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RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma doenca endémica nos paises da América Latina,
tendo o quadro clinico se agravado quando o paciente apresenta coinfec¢do por outros
agentes, especialmente o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Em pacientes
coinfectados, observa-se uma complexa resposta imune, com correlacdo de citocinas
pro, anti-inflamatdrias e moduladoras. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar
o perfil da producéo de citocinas do padrdo Th1/Th2/Th17 em pacientes com coinfecc¢ao
LV/HIV em uma érea de alta endemia. Trata-se de estudo descritivo do tipo
comparativo-transversal realizado com 50 pacientes, estratificados em dois grupos:
LV/HIV e LV oriundos do estado do Maranhéo, Brasil. Desses pacientes, foram obtidas
informac@es clinicas, epidemioldgicas e realizada a coleta sorologica para avaliar a
producéo de citocinas. Os pacientes co-infectados LV-HIV sdo predominantemente do
sexo masculino (84,0%); a frequéncia de Obito e recidiva é de 8,0% e 32%,
respectivamente. Quando avaliou-se a concentracdo de citocinas dos pacientes com e
sem coinfeccdo, observou-se que houve diferenca estatisticamente significativa na
producdo de IL-2 e IL-10 entre os grupos. Alem disso, nos pacientes coinfectados ha
uma correlacdo positiva moderada ou forte e estatisticamente significativa na producgéo
de IL-2 e IL-4; IL-2 e IL-6; IL-4 e TNF; IL-4 e IL-6; IL-6 e TNF. Entretanto, ao
subdividir o grupo LV-HIV ndo houve diferenca para nenhuma das variaveis analisadas,
considerando sintomas e sinais clinicos, recidiva, 6bito, parametros laboratoriais e
escore clinico de severidade, demonstrando que a producdo diferenciada de citocinas
ndo tem uma correlacdo com um subgrupo clinico em especifico. Assim, os dados
demonstram que os pacientes LV-HIV, de forma homogénea, apresentam um
comprometimento da resposta imunoldgica e a producéo direta de citocinas especificas
pelos estimulos patogénicos ou indiretamente pelo préprio grau de ativacao do sistema
imune, acaba por sustentar e agravar este processo.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; alta endemia; AIDS



ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (LV) and HIV / AIDS are serious public health problems in the
state of Maranhdo, considering the isolated analysis of these diseases, as well as the
cases of patients co-infected with Leishmania infantum and HIV. Several evidences
have demonstrated that the pathogens of both diseases seem to interact synergistically,
leading to a worsening of the clinical manifestations in patients. This can be explained
by the parasite-host interaction, considering the virulence profile of the pathogens, as
well as some specific components of the host, in particular the immunological aspects,
reflected in the innate and adaptive immune response. Thus, the objective of thisstudy
was to evaluate the production profile of inflammatory cytokines in Leishmaniasis /
HIV co-infection in the state of Maranhdo - Brazil. The research is a descriptive study
of the comparative-transversal type carried out with 25 individuals with visceral
leishmaniasis and 25 co-infected LV / HIV individuals, attended at the State reference
Hospital for infectious and parasitic diseases in Sdo Luis (MA). From these patients,
epidemiological information was obtained, as well as serological collection was
performed to assess the production of inflammatory cytokines, detected by flow
cytometry. From an epidemiological point of view, male individuals represented 84%
of co-infected patients and 96% of non-co-infected patients; lethality and clinical
recurrences were significantly higher in co-infected patients, 13.5% and 73.0%,
respectively. As for the immunological aspects related to inflammatory cytokines, only
the production of 1L-10 was statistically higher in the group of co-infected patients, but
there was no difference in the total production of cytokines within this group when
considering patients with or without recurrences. The combined analysis showed that
there were significant positive correlations within the group of co-infected patients,
when comparing two cytokines simultaneously. This result demonstrates the interaction
that occurs in the production of these cytokines, especially in the group of co-infected
patients, indicating that multiple analyses are necessary to understand the profile of the
production of inflammatory cytokines in these patients. Demonstrating the role of
inflammatory cytokines in the pathogenesis of these diseases can be important to
optimize treatments and consequently reduce their lethality.

Key words: Maranhao, visceral leishmaniasis, AIDS
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) e a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) sao importantes doencas para a saude publica, considerando sua gravidade,
transcendéncia e expansdo geografica (DESJEUX, 2004; UNAIDS/WHO, 2007). A
leishmaniose é uma das doencas tropicais negligenciadas de maior letalidade no mundo.
Em sua forma mais grave, o calazar, chega a ser fatal em mais de 95% dos casos, se ndo
tratado (MSF, 2018). Esta doenca é endémica em 47 paises, e estima- se que 50 a 90 mil
novos casos de calazar ocorram anualmente (OMS, 2020). Mais de 90% dos novos casos
ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Suddo do Sul e Suddo (MSF,
2018).

No Brasil, a Leishmaniose visceral possui distribuicéo territorial em 21 unidades
federadas (UF) (ALMEIDA et al., 2020).Importante salientar que existe um estudo de
série de casos de leishmaniose visceral notificados no periodo de 2010 e 2017 no Sistema
Brasileiro de Informagdes sobre Doencas Notificaveis. No referido intervalo foram
confirmados 16.063 (dezesseis mil e sessenta e trés) casos de LV em pacientes residentes
na regido Nordeste. A incidéncia média de leishmaniose visceral apresentou variacéo
conforme o estado de ocorréncia. Em 2017, nos estados da regido Nordeste, a taxa de
incidéncia variou entre 1,14/100.000 habitantes (na Paraiba) até 10,69/100.000 habitantes
(no Piauf). (LUCENA, MEDEIROS, 2018).

