvidas nas
comunidades (Oliveira et al. 2013, Cavalcante & Vale 2014).

Pela procedéncia de cada individuo observamos um menor percentual
dos casos de LV na zona rural, sendo de apenas 29,7% dos casos. Os demais
individuos demonstram a distribuicédo e a extensao dos casos de LV para zonas
urbanas, em éareas que possivelmente apresentam condigbes precéarias de
infraestrutura, uma vez que os individuos desta pesquisa, em sua maioria,
apenas trabalhavam ou eram aposentados, alcancando um ganho salarial de até
dois salarios minimos para o sustento de trés ou mais pessoas. Apenas 3% dos

individuos relataram viver em condi¢cdo de rua. Esta situacdo de rendimentos
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familiares baixos impedem os individuos de terem acesso as melhores
condicbes de saude e moradia, favorecendo a manutencdo do vetor e do
reservatério (Brasil 2006, 2014). Esta urbanizacdo da LV em areas sob
condicdes socioecondmicas desfavoraveis vem sendo demonstrada em
Fortaleza (Albuquerqgue et al. 2009) e em outras cidades do Nordeste (Harhay et
al. 2011a, Lima et al. 2012) e regides do pais (Brasil 2006).

5.2 Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos individuos com

leishmaniose visceral ndo coinfectados pelo HIV

O tempo entre o inicio dos sintomas e a 12 consulta médica, quando acima
de 56 dias é considerado um fator associado ao mau prognadstico da doenca
(Brasil 2006). O tempo médio para o diagnéstico relatado pelos individuos desta
pesquisa foi de 62 dias. No momento do diagndstico, o relato de febre esteve
presente na maioria dos casos (98,6%), assim como outras manifestacbes
clinicas, como emagrecimento (63,5%); astenia (59,4%); hepatoesplenomegalia
(55,4%); hiporexia (51,3%); palidez (22,9%); diarreia (12,1%) e sangramento
(2,7%) (Tabela 2).

Tabela 2: Manifestacdes clinicas presentes na avaliacao inicial dos casos de
leishmaniose visceral (LV) ndo coinfectados com o HIV no Ceara de maio de
2015 a agosto de 2016.

LV (n=74)
Manifestac@es clinicas
n (%)

Febre 73 98,6
Emagrecimento 47 63,5
Astenia 44 59,4
Hepatoesplenomegalia 41 55,4
Hiporexia 38 51,3
Palidez 17 22,9
Diarreia 9 12,1
Sangramento 2 2,7
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As manifestacdes clinicas apresentadas pelos individuos do estudo atual
estdo em consonancia com os definidos pelo Ministério da Saude (Brasil 2011),
e relatados por varios estudos. A exemplo, Oliveira et al., em 2010, que relatou
as principais manifestacfes clinicas apresentadas em 55 individuos atendidos
em hospitais de Campo Grande/MS, onde destacavam-se a febre, em 89,1% dos
casos, seguida por emagrecimento (74,5%), esplenomegalia (71%),
hepatomegalia (71%) e palidez (69%).

Um estudo caso-controle foi desenvolvido em Teresina/Pl, em 2003, em
individuos que morreram durante o tratamento (n= 12). As variaveis
significativamente associadas a morte foram anemia grave, febre por mais de 60
dias, diarreia e ictericia. O sistema progndstico baseado nestas quatro variaveis
mostrou uma sensibilidade de 85,7% e uma especificidade de 92,5% (Werneck
et al. 2003). Nos cinco casos de Obitos observados no estudo atual essas
variaveis, no momento do diagndstico, tinham intensidades distintas. Todos
relataram febre com mais de 30 dias e apresentaram niveis de hemoglobina
abaixo de 10,5 g/dL; apenas um individuo relatou diarreia e outro apresentou
ictericia.

Em relacdo as contagens celulares, os individuos apresentaram melhora
dos parametros apos o tratamento. De 18 voluntérios que relataram palidez, 16
apresentaram dosagem de hemoglobina abaixo de 10,5 g/dL e 02 relataram
episodios de sangramento na fase ativa. Em dois casos a trombocitopenia se
correlacionou com episoddios de sangramento. Sendo que a baixa contagem de
plaguetas é um preditor forte e a sua simples identificacdo pode auxiliar a
classificagao do risco e guiar o tratamento (Levi & Lowenberg 2008).

As dosagens de creatinina e bilirrubina total apresentaram-se dentro dos
valores de normalidade na fase ativa; TGO e TGP elevados e albumina abaixo

dos limites. No pés-tratamento (1mpt), todos os parametros normalizaram.
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Tabela 3: Caracterizacdo da celularidade sanguinea e dos niveis de hemoglobina apresentados pelos individuos de leishmaniose

visceral (LV) nado coinfectados com HIV, analisados antes e apds o tratamento anti-Leishmania — Ceara — Maio/15 a Agosto/16.

Fase ativa 1mpt
Hemograma LV (n=74) LV (n=39)
Média (+ DP) Média (+ DP)
Hemacias (milhdes/mm3) 3.3 (20.6) 4.5 (20.6)
8,4 (+1,8) 13 (+1,9)

Hemoglobina (g/dL)
Plaguetas (mil/mms3)
Leucocitos (mm?)
Neutrofilos (mm3)
Linfocitos (mms3)
Monocitos (mms3)

Eosinofilos (mm?)

96.473 (+70.697)
2.327 (+1.149,90)
1.160 (+633,9)
916 (+565,7)
222 (+177,7)

28 (+77,3)

203.263 (+72181)
7.165 (+2524,8)
4.124 (+1867,7)

2.159 (+746,2)
529 (+271,7)

333 (+379,4)

Legenda: 1mpt= 1 més apds o tratamento; DP = desvio-padrao.
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Tabela 4: Caracterizagdo dos parametros bioguimicos apresentados pelos individuos de leishmaniose visceral (LV) ndo coinfectados

com HIV, analisados antes e ap0s o tratamento anti-Leishmania — Ceard — Maio/15 a Agosto/16.

Fase ativa Impt
Bioquimica LV (n=74) LV (n=39)
Média (+ DP) Média (+ DP)
Creatinina (mg/dL) 1,2 (x1,2) 0,9 (£0,3)
Bilirrubina total (mg/dL) 1,3 (#1.4) 0,6 (+0,3)
TGP/AST (UI/L)? 79,6 (£140,1) 34,9 (¥31,1)
3,1 (x0,7) 4,4 (+0,3)

Albumina (g/dL)

Legenda: 1mpt= 1 més apds o tratamento; DP = desvio-padrdo; # = Transaminase glutamico-oxalacética/Aspartato aminotransferase.

40



O Ministério da Saude, desde 2006, correlaciona parametros clinicos
(idade inferior a 6 meses ou superior a 65 anos, desnutricdo grave,
comorbidades, ictericia, fendbmenos hemorragicos, edema generalizado, sinais
de toxemia e radiografia de torax com imagem sugestiva de infec¢cdo ou de
edema pulmonar) e parametros laboratoriais (leucometria < 1.000 células/mm?3,
neutropenia < 500 células/mm?, plaquetopenia <50.000/mm?3, hemoglobina <7,0
g/dL, creatinina sérica (1 2X o valor de referéncia (VR)), Atividade de protrombina
(menor que 70%), bilirrubina total (maior que o VR), aminotransferases (15X o
VR) e albumina (menor do que 2,5 g/dL) que quando associados caracterizam
um possivel mal prognéstico de LV (Brasil 2006, 2009).

Neste estudo, as alteracdes hematoldgicas e bioquimicas demonstraram
uma tendéncia para a normalizagdo apls tratamento, como relatado
anteriormente por Caldas et al. (2006), salientando que a regressao total pode
levar alguns meses, porém os parametros hematolégicos melhoram a partir da

segunda semana (Brasil 2011).

5.3 Avaliacdo dos niveis séricos de leptina, lipopolissacarideo,

imunoglobulinas anti-Leishmania, interleucina 6 e 10

5.3.1 Niveis séricos de leptinaem individuos com leishmaniose visceral nas

fases ativa e poOs-tratamento

Os niveis de leptina foram medidos no soro de 19 individuos, do sexo
masculino, com tempo médio para o diagnéstico de 87 dias, para avaliar uma
possivel atuacdo imunomoduladora na LV. Os individuos com LV avaliados na
fase ativa (mediana: 1.178 pg/mL; I1Q: 568-1.448%) apresentaram niveis mais
baixos de leptina sérica em comparag¢do com controles sem LV (mediana: 1.455
pg/mL; 11Q: 948-1.585%). Os individuos avaliados 1 més pds-tratamento (1mpt)
mostraram um aumento significativo nos niveis dessa molécula (mediana: 1.490
pa/mL; 11Q: 1.297-1.555%) quando comparado a fase ativa (p <0,05) (Figura 21).
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Figura 21: Niveis de leptina sérica em individuos com leishmaniose visceral (LV). Niveis
de leptina na fase ativa e com um 1 més apés o tratamento (1mpt). Cada simbolo
representa um individuo. A barra horizontal representa os valores de mediana. Os
asteriscos indicam uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos, * p
<0,05.

A perda ponderal quando associada a desnutricdo, causa baixa
imunidade e maior susceptibilidade em adquirir as doencas infecto-parasitarias,
como a LV (Malafaia 2008, 2010). Em 2010, Oliveira e colaboradores, analisaram
prontuarios de pacientes que tiveram a leishmaniose visceral como causa de
Obito e a desnutricdo esteve presente em 32,7% dos casos, sendo considerada
um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento da forma sintomatica
da doenca. A andlise dos casos de leishmaniose visceral notificados no
municipio de Bauru (SP), no periodo de 2004 a 2012, também cita a desnutricdo
como a terceira manifestagéo clinica mais frequente nos casos e como um fator
de risco para o Obito (Ortiz & Anversa 2015).

Uma das formas de avaliacdo de risco nutricional de pacientes € através
da dosagem de albumina sérica, que se caracteriza como um marcador
bioquimico. A hipoalbuminemia é definida quando abaixo de 3,5 g/dL e foi
constatada em 42% dos casos na fase ativa e em 5%, 1 més poés-tratamento.
Estudos correlacionam baixas concentracdes seéricas de albumina com
aumentada incidéncia de complicacfes clinicas, mortalidade e a morbidade
(Maica & Schweigert 2008, Paz & Couto 2016).

Observamos que dos 19 casos em que foram dosadas a leptina, 15 (79%)

relataram emagrecimento. Foram encontrados registros de pesagem antes e
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depois do tratamento destes casos. Observamos que as duas variaveis,

albumina e peso, estavam correlacionadas positivamente.

De acordo com Arnardottirn e colaboradores (2012), existe uma alta
correlacao entre o indice de massa corporal (IMC) e os niveis circulantes de
leptina. Quanto maior a quantidade de tecido adiposo, maior os niveis da
proteina no plasma.

As variaveis leptina e peso, apresentaram uma tendéncia de elevacéo
similar em 10 casos. Em 02 casos, verificamos uma pequena perda ponderal
gue foi acompanhada pelo declinio na concentracédo da leptina. Em outros 03
casos, houve também uma ligeira perda ponderal mas que nao afetou a elevagéo

da concentracao da leptina.