Em 2018, os estados do Maranhdo, Para, Minas Gerais e Ceara, registraram 0s
maiores numeros de casos confirmados no pais (ALMEIDA et al., 2020). O Maranhéo,
segundo dados do Ministério da Saude, lidera o numero de casos de leishmaniose visceral
no pais, com 185 casos registrados em 2019 (CARDOSO, 2019). A Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (Acquired Immunodeficiency Syndrome- AIDS), € uma
doenca do sistema imunol6gico humano resultante da infec¢do pelo virus HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Adquirida) e estima-se que, em todo o0 mundo, mais de 30 milhGes de
pessoas estejam infectadas, com a ocorréncia de 2,5 milhdes de novas infec¢cdes e mais
de 70.000 mortes a cada ano (UNAIDS/WHO, 2007). A prevaléncia desta infec¢do no
Brasil € estimada em 630.000, com aproximadamente 34.500 novos casos de AIDS por
ano. No Maranh&o foram notificados 4.132 casos, no periodo de 1985 até janeiro de 2009.
Em 2009 no municipio de S&o Luis foram notificados 2.607 casos novos correspondendo
a 63,1% em todo o estado (CARVALHO et al., 2012; BRASIL, 2010).

Os aspectos imunoldgicos dessa coinfecgdo sdo ainda pouco conhecidos,
principalmente se considerarmos as particularidades individuais dos pacientes e
diferengas regionais do perfil de infeccdo (ROSENTHAL, 1995).

13



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Epidemiologia
2.1.1 . Leishmaniose Visceral (LV)

A Leishmaniose Visceral estd frequentemente presente em paises pobres como
india, Nepal, Sud&o e Brasil, com uma prevaléncia de 90% de todos 0s casos registrados
no mundo. Na Africa Oriental, surtos de leishmaniose visceral ocorrem com frequéncia e
na Regido do Mediterraneo Oriental altamente endémica no Iraque, Somalia e Sudéo
(OMS, 2020). No periodo de 2001 a 2014 foram registrados 48.720 casos de leishmaniose
visceral nas Américas com uma média anual de 3.480 casos, dos quais 96,42% (46.976)
foram relatados pelo Brasil. Até os anos 90, a quase totalidade dos casos ocorria na regido
Nordeste do Brasil, entretanto, ao longo dos anos, houve uma expanséo para as regioes
Norte, Sudeste e Centro-oeste (AGUIAR; RODRIGUES, 2017). O Maranh&o se encontra
entre os estados da Federacdo com maior niumero de casos de LV. De 1999 a 2005, o
estado liderou em numero de casos confirmados da doenca no Brasil. Até 2009, foram
registradas 9.972 notificacbes, sendo a maioria proveniente dos municipios que compdem
a llha Upaon-Acu: S&o Luis, Sdo José de Ribamar, Paco do Lumiar e Raposa (SILVA et
al., 2008).

A penetracdo das formas promastigota nos macréfagos ocorre por meio da
ligacdo de moléculas do parasito, como a gp63, com receptores presentes na superficie da
célula (LINDOSO; LUZ, 2008). A presenca do patégeno em macréfagos de alguns 6rgaos
ndo causam mudancas patoldgicas significativas, logo que ha o rompimento desta célula,
colocando esses parasitas nas fezes, urina e nas secregdes nasais do homem (REY, 2008).
Essas mudancas podem ser observadas no baco, que aumenta de tamanho, sua capsula
fica mais espessa e a polpa fica a mostra. Isso se da, pois ha uma grnade quantidade de
macrofagos, que podem comprimir os foliculos linféides e dificulta a circulagcdo nos
capilares, provocando um congestionamento no 6rgao assemelhando-se a zonas de
infarto. Essas modificagdes também sdo observadas no figado, acompanhaado de
hipertrofia das células de Kupffer. Os macrdfagos ja parasitados aos poucos substitui o
tecido hematopoiético, na medula éssea, enquanto ha grande reproducdo parasitaria nos
linfonodos (REY, 2008).

Esta infecgdo apresenta-se com um amplo espectro clinico, que varia desde
manifestacdes oligossintoméaticas, a moderadas e graves (BRASIL, 2005). A LV
apresenta-se com diversas caracteristicas, resumindo-se a trés formas clinicas diferentes:
Forma assintomatica, que se caracterizam por sorologia positiva sem apresentar sinais e
sintomas da doenga; Forma oligossintomatica a sorologia € positiva e tambem ha a

presenca de sinais e sintomas discretos, como, febre, hepatomegalia ou esplenomegalia
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pequena, presenca de febricula, tosse seca, diarreia, sudorese e adinamia, associada a
discreta visceromegalia. Esta forma ¢é frequantemente encontrada nas areas endémicas
(DUARTE, 2009). Forma classica, pode ser observadas manifestacdes clinicas bem
visiveis. Em geral € uma doenca de evolucgédo prolongada, podendo apresentar febre
persistente ou intermitente, podendo esta associado, a distarbios gastrointestinais,
adinamia, sonoléncia, prostacdo, mal-estar e progressivo emagrecimento (DUARTE,
2009). Observa-se, nesta forma, manifestacGes hemorragicas, como petéquias, epistaxes,
sagramento gengival. As manifestacdes respiratorias lembram um resfriado comum. O
abdomen é muito volumoso, a custa de hepatoesplenomegalia. Além de muitas vezes,
apresenta-se associadas com infecc¢Ges por bactérias (LINDOSO; LUZ, 2008).

2.1.2 . Coinfeccéo Leishmaniose/HIV

A coinfeccdo HIV/Leishmaniose tem sido tema de estudos de interesse mundial.
Ha cerca de duas décadas, registou-se uma sobreposicado dessas duas enfermidades que
levam & chamada coinfeccdo LV/HIV. E considerada uma doenca emergente, sendo a
maioria registrada na Espanha, Italia, Franca, Brasil e Portugal (ALVAR et al., 2008;
BRASIL, 2015).Estima-se que 25-70% de adultos com LV sdo co-infectados com o HIV
(COUTINHO, 2017). Nestes casos a LV é considerada uma doenca oportunista,
representando um fator de risco para recidiva, uma vez que esses individuos sdo incapazes
de controlar e/ou deter a multiplicacédo do parasita no organismo. A LV pode induzir uma
maior imunodepressdo, bem como estimular a replicacdo viral em pessoas HIV positivo,
ocasionando o desenvolvimento da AIDS de maneira mais rapida (BRASIL, 2015). A
coinfecgdo com o HIV suscita um crescimento na taxa de letalidade por LV, assim como
um aumento no namero de recidivas de LV em aproximadamente o triplo e o quintuplo,
nessa ordem, quando comparados com 0s casos de LV sem coinfeccdo por HIV (SILVA,
2013).