5.3.2 Niveis séricos de lipopolissacarideos em individuos com

leishmaniose visceral nas fases ativa e pds-tratamento

Os voluntarios com LV na fase ativa (n=21) apresentaram niveis
significativamente mais elevados de LPS (mediana: 54,7 pg/mL, 11Q: 36,6-71,3
%) quando comparados aos voluntarios saudaveis (mediana: 25,4 pg/mL, lQ:
23,5-27,7%) (Figura 22).
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Figura 22: Niveis de lipopolissacarideo sérico em individuos com leishmaniose visceral
(LV). Niveis de LPS na fase ativa e com um 1 més apos o tratamento (1mpt). Cada
simbolo representa um individuo. A barra horizontal representa os valores das
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medianas. Os asteriscos indicam uma diferenca estatisticamente significante entre os
grupos, * p <0,05; ** p <0,01.

Dentre os 21 pacientes analisados, somente 03 relataram episodios de
diarreia na fase ativa da doenca. Apesar da diarreia pode ser um dos marcadores
de mau progndstico, as variaveis, LPS e diarreia ndo estavam correlacionadas

positivamente.

5.3.3 Niveis séricos de imunoglobulinas anti-Leishmania G1 (IgG1) e G3
(IlgG3) em individuos com leishmaniose visceral nas fases ativa e pos-

tratamento

A maioria dos individuos com LV apresentou niveis elevados de IgG1 anti-
Leishmania (n=21, mediana: 14,5 IE; 1IQ: 10,3-18,6%) e 1gG3 (n=21, mediana:
5,9 IE; 1IQ: 4,0-9,1%) na fase ativa. Entretanto, os niveis apds 1 més de pos-
tratamento (1mpt) apresentaram uma diminuicao significativa dos niveis de 1gG1
anti-Leishmania (mediana: 8,5 IE; 11Q: 5,3-17,5%) (p <0,05) e, especialmente, de
IgG3 (mediana: 1,5 IE; 11Q: 0,7-2,9%) (p <0,0001). Quando comparados aos
controles sem LV, os individuos com LV apresentaram niveis significativamente
maiores de anticorpos anti-Leishmania IgG1 e IgG3, em todas as fases avaliadas
(medianas de controle saudaveis: 0,9 e 0,9 IE; IQ: 0,7-1,2% e 0,4-1,6%,
respectivamente). Os individuos com 1 més de pods-tratamento apresentaram
uma mediana dos niveis de anti-Leishmania IgG3 semelhantes a individuos sem
LV (Figura 23).
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Figura 23: Titulos de anti-Leishmania infantum G1 (IgGl) em individuos com
leishmaniose visceral (LV). Titulos de IgG1 na fase ativa e com um 1 més apos o
tratamento (1lmpt). Cada simbolo representa um voluntario. A barra horizontal
representa os valores das medianas. A linha tracejada representa o valor da mediana

dos niveis de IgGl em individuos sem LV. O asterisco indica a diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, * p <0,05.
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Figura 24: Titulos de anti-Leishmania infantum G3 (IgG3) em individuos com
leishmaniose visceral (LV). Titulos de 1gG3 na fase ativa e com um 1 més apds o
tratamento (1lmpt). Cada simbolo representa um voluntario. A barra horizontal
representa os valores das medianas. A linha tracejada representa o valor da mediana

dos niveis de 1gG3 em individuos sem LV. O asterisco indica a diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, ***p <0,0001.
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5.3.4 Niveis séricos deinterleucinas 6 e 10 em individuos com leishmaniose
visceral nas fases ativa e pds-tratamento

A IL-6 é uma citocina com atuacdo nas respostas imunes inata e
adaptativa. E sintetizada por mondcitos, células endoteliais e outras células em
reposta a microrganismos. A IL-6 € expressa normalmente em niveis baixos,
exceto durante infeccdes.

A IL-10 é um inibidor de macrofagos e células dendriticas ativadas
participando no controle da resposta inflamatéria. Em doencas infecciosas, a
resposta inflamatéria € necesséria para prevenir a proliferacéo parasitaria e a IL-

10 pode impedir uma resposta ideal.

Tabela 5: Niveis séricos de interleucinas 6 e 10 em individuos com leishmaniose
visceral ndo coinfectados com o HIV avaliados antes e apés o tratamento da
leishmaniose visceral — Ceard — Maio/15 a Agosto/16.

Paciente IL-6 (Pg/mL) IL-10 Fpg/mL)
Fase ativa Impt Fase ativa Impt
Paciente 01 7 ND ND ND
Paciente 09 24,4 ND 25,6 ND
Paciente 10 51 ND 5,1 ND
Paciente 13 ND " ND i
Paciente 17 33,8 ND 1175 ND
Paciente 18 43,9 ND ND i
Paciente 22 120,3 78,1 317,1 ND
Paciente 23 112,3 ND 199,7 ND
Paciente 30 33,1 ND ND ND
Paciente 37 40,8 ND 138,3 i
Paciente 38 2,7 1 ND "
Paciente 45 129,7 ND 1,5 ND
Paciente 46 ND 1 ND i
Paciente 48 3,6 2,8 ND ND
Paciente 49 36,8 ND 28 ND
Paciente 52 356,4 ND 64,2 ND
Paciente 56 ND " rxk i
Paciente 58 25 ND 166,2 ND
Paciente 61 55 9,6 ND ND
Paciente 64 30,9 ND rxk I
Paciente 68 19,2 218,3 ND ND
Paciente 69 3,7 ND 10,6 I
Paciente 76 11,9 25,1 rxk ND
Paciente 77 15,6 i ND I
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Paciente 82 95,2 ND 332 ND

Paciente 88 535,4 " 478,6 I
Paciente 89 223,3 1 147,9 "
Paciente 93 8,9 " ND i
Paciente 102 79,7 1 3545 "
Paciente 103 169,9 1 ND "

Legenda: 1mpt= 1 més apds o tratamento; ND = abaixo da sensibilidade do teste; ***
individuos ndo avaliados na fase ativa; /// individuos ndo avaliados apés o tratamento

Dentre os 30 individuos analisados na fase ativa, 27 tiveram niveis
detectaveis de IL-6. Na avaliacdo feita nos individuos apés o tratamento (20
casos), a maioria ficou abaixo do limite de deteccéo (15/20).

Na analise de IL-10, foram detectadas 12 amostras abaixo do limite de
deteccdo na fase ativa (12/30). Nos individuos analisados apés o tratamento,
todos ficaram abaixo do limite de detecc¢ao.

Os dados sobre IL-6 e IL-10 corroboram com relatos anteriores de Caldas
et al., (2005), Santos-Oliveira et al., (2011) e dos Santos et al., (2016), que em
seus estudos observaram niveis elevados destas citocinas durante a fase ativa

da LV, que decairam significantemente apos o tratamento.

5.4 Correlacdo das concentracdes séricas de leptina, lipopolissacarideo,
imunoglobulinas anti-Leishmania e interleucina-6 com indicadores
hematoldgicos e bioquimicos utilizados como parametros de gravidade em

individuos com leishmaniose visceral ndo coinfectados com o HIV

5.4.1 Correlacdo das concentracdes séricas de leptina com indicadores
hematoldgicos e bioquimicos utilizados como parametros de gravidade em

individuos com leishmaniose visceral ndo coinfectados com o HIV

Na fase ativa da doencga, os niveis de leptina sérica (n= 19) tiveram uma
correlacdo positiva com os parametros laboratoriais, como contagens de
leucécitos, dosagens de hemoglobina (p=0,003) e albumina (p=0,01). A
correlagdo com a imunoglobulina IgG1 foi negativa (p=0,04) e positiva com os
niveis de IgG3 (Figura 25).

A astenia foi relatada na maioria dos casos (73,6%), assim como 0

emagrecimento (78,9%). A LV pode evoluir para formas graves apresentando
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alteracbes hematolégicas e bioquimicas significativas, incluindo leucopenia,
neutropenia anemia, hipoalbuminemia e hiperglobulinemia. Neste grupo, na fase
ativa, a contagem média de leucécitos foi de 2.574/mm? sendo a leucopenia um
parametro de gravidade quando abaixo de 1.000/mm? e foi detectada em 1
individuo. A neutropenia, abaixo de 500 células/mm?, foi detectada em 1
individuo. A dosagem média de hemoglobina foi de 9,0 mg/dL e quando abaixo
de 7,0 g/dL é também considerado um parametro de gravidade, que observou-
se em 4 individuos. A plaquetopenia, abaixo de 50.000/mm?, foi observada em 1
caso. Outros indicativos de gavidade séo os niveis de albumina abaixo de 2,5
g/dL, que foram detectados em 02 individuos e a hipeglobulinemia que foi
observada em 07 casos. Em relacdo as imunoglobulinas, a deteccdo das
subclasses € utilizada como avaliacdo precoce de cura pos-tratamento da LV
guando seus niveis encontram-se elevados. Foi observado uma maior
concentracdo de IgG1 em relacdo a IgG3 na fase ativa e, posteriormente, um
maior decaimento bastante precoce dos niveis de IgG3 apés 1 més de
tratamento (1mpt) (Figuras 23 e 24). Estes dados estdo de acordo com o estudo
demonstrado por Gomes em 2010, que detectou a elevacdo dos niveis de IgG1
e 1gG3, assim como sua diminui¢do, chegando a registrar resultados negativos
em individuos com 2 a 6 meses pos-tratamento.

Desde a proposta de Dayakar em 2011, sobre a atuac&do da leptina na
resposta imune, estudos de experimentacdo animal tém sido realizados (Di Loria
et al. 2014, Shivahare et al. 2015, Maurya et al. 2016). Em 2016, outro estudo foi
realizado com cultura de células humanas infectadas por L. donovani (Dayakar
et al. 2016). Estes estudos sdo relevantes em tentar compreender a ativacéo

celular durante a infecgéo por Leishmania.
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Figura 25: Correlacdo da concentracdo de leptina sérica com os resultados de parametros hematolégicos e bioquimicos utilizados como
parametros de gravidade em individuos com leishmaniose visceral.
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5.4.2 Correlagdo das concentragdes séricas de lipopolissacarideo com
indicadores hematoldgicos e bioquimicos utilizados como parametros de
gravidade em individuos com leishmaniose visceral n&o coinfectados com
HIV

Na fase ativa da doenca, os niveis de LPS (n= 21) foram correlacionados
negativamente com as contagens de leucocitos (p=0,005) e ndo observamos
demais correlagbes com contagens de plaquetas e dosagens de hemoglobina,
TGP e albumina.
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Figura 26: Correlagdo da concentracdo de lipopolissacarideo (LPS) sérico com o0s
resultados de parametros hematoldgicos e bioquimicos utilizados como parametros de
gravidade em individuos com leishmaniose visceral ndo coinfectados com HIV

Considerando que o LPS é um cofator para o0 aumento da ativacbes
celulares, avaliamos os niveis de LPS, na fase ativa. Neste momento, a média
das contagens de leucdcitos foi de 2.327/mm3. Observamos que apés 1 més de
tratamento, a média das contagens de leucdcitos aumentou para 7.080/mm?3 e o
LPS ainda apresentava-se acima dos niveis dos individuos sem LV (Figura 22).