E possivel que tenhamos individuos imunodeprimidos, como nos casos daqueles
portadores de HIV, onde a leishmaniose visceral é tida como doenca oportunista,
representando um fator de risco para recidiva, uma vez que esses individuos sao incapazes
de controlar e/ou deter a multiplicacdo do parasita no organismo. A LV pode induzir uma
maior imunodepresséo, bem como estimular a replicagdo viral em pessoas HIV positivas,
ocasionando o desenvolvimento da AIDS de maneira mais rapida (BRASIL, 2015). A
coinfecgdo com o HIV suscita um crescimento na taxa de letalidade por LV, assim como
um aumento no numero de recidivas de LV em aproximadamente o triplo e o quintuplo,
nessa ordem, quando comparados com os casos de LV sem coinfecgdo por HIV
(QUEIROZ-E-SILVA, 2013).

A LV pode ser influenciada também por problemas imunes inatos ou gerados pelas

decorréncias de outras infec¢des, que podem deixar o individuo imunodeprimido,
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como no caso do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). A co-infeccdo da
leishmaniose e do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um importante problema
de salde publica. Leishmaniose e HIV promovem a ativagdo mutua, causando deficiéncia
imune em seu hospedeiro (LINDOSO, 2016; ALEMAYEHU, 2017). As estimativas
atuais indicam que 1/3 das pessoas com infec¢do por HIV vivem em areas de risco para a
transmissdo da leishmaniose. Esta sobreposicdo geografica resulta em um ndmero
crescente de casos de co-infecgdo entre HIV-Leishmaniose (GOMES, L. de S. et al.
2017).

A resposta do sistema imune frente a essas infecgcdes € de extrema importancia
para o desfecho clinico de ambas as doencas (BARRETO DE SOUZA et al, 2006) Neste
contexto, as citocinas na coinfeccdo Leishmaniose/HIV, mais especificamente IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10, TNFa, IFNy, IL-17A, sdo importantes reguladores do processo
inflamatorio. A estatistica quanto ao nimero total de pacientes com a coinfeccdo LV/HIV-
AIDS ndo € conhecida, mas a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), até marco de 2010,
ja havia recebido notificacdo de 35 paises, sendo a maioria registrada na Espanha, na
Italia, na Franca e em Portugal. Ha4 uma estimativa, pela Organizacdo Mundial de Saude,
que de 2 a 9% dos pacientes com AIDS no sudeste da Europa desenvolveram
Leishmaniose Visceral (BRASIL, 2015).

Em alguns paises africanos, como o Sudao e a Etidpia, 35% de todos os pacientes
com LV também estdo infectados pelo HIV (DIRO et al., 2014). No Brasil, pesquisas
relatam que as alteracbes da AIDS e dos padrOes de distribuicdo da LV, como o
deslocamento da infeccdo pelo HIV para éreas rurais e a urbanizacao da LV associada ao
aumento dos casos de LV na faixa etéria de 20 a 49 anos, apontaram que a populacéo tem
maior risco de apresentar ambas as infec¢des (BRASIL,2011; MAIA et al., 2008).

Nos ultimos vinte anos, a LV readquiriu importancia médica, reaparecendo no
mundo de forma alarmante, principalmente apds o surgimento da epidemia da Sindrome
de Imunodeficiéncia Adquirida e a urbanizacdo dos vetores, devido a ocupacao
desordenada dos espacos urbanos, assim como os desmatamento em areas rurais. No
Brasil, foram registradas varias epidemias urbanas, sendo em alguns casos classificada
como infeccdo oportunista em pacientes com AIDS.

O primeiro caso de coinfeccdo (Leishmaniose-HIV) foi relatado em 1985, no sul
da Europa. A realidade mundial, em particular a européia, registra um aumento importante
do nimero de casos de coinfecgdes na Gltima década, levando a modifica¢Ges na historia
natural das leishmanioses (SOUSA-GOMES et al., 2011). Os casos de leishmaniose
visceral em adultos no sul da Europa estdo associados com a infeccéo pelo HIV em 70%
das infec¢des (WHO, 2010).

A coinfeccdo Leishmaniose/HIV se revela com grande importancia clinica em
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paises onde ambas as infeccdes sdo endémicas. Importante destacar, que uma grande
parte dos pacientes coinfectados apresenta uma histdria prévia de LV, propondo que o
aumento de casos pode ser relacionado a recidiva em face do aumento da infeccéo pelo
HIV (OKWOR; UZONNA, 2013.) A leishmaniose visceral (LV) é considerada uma
doenca tropical negligenciada, com alta taxa de mortalidade (WOLDAY et al, 2000) além
de ser considerada uma infeccdo oportunista, como em caso de pacientes com AIDS
(ZHAO, PAPADOPOULOU, TREMBLAY, 2004). A expansao da epidemia do HIV para
as areas endémicas de LV, vem aumentando o nimero de pacientes coinfectados
(ALVAR et al, 2012).

2.2 Infecgdo, transmissdo e manifestagdes clinicas
2.2.1 Leishmaniose Visceral (LV)

A LV é uma doenca negligenciada causada pelos protozoarios do complexo
Leishmania donovani — L. donovani e L. infantum — (NEVES, 2012). Os parasitos
possuem vasta distribuicdo e fazem parte do complexo Leishmania donovani, que inclui
as espécies Leishmania donovani (encontrada no subcontinente Indiano, Asia e Africa),
Leishmania infantum (no Mediterraneo) e Leishmania chagasi (na América do Sul)
(DANTAS-TORRES, 2006). A transmissdo da leishmaniose envolve complexas
interacdes entre o parasito, os vetores, 0s hospedeiros vertebrados e os diferentes ecotopos
(DANTAS-TORRES et al., 2012), por ser uma enfermidade metaxénica, em que o
parasito passa por transformacdes no organismo do vetor, neste caso o flebotomineo
(DANTAS-TORRES, 2006). O ciclo comeca a partir da inoculacdo de formas infectantes
do parasito (promastigota metaciclico) no hospedeiro durante o repasto sanguineo do
inseto (COUTINHO et al., 2005; MONTALVO et al., 2012).

Existem vérios tipos de Leishmanioses, porém, destaca-se a Leishmaniose
Visceral, que se apresenta como uma doenca infecciosa de carater zoon6tico que chega a
acometer varias espéecies de mamiferos, inclusive o homem, quando este entra em contato
com o ciclo de transmissdo do parasita. O principal agente etiolégico no Brasil é a
Leishmania chagasi, que é transmitido pelo inseto hematéfago fleb6tomo das espécies
Lutzomya longipalpis e L. Cruzi (LISBOA et al, 2016). A Leishmaniose acontece quando
0 inseto flebotomineo infectado pica o0 homem e regurgita a forma promastigota
metaciclica, que é apresentacdo (FIGURA 1A) flagelada e extracelular sobre a leséo da
pele. Estas formas sdo fagocitadas por macréfagos e, dentro do vacuolo parasitéforo, se
modifica para formas amastigotas que nesse meio se multiplicam. As amastigotas
(FIGURA 1B), que séo intracelulares e sem movimentos, podem entéo ser liberadas e

infectar novos macrofagos e neutréfilos, disseminando o parasito no sistema organico.
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Figura 1 - Micrografia das formas morfoldgicas mais comuns de Leishmania spp.
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Fonte: Leishmaniose Visceral no Brasil: Artigo de Revisdo. AGUIAR,
RODRIGUES, 2017).

Uma vez dentro do macréfago, as formas amastigotas inibem diversos
mecanismos de defesa celular, que deveriam ser responsaveis por sua lise, tais como
fusdo fagossomo endossomo, enzimas hidroliticas, mecanismos de sinalizacdo celular,
producdo de 6xido nitrico e citocinas (CUNNINGHAM, 2002).

A LV também conhecida como Calazar, possui ampla distribuicdo mundial
sendo classificada primariamente como zoonose, € caracterizada por febre irregular de
longa duracdo, emagrecimento e palidez cutaneomucosa, que confere um aspecto
escurecido a pele dos individuos caucasianos e se associa a exuberante
hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia e trombocitopenia (AGUIAR, RODRIGUES,
2017). As complicacgdes decorrentes da infeccdo e as hemorragias sao os principais fatores
de risco para o 6bito na LV (BRASIL, 2006).

2.2.2 Coinfecgédo Leishmaniose-HIV

Ha cerca de duas décadas, registou-se uma sobreposicdo dessas duas
enfermidades que levam & chamada coinfeccdo LV/HIV. E considerada uma doenca
emergente, sendo a maioria registrada na Espanha, Italia, Franca, Brasil e Portugal
(ALVAR et al., 2008; 20 ; BRASIL, 2015).

A doenca é caracterizada em pacientes coinfectados, por taxas significativamente
mais baixas de cura, maior toxicidade das drogas, recidivas e maior mortalidade (COTA
et al., 2013; PATOLE et al.,, 2014). Desta forma, sdo evidenciadas importantes
implicagdes com relagéo a LV e recursos de eliminagéo em locais onde as infecgdes pelo
HIV e pela LV se sobrepdem (PATOLE et al., 2014). A infeccéo
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concomitante por HIV aumenta o risco de desenvolver LV ativa na propor¢éo de 100
e 2320 vezes (WHO, 2010).

Em relacdo as leishmanioses, que sdo causadas por protozoarios intracelulares que
habitualmente infectam o hospedeiro por longo periodo de tempo, possuem mecanismos
que lhes permitem escapar das agressdes mediadas pelo sistema imune. De maneira
adicional, as infecgdes por protozoarios habitualmente s6 causam doenga em uma parcela
dos individuos infectados, indicando que o sistema imune ndo permite, na maioria das
vezes, a multiplicacdo em grande escala dos parasitas e a disseminacdo da infeccdo, sem,
porém, ter a capacidade de promover esterilizacdo. Dessa forma, a Leishmania pode
permanecer no hospedeiro por toda a vida, assintomatica, a ndo ser que esse equilibrio
seja perdido por uma depressdo imune provocada por algum patégeno, como no caso do
HIV, ou pelo desencadeamento de uma resposta imunitaria exacerbada com inflamacéo
tecidual (MACHADO, 2004).

2.2.3 Citocinas

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoliveis,
produzidas por diversos tipos de células do sistema imunoldgico. N&o sdo armazenadas
como moléculas preformadas e atuam especialmente por mecanismos paracrino e
autocrino, sendo redundantes em suas atividades, pois acfes semelhantes podem ser
desencadeadas por diferentes citocinas. Essas moléculas se ligam a receptores especificos,
ativando mensageiros intracelulares que regulam a transcrigdo génica. Assim, as citocinas
influenciam a atividade, a diferenciacdo, a proliferacdo e a sobrevida da célula
imunoldgica, e também regulam a producéo e a atividade de outras citocinas, que podem
aumentar ou atenuar a resposta inflamatoria. (OLIVEIRA et al, 2011)

Apesar da imunidade celular ser o principal mecanismo de defesa do hospedeiro
contra a leishmania, anticorpos e complemento podem destruir a leishmania in vitro. As
formas promastigotas sdo fagocitadas pelos neutréfilos, que sdo as primeiras células a
migrarem para o local da infeccdo (WOODMAN et al, 1998) e podem ser destruidas
através da acao de produtos do metabolismo oxidativo, como o perdéxido de hidrogénio
(H202), atividade enzimatica e producdo de o6xido nitrico. Os neutrofilos infectados
comegam a secretar citocinas, moléculas importantes para atrair mais neutrdfilos e
macrofagos para o sitio da infeccdo (SCAPINI et al, 2000).