Os dados observados neste estudo corroboram com os achados mais
recentes de Santos-Oliveira et al., (2011) que também relatou a presenca de
niveis elevados de LPS na fase ativa, antes do tratamento, e diminuidos porém
persistindo acima dos niveis detectados em individuos sem LV, apds o

tratamento.

5.4.3 Correlacdo das concentracbes séricas de IgG1l com indicadores
hematoldgicos e bioquimicos utilizados como parametros de gravidade em

individuos com leishmaniose visceral ndo coinfectados pelo HIV

Na fase ativa da doenca, os niveis de IgG1 (n= 21) tiveram correlacéo
negativa com a contagem de leucécitos (p= 0,03), ndo observamos correlacdes
com as demais contagens de plaguetas e dosagens de hemoglobina, TGP e
albumina.
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5.4.4 Correlacdo das concentracbes séricas de IgG3 com indicadores
hematoldgicos e bioquimicos utilizados como parametros de gravidade em

individuos com leishmaniose visceral ndo coinfectados pelo HIV

Na fase ativa da doenca, os niveis de IgG3 (n= 21) ndo apresentaram

correlagbes com contagens de leucdcitos, plagquetas e dosagens de
hemoglobina, TGP e albumina.
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Figura 27: Correlagcdo dos titulos de anti-Leishmania infantum G1 (IgG1) com os resultados de pardmetros hematoldgicos e bioquimicos
utilizados como parametros de gravidade em individuos com leishmaniose visceral
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Figura 28: Correlacao dos titulos de anti-Leishmania infantum G3 (IgG3) com os resultados de parametros hematoldgicos e bioquimicos
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. CONCLUSOES

A leptina estar significativamente reduzida na fase ativa da LV pode indicar
que a desnutricdo prévia ou o emagrecimento durante o curso da LV implica
na diminuicdo dos niveis séricos da leptina reduzindo sua possivel
participacdo na ativacao celular.

O fato dos niveis de leptina estarem correlacionados a reducéo do peso, das
contagens de leucdcitos, diminuicdo nas dosagens de hemoglobina e
albumina, apontam que a mesma esta associada com a gravidade da doenca
potencialmente utilizada como um marcador prognéstico.

O LPS bem como as interleucinas 6 e 10 estavam aumentados na fase ativa
da LV e mostraram uma tendéncia a queda no pos-tratamento, corroborando
a hipotese de que translocacdo bacteriana ocorre na LV e deve ser um fator
adicional a contribuir na ativacdo celular e consequente intensa resposta
proinflamatéria.

A IgGl e 1gG3 estavam aumentadas na fase ativa, sendo que a 1gG3
apresentou uma reducéo significativa logo apés o tratamento, podendo ser

utilizada como ferramenta para diagndstico e seguimento até a cura clinica.
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7. PERSPECTIVAS

1) Identificar qual o mecanismo associado a diminuig&do dos niveis da leptina
e qual o impacto desta reducao na evolugéo clinica, considerando que em
torno de 50% dos individuos mantiveram niveis comparaveis aos

controles.

2) Verificar se a tendéncia de reducéo de IL-6, IL10 e LPS ser&o confirmadas

em individuos com mais tempo de cura pés-tratamento.

3) Aprimorar a investigacdo sobre as consequéncias da translocacao
bacteriana na evolugcdo clinica da LV, utilizando abordagens
metodolégicas mais apuradas como sCD14, IFAB (Proteina intestinal de
ligacdo a acidos graxos) e deteccdo de evidencias da infeccdo por

bactérias G negativas.

4) Investigar se outras proteinas inflamatérias como a procalcitonina, a

proteina C reativa e os D-dimeros, também estdo comprometidas na LV.
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9. ANEXOS
ANEXO A

HOSPITAL SAO JOSE DE
DOENCAS INFECCIOSAS - HSJ W‘m
/ SECRETARIA DE SAUDE DE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DE MARCADORES INFLAMATORIOS E FATORES SOCIO-
DEMOGRAFICOS ASSOCIADOS AO PROGNOSTICO DA LEISHMANIOSE

Pesquisador: Anastacio de Queiroz Sousa

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 35821414.5.0000.5044

Instituicdo Proponente: Hospital Sao José de Doencas Infecciosas - HSJ / Secretaria de Saude

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 907.717
Data da Relatoria: 13/11/2014

Apresentacao do Projeto:

A Leishmaniose € uma doenca cronica grave que envolve todo o sistema reticuloendotelial, podendo cursar
desde a forma mais branda até grave. Os sintomas classicos incluem deficiéncia nutricional, febre, perda de
peso, caquexia, hepatoexplenomegalia e palidez na pele e mucosa. Complicagées sao comuns no
diagndstico tardio e avanca com infeccdes bacterianas e virais graves do trato respiratério. A nao
intervencao leva a faléncia cardiaca, edema e morte por consequéncia de septicemia ou hemorragia. Assim,
véarios biomarcadores participam no combate, controle e resposta inflamatéria do organismo frente ao
protozoario. O estudo a ser desenvolvido em 130 pacientes atendidos no Hospital Sdo José de Doencas
Infecciosas ¢é do tipo transversal e prospectivo e com abordagem quali-quantitativa. Apés consentimento,
ocorrera entrevista e até 4 coletas de sangue nos pacientes com diagnéstico de Leishmaniose visceral.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar o potencial de biomarcadores e das condi¢oes sécio-demogréficas no prognéstico de gravidade na
Leishmaniose Visceral.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Os possiveis riscos e desconfortos séo aqueles relacionados a coleta sanguinea, causado pela ansiedade
ou pela necessidade de jejum, podendo ocorrer tonturas, desmaios, além de dor e/ou

Endereco: Rua Nestor Barbosa, 315

Bairro: Parquelandia CEP: 60.455-610
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3452-7880 Fax: (85)3101-2319 E-mail: melmedeiros@hotmail.com
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HOSPITAL SAO JOSE DE
DOENGAS INFECCIOSAS - HSJ ¢ Qmofmm
/ SECRETARIA DE SAUDE DE

Continuacao do Parecer: 907.717

hematoma.