A producdo de oxido nitrico (NO) como uma via efetora comum de defesa do
macrofago contra a leishmania tem sido bastante evidenciada. A resisténcia a infeccao
esta relacionada com niveis de NO produzidos por macréfagos ativados por interferon-
gama (IFN-y) ou pelo fator de necrose tumoral alfa (LIEW et al, 1991).

As células T “helper” tipo 1 produzem IFN-y e IL-2, fator estimulador de colonias

de macrdfagos e granulocitos, 1L-3 e linfotoxina (TNF), e sdo responsaveis pela
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imunidade mediada por células, pelas reacdes inflamatérias (MOSMANN et al, 1986).

Células T “helper” tipo 2 (Th2) produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, e mediam a
imunidade humoral e as reacOes alérgicas. A IL-4 esta relacionada com a producao de
anticorpos da classe IgE, 1gG1 e 1gG4; e a IL-5 é importante para diferenciagéo,
multiplicacdo e ativacdo de eosinofilos (MOSMANN; COFFMAN, 1989).

Estudos evidenciaram que as células Th17 tem uma relacdo estrita com as células
T regulatorias em sua rede de citocinas. Ambas possuem sua diferenciacao estimulada por
TGF-B, porém o perfil Thl7 requer uma alta concentragdo desta citocina para a sua
diferenciacdo. Além disso, citocinas como IL-6 favorecem a diferenciacdo de células
Th17, enquanto IL-2 e &cido retindico favorecem a diferenciagdo de Tregs. IL-23 atua
sobre células Th17 apos a inducdo da diferenciacdo por IL-6 e/ou IL-21 estabelecendo o
perfil. Assim, Th17 atua através da producdo de diversas citocinas como IL-21, IL-17-A,
IL-17F e IL-22 que sabidamente desempenham papel nas inflamacdes, doencas
autoimunes e também atuam na resposta do hospedeiro na fase inicial da leismaniose
(KAUFMANN, SH, KUCHROO,2009)

As células Th17 tem papel critico no controle da infeccdo por Leishmania
infantum, desempenhando propriedades inflamatorias (KOLLS; LINDEN, 2004;
NAKAE et al., 2003b; ZELANTE et al., 2007), além de estar envolvido na protecdo contra
alguns parasitos, ter o seu papel ainda indefinido durante as leishmanioses, e também o
fato de que a L. infantum induz esse perfil no decorrer a infeccdo no hospedeiro
vertebrado. Assim, estudos sugerem que as células Th17 estdo envolvidas com a resposta
imune protetora contra a infec¢do por L. infantum. (BETTELLI et al., 2008; VAN, V et
al., 2009)

O controle do processo de infec¢do por leishmania é dependente da resposta imune
mediada por células. O IFN-y, que ¢ uma citocina importante na resposta imune a
leishmania , € produzido principalmente por células T CD4+ do tipo Thl, e por células
NK, estimuladas por IL-12 (SCOTT; KAUFMANN, 1991).

A interleucina-10 é uma outra citocina produzida por macréfagos que contribui
para a sobrevivéncia da leishmania nessas células. Ela inibe a sintese de citocinas
produzidas pelos macrofagos como IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-a . Uma outra agdo também
importante da IL-10 nos macrofagos € a inibigcdo dos eventos metabdlicos associados com
sua ativacdo. Esses efeitos, associados a capacidade dessa citocina suprimir a producgéo
de IFN-y por células TCD4+ tipo Thl, fazem com que a IL-10 interfira na atividade
leishmanicida do macr6fago. Um outro estudo mostrou que, apesar desses efeitos em
camundongos susceptiveis BALB/c infectados com L. major, a neutralizagdo da IL-10
com anticorpo anti-1L-10 ndo altera o desenvolvimento das lesdes. Na infecgéo cronica,

quantidades semelhantes de IL-10 s&o produzidas tanto em linhagens resistentes quanto
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susceptiveis. Entretanto, no inicio da infeccdo, a producdo de IL-10 ¢
significativamente maior nos animais susceptiveis (WAAL et al, 1991).

A principal alteracdo imunoldgica na leishmaniose visceral é a incapacidade de
linfcitos de ativar macréfagos para destruir a leishmania em virtude da auséncia in vitro
da producdo de IFN-y apds estimulo dos linfocitos com antigeno de leishmania. Esta
incapacidade de produzir IFN-y é antigeno-especifica, pois linfocitos de pacientes com
leishmaniose visceral proliferam e produzem essa citocina quando estimulados com
antigenos nao relacionados como o purificado protéico derivado do M. tuberculosis (PPD)
e antigeno de C. albicans (CARVALHO et al, 1989). Considerando, entretanto, que a
leishmaniose visceral € uma doenca debilitante e associada a desnutri¢cdo, um importante
questionamento era se esta anormalidade imunoldgica seria realmente importante na
progresséo da infeccéo para doenca ou se era apenas um achado em pacientes com a forma
avancada da infeccédo por L. Chagasi (CARVALHO et al, 1988).

Sabemos que o mecanismo das disfungdes imunoldgicas na leishmaniose visceral
ndo estd completamente esclarecido, admite-se que uma producédo exacerbada de citocinas
que tenham capacidade de suprimir a resposta imune celular desempenhe um papel
importante na auséncia da producdo de IFN-y e na sobrevivéncia da leishmania nos
macrofagos (ATTA et al, 1998).

Em clones de células especificas para o antigeno de leishmania, isolados de
pacientes curados de LV, evidenciou-se, além de uma producgéo de IFN-y, uma produgio
de IL-4 e de IL-10. A IL-10, por ser uma citocina inibidora da resposta imune,
principalmente por antagonizar a acdo do IFN-y, um ativador potente dos macréfagos para
matar leishmania, é de grande interesse no estudo da leishmaniose visceral. Em pacientes
sudaneses, a expressdo de RNA mensageiro para IL-10 em células da medula 6ssea na
fase ativa da doenca diminui ap6s a terapéutica (KEMP et al, 1999).

Um outro estudo realizado com pacientes infectados com L. donovani no Sudao
demonstrou a presenca de RNA mensageiro para IL-10 tanto em células de linfonodos
guanto em células mononucleares desses pacientes. Apds o tratamento, ndo foi possivel
detectar RNA mensageiro para essa citocina (GHALIB et al, 1993).

Ja num estudo realizado com pacientes do Ceara infectados com L. chagasi, foi
demonstrado que linhagens de células T CD8+ isoladas desses pacientes inibiram a
resposta proliferativa e a producdo de IFN-y por células desses mesmos pacientes apos a
instituicdo da terapéutica adequada. As alteracGes foram associadas a um aumentode IL-
6 e de IL-10. A adicdo de anticorpo neutralizante anti-IL-10 também reverteu a
diminuigédo da producdo de IFN-y na presenga dessas células. Assim, os dados indicam
gue essa citocina tem um papel importante na patogénese da leishmaniose visceral
(HOLADAY et al, 1993).
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Varios fatores contribuem para a auséncia da resposta imune celular na
leishmaniose visceral, as evidéncias de que existe nesta doenca uma ativagdo de células
Th2 e de células regulatorias da resposta imune indicam a importancia de avaliar o papel
de citocinas com atividade imunomoduladora na patogenia da leishmaniose visceral.
Vimos nesses estudos que, mais importante do que a resposta Th2 na modulacéo da
resposta imune na leishmaniose visceral, é a producédo de IL-10. A adi¢do de IL-4 ndo
teve praticamente nenhum efeito nesta modulagédo, enquanto a neutralizagdo de I1L-10
aumentou significantemente a producdo de IFN-y (BACELLAR; CARVALHO, 2005).

A média dos niveis de IFN-y em culturas de células estimuladas in vitro com
antigeno de leishmania foi zero e a adicdo de IL-12 aumentou os niveis dessa citocina
para 305 £325 pg/mL. A IL-10, além de inibir a atividade de macréfagos, inibe a producao
de IFN-y por linfocitos através da inibi¢ao da sintese de IL-12 por células apresentadoras
de antigenos (D’ANDREA et al, 1993). Nestes estudos, enquanto a adicdo de IL-12
restaurou a resposta proliferativa e a producdo de IFN-y in vitro, a adicdo simultanea de
IL-12 e IL-10 suprimiu o efeito mediado por IL-12, diminuindo a producgéo dessa citocina
para zero. Esses resultados indicam que a IL-10 pode suprimir a resposta imune nesses
pacientes com leishmaniose visceral atravées da inibicdo da sintese de IL-12 ao nivel das
celulas apresentadoras de antigeno.

2.3. Imunopatologia da leishmaniose
2.3.1 Aspectos gerais

Em relacdo ao sistema imunoldgico, a diminuicdo das respostas realizadas pelos
linfocitos T e comprometimento dos macr6fagos, sdo consideradas as maiores alteracdes
ocorridas em caso de LV (Murahovschi, 2006). Os macrofafos sdo células de grande
importancia na ativacdo dos linfocitos CD4+, nesse caso acontece uma diminuicéo
significativa de IL-2, IL-12 e de interferon - gama e apresenta-se elevadas a IL-4.
Observa-se também os niveis do fator de necrose tumoral estdo relacionados com
gravidade com que a doenga se apresenta (REY, 2008). A producéo de 6xido nitrico (NO)
como uma via efetora comum de defesa do macréfago contra a leishmania tem sido
bastante evidenciada. A resisténcia a infeccdo esta relacionada com niveis de NO
produzidos por macrofagos ativados por interferon-gama (IFN- y) ou pelo fator de necrose
tumoral alfa (LIEW et al., 1991).

Estudos evidenciaram que clones de células TCD4 + que podiam ser subdivididas
em sub-populacbes baseadas na producdo de citocinas apos estimulacdo in vitro. As
células T “helper” tipo 1 produzem IFN-y e IL-2, fator estimulador de col6nias de
macrofagos e granuldcitos, IL-3 e linfotoxina (TNFEP), e séo responsaveis pela imunidade
mediada por células, pelas rea¢des inflamatérias (MOSMANN et al., 1986). Células T
“helper” tipo 2 (Th2) produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, e mediam a imunidade humoral

22



e as reacOes alergicas. A 1L-4 esta relacionada com a producao de anticorpos da classe
IgE, 1gG1 e IgG4; e a IL-5 é importante para diferenciacdo, multiplicacdo e ativagdo de
eosindfilos (MOSMANN; COFFMAN, 1989). O controle do processo de infeccéo por
leishmania é dependente da resposta imune mediada por células. O IFN-y, que é uma
citocina importante na resposta imune a leishmania é o IFN produzida principalmente por
células T CD4+ do tipo Thi, e por células NK, estimuladas por IL-12 (SCOTT;
KAUFMANN, 1991).

A interleucina-10 é outra citocina produzida por macréfagos que contribui para a
sobrevivéncia da leishmaniose nessas células. Ela inibe a sintese de citocinas produzidas
pelos macrofagos como IL-1pB, IL-6, IL-8 € TNF-a . Outra a¢do também importante da
IL-10 nos macrofagos é a inibicdo dos eventos metabolicos associados com sua ativagao.
Esses efeitos, associados a capacidade dessa citocina suprimir a producéo de IFN-y por
células TCD4+ tipo Thl, fazem com que a IL-10 interfira na atividade leishmanicida do
macréfago. Outro estudo mostrou que, apesar desses efeitos em camundongos
susceptiveis BALB/c infectados com L. major, a neutralizagdo da IL-10 com anticorpo
anti-IL-10 ndo altera o desenvolvimento das lesbes. Na infeccdo crbnica, quantidades
semelhantes de IL-10 sdo produzidas tanto em linhagens resistentes quanto susceptiveis.
Entretanto, no inicio da infeccdo, a producdo de IL- 10 é significativamente maior nos
animais susceptiveis (WAAL et al., 1991).