Comentarios e Consideracées sobre a Pesquisa:

No curso da doenca de Leishmaniose é observado, através de citocinas, mudangas nas respostas
inflamatérias e regulatérias. O desfecho pode ser o agravamento do quadro e instalacao de infeccoes
levando a quadros sépticos e descontrole da resposta imune. A melhor compreensao da dinamica desses
marcadores de resposta, pode contribuir para maior capacidade na intervencdo da infeccao, e
consequentemente, reduzir a letalidade.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O referido projeto apresentou todos os termos e compromissos necessarios para aprovacao e viabilidade
ética.

Recomendacodes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:
O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sao José ANALISOU e NAO INDICOU PENDENCIAS
concluindo parecer favoravel a realizagao do projeto.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

FORTALEZA, 10 de Dezembro de 2014

Assinado por:
Melissa Soares Medeiros

(Coordenador)
Endereco: Rua Nestor Barbosa, 315
Bairro: Parquelandia CEP: 60.455-610
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3452-7880 Fax: (85)3101-2319 E-mail: melmedeiros@hotmail.com
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(12 via do pesquisador, 22 via do paciente)

TITULO DA PESQUISA: AVALIACAO DAS CONCENTRACOES SERICAS DE
LEPTINA, LIPOPOLISSACARIDEO, IMUNOGLOBULINAS 1 E 3 COMO FATORES
ASSOCIADOS A GRAVIDADE NA LEISHMANIOSE VISCERAL

DADOS DE IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO ADULTO

NOME DO PACIENTE:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N¢:

SEXO:M O F O DATANASCIMENTO (dd/mm/aaaa)

ENDERECO: .N¢

BAIRRO: CIDADE:

CEP: TEL: ()

N° DO PACIENTE NA PESQUISA:

Pesquisador (a) Responsavel:

Data de preenchimento: (dd/mm/aaaa)

Assinatura do pesquisador responsavel
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INFORMACOES AO VOLUNTARIO ADULTO

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo em que os pesquisadores querem avaliar a
concentragao de algumas moléculas — leptina, lipopolissacarideo e imunoglobulinas 1 e 3 - presentes no
sangue na intencdo de avaliar a evolugao da sua doenga - leishmaniose visceral (“calazar”).

Caso decida participar da pesquisa, vocé podera retirar seu consentimento a qualquer momento,
sem prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento. Vocé nao recebera nenhum tipo de pagamento,
mas também nao tera despesas com os exames laboratoriais, pois 0os exames desta pesquisa serdao
realizados juntamente com os exames que ja serao realizados normalmente durante o seu tratamento,
nao sendo necessario colher mais sangue para isso.

Se conseguirmos comprovar que estas moléculas aumentam sua concentragdo nos casos mais
graves de leishmaniose visceral, estes exames poderao beneficiar outros pacientes, pois poderemos saber
mais cedo quais pacientes seriam mais graves e precisariam de cuidados especiais.

Os resultados dos exames serdo mantidos em sigilo e os pesquisadores nao identificardo o
paciente quando forem expor ou publicar os resultados. Vocé podera ser informado dos resultados da
pesquisa a qualquer momento, para isto, entre em contato com o pesquisador, Dr. Anastécio Queiroz de
Souza, no Hospital Sao José ou pelo telefone 3101-2352. Vocé podera ainda procurar o Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Sao José pelos telefones 3101-2322 ou 3101-2368 se quiser esclarecer alguma
davida sobre a ética da pesquisa ou apresentar reclamagdes em relacéo a este estudo.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , antes de dar o
consentimento assinando este documento, afirmo que fui suficientemente informado (a) de todo o estudo
e dos exames laboratoriais que serdo acrescentados aos exames laboratoriais realizados durante o
tratamento. Eu conversei diretamente com o profissional de saide envolvido no estudo que respondeu
todas as minhas perguntas satisfatoriamente e voluntariamente aceito a participagdo. Eu autorizo os
pesquisadores a utilizarem as anotagdes médicas a meu respeito para obterem a informagédo necessaria
para avaliar a evolugdo da leishmaniose visceral (“calazar”). Autorizo ainda o armazenamento de amostras
biolégicas obtidas durante este estudo para a realizagdo de pesquisas a serem realizadas apds a
finalizacdo do presente estudo. Tenho conhecimento que a minha cooperagdo com 0S COMpPromissos
marcados (consultas, exames) é essencial para o éxito do projeto.

Localidade: Data:

Assinatura do participante voluntario

Caso o paciente ndo seja alfabetizado, uma testemunha independente, se possivel identificada pelo
paciente, e que nao seja o pai/mée ou representante legal, deve estar presente durante todo o processo
de obtengdo do termo de assentimento. De qualquer forma, o voluntario participante deve fornecer sua
digital no campo de assinatura abaixo.

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha

Nome do profissional responsavel pelo TCLE:

Assinatura do pesquisador responsavel
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA PAIS OU RESPONSAVEIS DE PACIENTES MENORES DE 18 ANOS)

(12 via do pesquisador, 22 via do paciente)

TITULO DA PESQUISA: AVALIACAO DAS CONCENTRACOES SERICAS DE
LEPTINA, LIPOPOLISSACARIDEO, IMUNOGLOBULINAS 1 E 3 COMO FATORES
ASSOCIADOS A GRAVIDADE NA LEISHMANIOSE VISCERAL

DADOS DE IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO E DO RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE:
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N¢:

SEXO:M O F O DATANASCIMENTO (dd/mm/aaaa)
ENDEREGCO: .Ne
BAIRRO: CIDADE:

CEP: TEL: ()

2. PAIS OU RESPONSAVEL LEGAL

GRAU DE PARENTESCO

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N¢:

SEXO:M O F O DATANASCIMENTO (dd/mm/aaaa)
ENDERECO: Ne
BAIRRO: CIDADE

CEP TEL: ()

N° DO PACIENTE NA PESQUISA:

Pesquisador(a) Responsavel:

Data de preenchimento: (dd/mm/aaaa)

Assinatura do pesquisador responsavel
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INFORMAGOES PARA OS PAIS OU AO RESPONSAVEL LEGAL DO VOLUNTARIO MENOR DE 18
ANOS

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo em que os pesquisadores querem avaliar a
concentragao de algumas moléculas — leptina, lipopolissacarideo e imunoglobulinas 1 e 3 - presentes no
sangue na intencdo de avaliar a evolugao da sua doenca - leishmaniose visceral (“calazar”).

Caso decida participar da pesquisa, vocé podera retirar seu consentimento a qualquer momento, sem
prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento. Vocé nao recebera nenhum tipo de pagamento, mas
também nao tera despesas com os exames laboratoriais, pois 0s exames desta pesquisa serao realizados
juntamente com os exames que ja serdo realizados normalmente durante o seu tratamento, ndo sendo
necessario colher mais sangue para isso.

Se conseguirmos comprovar que estas moléculas aumentam sua concentragao nos casos mais graves de
leishmaniose visceral, estes exames poderdo beneficiar outros pacientes, pois poderemos saber mais
cedo quais pacientes seriam mais graves e precisariam de cuidados especiais.

Os resultados dos exames serdo mantidos em sigilo e os pesquisadores ndo identificardo o paciente
quando forem expor ou publicar os resultados. Vocé podera ser informado dos resultados da pesquisa a
qualquer momento; para isto, entre em contato com o pesquisador, Dr. Anastécio Queiroz de Souza, no
Hospital Sdo José ou pelo telefone 3101-2352. Vocé podera ainda procurar o Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Sao José pelos telefones 3101-2322 ou 3101-2368 se quiser esclarecer alguma ddvida sobre
a ética da pesquisa ou apresentar reclamagdes em relagao a este estudo.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , antes de dar o
consentimento assinando este documento, afirmo que fui suficientemente informado (a) de todo o estudo
e dos exames laboratoriais que serdo acrescentados aos exames laboratoriais realizados durante o
tratamento. Eu conversei diretamente com profissional de saide envolvido no estudo que respondeu todas
as minhas perguntas satisfatoriamente e voluntariamente autorizo o meu filho(a)/menor sob minha
responsabilidade a
participar da pesquisa. Eu autorizo os pesquisadores a utilizarem as anotagbes médicas do meu
filho(a)/menor sob minha responsabilidade para obterem a informagao necessaria para avaliar a evolucdo
da leishmaniose visceral (“calazar”). Autorizo ainda o armazenamento de amostras bioldgicas obtidas
durante este estudo para a realizagcdo de pesquisas a serem realizadas apos a finalizagéo do presente
estudo. Tenho conhecimento que a minha cooperagdo com o0s compromissos marcados (consultas,
exames) é essencial para o éxito do projeto.

Localidade: Data:

Assinatura do participante voluntario

Caso o paciente ndo seja alfabetizado, assim como, o pai/mée ou representante legal, uma testemunha
independente, se possivel identificada pelo paciente deve estar presente durante todo o processo de
obtengao do termo de assentimento. De qualquer forma, o voluntario participante deve fornecer sua digital
no campo de assinatura abaixo.

Nome da testemunha:

Assinatura do pai/méae ou responsavel legal

Nome do profissional responsavel pelo TCLE:

Assinatura do pesquisador responsavel
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ANEXO C

FICHA DE COLETA DE DADOS EM PRONTUARIO HOSPITALAR

D N® DO PRONTUARIO: IDADE:
Exames Laboratoriais Fase ativa 1mpt Valores de referéncia
[ [

Leuchciios 40-10,010°pL
Meutrifilos 16=75100pl
Linfdcitos 08-45010°pL
Maondicitos 0,08 = 1,0 10° ul
Eosindfilos 0,04 - 0.6 10° L
Bazdfilos 0,0 = 0,08 10° pL
Hemacias 38 - 6.5 milhdes
Hemoglobina 114 - 18.0 gldL
Plaguetas 150 = 400 102 pL
IUréia 10,0 = 50,0 mgl/dL
Crestining 0,5 =14 moldL
TGOMAST 0.0=320UiL
TGPIALT 0,0=31,0UL
Bilirrubina fotal 0,0 = 1.0 mgldL
Bilirmubina direta 0,0 = 0.5 moidL
Bilirrubina indireta 0,0 = 1,0 mgidL
Proteinas totais 6,1 -T9gidL
Albumina 35-48aldl
Globuling 2.5 = 3.3 moldL
K-30
Aspirado de medula

Avaliagdo fase afiva

Peso: Altura: Temperatura: PA: FC:

Manifestagdo hemorragica:

Coinfeccao bacteriana:

R-X de térax (imagem sugestiva de infecgdo ou edema pulmonar):

Avaliagdo 1 més apds tratamento (1mpt):
Peso: Altura: Temperatura: PA: FC:

Manifestagdo hemormragica:

Coinfeccao bacteriana:

R-X de tbrax (imagem sugestiva de infeccao ou edema pulmaonar):
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ANEXO D
QUESTIONARIO SOCIO-ECONOMICO

N° DO PACIENTE: DATA DA ENTREVISTA: / /
Quando surgiram os sintomas da Calazar?
Quais foram os sintomas:
() Febre irregular, prolongada Diarreia
Fraqueza Sangramento
Palidez

()
() Perda de apetite
() Emagrecimento, quantos quilos?