A principal alteracdo imunoldgica na leishmaniose visceral é a incapacidade de
linfdcitos de ativar macréfagos para destruir a leishmania em virtude da auséncia in vitro
da produgédo de IFN-y apds estimulo dos linfocitos com antigeno de leishmania. Esta
incapacidade de produzir IFN-y é antigeno-especifica, pois linfocitos de pacientes com
leishmaniose visceral proliferam e produzem essa citocina quando estimulados com
antigenos nao relacionados como o purificado protéico derivado do M. tuberculosis (PPD)
e antigeno de C. albicans (CARVALHO et al., 1989). Considerando, entretanto, que a
leishmaniose visceral é uma doenca debilitante e associada a desnutri¢cdo, um importante
guestionamento era se esta anormalidade imunoldgica seria realmente importante na
progressédo da infeccéo para doenca ou se era apenas um achado em pacientes com a forma
avancada da infeccédo por L. Chagasi (CARVALHO et al., 1988).

Sabemos que o mecanismo das disfun¢des imunoldgicas na leishmaniose visceral
néo esta completamente esclarecido, admite-se que uma producgéo exacerbada de citocinas
que tenham capacidade de suprimir a resposta imune celular desempenhe um papel
importante na auséncia da producdo de IFN-y e na sobrevivéncia da leishmania nos
macrofagos (ATTA et al., 1998). Em clones de células especificas para o antigeno de
leishmania, isolados de pacientes curados de LV, evidenciou-se, além de uma produgéo

de IFN-y, uma producéo de IL-4 e de IL-10. A IL-10, por ser uma citocina inibidora da
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resposta imune, principalmente por antagonizar a agdo do IFN-y, um ativador potente
dos macréfagos para matar leishmania, é de grande interesse no estudo da leishmaniose
visceral. Em pacientes sudaneses, a expressdo de RNA mensageiro para IL-10 em células
da medula 6ssea na fase ativa da doenca diminui ap6s a terapéutica (KEMP et al., 1999).
Outro estudo realizado com pacientes infectados com L. donovani no Suddo demonstrou
a presenca de RNA mensageiro para IL-10 tanto em células de linfonodos quanto em
células mononucleares desses pacientes. Apos o tratamento, ndo foi possivel detectar
RNA mensageiro para essa citocina (GHALIB et al., 1993). J4 em um estudo realizado
com pacientes do Cearé infectados com L. chagasi, foi demonstrado que linhagens de
células T CD8+ isoladas desses pacientes inibiram a resposta proliferativa e a producéo
de IFN-vy por células desses mesmos pacientes apos a instituicao da terapéutica adequada.
As alteracdes foram associadas a um aumento de I1L-6 e de IL-10. A adi¢do de anticorpo
neutralizante anti-1L-10 também reverteu a diminui¢do da producédo de IFN-y na presenca
dessas células. Assim, os dados indicam que essa citocina tem um papel importante na
patogénese da leishmaniose visceral (HOLADAY et al., 1993).

Vérios fatores contribuem para a auséncia da resposta imune celular na
leishmaniose visceral, as evidéncias de que existe nesta doenca uma ativacdo de células
Th2 e de células regulatdrias da resposta imune indicam a importancia de avaliar o papel
de citocinas com atividade imunomoduladora na patogenia da leishmaniose visceral. Os
niveis de IFN-y em culturas estimuladas com antigeno de L. chagasi mais anti-IL-10 ou
antigeno de L. chagasi mais anti-IL-10 e foram maiores (p<0,05) do que o0s niveis
observados em culturas estimuladas o antigeno de L. chagasi ou antigeno mais IL-4 (21
+ 17 pg/mL). Vimos nesses estudos que, mais importante do que a resposta Th2 na
modulacdo da resposta imune na leishmaniose visceral, é a producdo de IL-10. A adicao
de IL-4 ndo teve praticamente nenhum efeito nesta modulagédo, enquanto a neutralizacéo
de IL-10 aumentou significantemente a producgéo de IFN-y (BACELLAR; CARVALHO,
2005).

A IL-12 e da IL-10 na patogénese da leishmaniose visceral é de suma
importancia. Amédia dos niveis de IFN-y em culturas de células estimuladas in vitro com
antigeno de leishmania foi zero e a adigdo de I1L-12 aumentou 0s niveis dessa citocina
para 305 £325 pg/mL. A IL-10, além de inibir a atividade de macréfagos, inibe a producéo
de IFN-y por linfocitos através da inibicdo da sintese de IL-12 por células apresentadoras
de antigenos (D’ANDREA et al., 1993). Nestes estudos, enquanto a adi¢do de IL-12
restaurou a resposta proliferativa e a producdo de IFN-y in vitro, a adigdo simultanea de
IL-12 e IL-10 suprimiu o efeito mediado por IL-12, diminuindo a producéo dessa citocina
para zero. Esses resultados indicam que a IL-10 pode suprimir a resposta imune nesses

pacientes com leishmaniose visceral através da inibicao da sintese de IL-12 ao nivel das
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células apresentadoras de antigeno.

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
Avaliar o perfil da producéo de citocinas do padrdo Th1/Th2/Th17 em pacientes
com coinfeccédo leishmaniose visceral e HIV no Estado do Maranhé&o, Brasil.
3.2 Objetivos especificos
- Comparar a frequéncia de ébito e recidiva em pacientes com LV e LV/HIV;
- Comparar o perfil das citocinas em pacientes com LV e LV/HIV;

- Examinar a relacdo entre a producéo de citocinas e as manifestacdes clinicas em
pacientes com LV-HIV;
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Resumo