O que é Calazar?

()
()
()
()
()

Aumento do volume abdominal (bago, figado)
Outros

Diga quatro palavras que vém a sua cabega quando vocé ouve falar em Calazar:

Sobre vocé

1. Qual a sua idade?
(A) Menos de 18 anos
(B) 18 anos

(C) Entre 19 e 25 anos
(D) Entre 26 e 33 anos
(E) Entre 34 e 41 anos
(F) Entre 42 e 49 anos
(G) 50 anos ou mais

2. Como vocé se considera:
(A) Branco(a)
(B) Pardo(a)
(C) Preto(a)
(D) Amarelo(a)
(E) Indigena

3. Qual seu estado civil?

(A) Solteiro(a)

(B) Casado(a) / mora com um(a) companheiro(a)
(C) Separado(a) / divorciado(a) / desquitado(a)
(D) Vidvo(a)
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11. Qual é o nivel de escolaridade do seu pai?
(A) Da 12 a 42 série do Ensino Fundamental (antigo
primario)

(B) Da 5% a 82 série do Ensino Fundamental (antigo
ginasio)

(C) Ensino Médio (antigo 2° grau)

(D) Ensino Superior

(E) Especializagdo

(F) Nao estudou

(G) Nao sei

12. Qual é o nivel de escolaridade da sua mae?
(A) Da 12 a 42 série do Ensino Fundamental (antigo
primario)

(B) Da 5° a 82 série do Ensino Fundamental (antigo
ginasio)

(C) Ensino Médio (antigo 2° grau)

(D) Ensino Superior

(E) Especializagao

(F) Nao estudou

(G) Nao sei




4. Sua casa esta localizada em?
(A) Zona rural

(B) Zona urbana

(C) Comunidade indigena

5. Qual o tipo do domicilio:
(A) Casa

(B) Apartamento

(C) Comodo

(D) Outros

6. Este domicilio é:
(A) Proprio com titulo
) Préprio em aquisigao
C) Alugado
D) Cedido
) Invasao
) Outra condicdo

(8
(
(
(E
(F

7. Qual o material predominante na construgéo?
(A) Alvenaria

(B) Madeira

(C) Tijolo sem revestimento

(D) Outros

8. Quantas pessoas moram com vocé? (incluindo
filhos, irméos, parentes e amigos)

(A) Moro sozinho

(B) Uma a trés

(C) Quatro a sete

(D) Oito a dez

(E) Mais de dez

9. Onde e como vocé mora atualmente?

(A) Em casa ou apartamento, com minha familia
(B) Em casa ou apartamento, sozinho(a)

(C) Em quarto ou comodo alugado, sozinho(a)
(D) Em habitagéo coletiva: hotel, hospedaria
quartel, pensionato, republica etc

(E) Outra situagéo

10. Qual o seu grau de instrugao?

(A) Da 12 a 4% série do Ensino Fundamental (antigo
primario)

(B) Da 5% a 82 série do Ensino Fundamental (antigo
ginasio)

(C) Ensino Médio (antigo 2° grau)

(D) Ensino Superior

(E) Especializagao

(F) Néo estudou

13. Atualmente vocé:

Apenas estuda

Trabalha e estuda

Apenas trabalha

Esta desempregado (a)

) Esta de licenga ou incapacitado de estudar
/ trabalhar

(F) Esta aposentado (a)

(G) Néo trabalha nem estuda

(A)
(®)
(C)
(D)
(E

14. Se trabalha, qual é o seu trabalho ou
ocupagao principal?

(A) Empregado doméstico mensalista ou diarista
Empregado que ganha por produgao (comissao)
Estagiario remunerado

Bolsista

Trabalha por conta propria, & autbnomo

E dono de negécio, empregador

G) Trabalha em negdcio familiar sem remuneragao
H) Presta servigo militar obrigatorio, assistencial

ou religioso com alguma remuneragéo

®)
(C)
()
)
(F)
(
(

15. Quantas pessoas contribuem para
a obtengao desta renda familiar?

(A) 1uma (B) 2 duas
(C) 3 trés (D) 4 quatro
(E) 5 cinco (F) Mais de cinco

16. Somando a sua renda com a renda das
pessoas que moram com Vvocé, quanto &,
aproximadamente, a renda familiar?

(A) Até 1 salario minimo

(B) De 1 a 2 salarios minimos

(C) De 2 a 5 salarios minimos

(D) De 5 a 10 salarios minimos

(E) Mais de 10 salarios minimos

17. Quantas pessoas sdo sustentadas com a
renda familiar?

(A) Uma (B) Duas
(C) Trés (D) Quatro
(E) Cinco (F) Mais de cinco

18 . Qual das atividades abaixo ocupa a maior
parte do seu tempo livre?
(A)TV

) Religido
C) Teatro
D) Cinema
E) Musica
F) Bares e Boates
G) Leitura
H) Internet
) Esportes

B
(
(
(
(
(
(
(
0] Outra

=
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