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca endémica nos paises da América Latina, tendo o
quadro clinico se agravado quando o paciente apresenta coinfeccdo por outros agentes,
especialmente o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Empacientes coinfectados, observa-
se uma complexa resposta imune, com correlacdo de citocinas pro, anti-inflamatérias e
moduladoras. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil da producdo de citocinas
do padrdo Th1/Th2/Th17 em pacientes com coinfec¢do LV/HIV em uma area de alta endemia.
Trata-se de estudo descritivo do tipo comparativo-transversal realizado com 50 pacientes,
estratificados em dois grupos: LV/HIV e LV oriundos do estado do Maranhdo, Brasil. Desses
pacientes, foram obtidas informagGes clinicas, epidemioldgicas e realizada a coleta sorologica
para avaliar a producdo de citocinas. Os pacientes co-infectados LV-HIV sdo predominantemente
do sexo masculino (84,0%); a frequéncia de ébito e recidiva é de 8,0% e 32%, respectivamente.
Quando avaliou-se a concentracéo de citocinas dos pacientes com e sem coinfeccdo, observou-se
que houve diferenca estatisticamente significativa na producéo de IL-2 e IL-10 entre 0s grupos.
Além disso, nos pacientes coinfectados ha uma correlagdo positiva moderada ou forte e
estatisticamente significativa na producéo de I1L-2 e IL-4; IL-2 e IL-6; IL-4 e TNF; IL-4 e IL-6;
IL-6 e TNF. Entretanto, ao subdividir o grupo LV-HIV ndo houve diferenca para nenhuma das
variaveis analisadas, considerando sintomas e sinais clinicos, recidiva, Obito, parametros
laboratoriais e escore clinico de severidade, demonstrando que a produgdo diferenciada de
citocinas ndo tem uma correlagdo com um subgrupo clinico em especifico. Assim, os dados
demonstram que os pacientes LV-HIV, de forma homogénea, apresentam um comprometimento
da resposta imunoldgica e a producdo direta de citocinas especificas pelos estimulos patogénicos
ou indiretamente pelo proprio grau de ativagdo do sistema imune, acaba por sustentar e agravar
este processo.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, AIDS, Maranhdo, resposta imunologica.
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INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral é uma doenca grave que, quando ndo tratada, pode ser fatal. E causada por
protozoarios da Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae, Género Leishmania. Nas Américas a
transmissdo é zoondtica e a espécie considerada como agente causadora é a Leishmania (Leishmania)
chagasi (LAINSON & SHAW, 1987). E caracterizada por febre irregular com longa durago, anemia e
hepatoesplenomegalia, que ocorre de forma progressiva (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Na infeccéo
por HIV a resposta imune celular encontra-se comprometida, bem como em outras condicdes
Imunossupressoras, 0 que promove disseminacdo dos parasitas causadores de LV e evolucdo da
infeccao.

Em pacientes coinfectados, observa-se uma complexa resposta imune, com correlacdo de
citocinas pro, anti-inflamatérias e moduladoras (CARVALHO et. al., 1985; PERUHYPE et. al.,
2006). No entanto, estudos mostraram que a coinfec¢do LV/HIV modifica a expressao das citocinas
plasmaticas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e IFNy, quando comparados a pessoas com
qualquer uma das duas doencas isoladamente (CACOPARDO et. al., 1996; WOLDAY et. al.,
2000). Em dados mais recentes, a avaliacdo do perfil de leucdcitos e citocinas associadas a Th, de
pacientes coinfectados com LV/HIV vem sendo desenvolvidos em hospital universitario na
Nigéria, e demonstraram a elevacgdo de eosinofilos, contagem de basdéfilos e niveis séricos de IL-
10 em pacientes com este tipo de coinfeccdo, demonstrando hipersensibilidade induzida pelo
parasito, bem como imunossupressdo (ABDULLAHRY et. al., 2020).

Devido ao potencial de letalidade e a complexa imunopatogenia da coinfeccdo LV/HIV, este
trabalho tem como objetivo a investigacdo e analise do perfil destas citocinas na coinfeccao
Leishmaniose/HIV no estado do Maranhéo - Brasil, uma vez que se tornam de extrema importancia
para a elucidacdo dos mecanismos imunopatoldgicos da coinfeccdo, com aplicabilidade clinicaem
um diagndstico direcionado, tratamento precoce, bem como suporte terapéutico especifico e

consequentemente melhor prognostico.

METODOLOGIA

Consideracdes éticas: o estudo obteve aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdo (NUmero do parecer: 409.351). Todos 0s
pacientes incluidos, ou seus responsaveis, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido

(anexo).

Tipo de estudo e amostragem: esse estudo é do tipo caso-controle comparativo- transversal. Os
pacientes foram divididos em dois grupos: (i) Grupo 1 (caso) constituido por 25 individuos com
sorologia positiva para HIV, co-infectados com LV com diagndstico confirmado presenga de

Leishmania spp. na medula dssea ou ganglio, atendidos no hospital de referéncia estadual, no ano
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de 2014. (ii) Grupo 2 (controle) constituido por 25 individuos com diagnéstico de
Leishmaniose Visceral ndo co- infectados com HIV. As amostras foram coletadas
prospectivamente, com abordagem dos pacientes que internaram com o diagnoéstico da
leishmaniose visceral, com e sem a coinfec¢do pelo HIV. O estudo foi conduzido em Séao Luis,

capital do Estado do Maranhéo, localizada na Regido Nordeste do Brasil.

Critérios de inclusdo e exclusdo: incluiu-se pacientes com sorologia positiva para HIV e
diagndstico parasitolégico para LV que faziam tratamento da coinfeccdo e pacientes com
diagndstico parasitolégico para LV e sorologia negativa para HIV, que aceitaram assinar o termo
de consentimento livre esclarecido. Excluiu-se os pacientes que abandonaram tratamento, pacientes
que ndo aceitaram assinar o termo de consentimento.

Confirmacdo do diagndstico: o diagnostico da LV foi realizado com pesquisa de formas
amastigotas de Leishmania spp pelo mielograma, considerado padrao ouro para o diagndstico dessa
infeccdo. Para o teste sorologico foram utilizados imunofluorescéncia indireta (Rifi) e ELISA,
realizados no Laboratério Central (LACEN). No caso do HIV, os testes para o diagndstico foram
ELISA e Teste Rapido, realizados na rotina do hospital estadual de referéncia segundo
recomendacdes do Ministério da Saide (BRASIL, 2013).

Dosagem de citocinas: para a dosagem de citocinas foi coletado amostras sanguineas dos pacientes
para obtencdo do soro. As dosagens das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL- 17A, TNF e IFNy
foram realizadas utilizando o BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17
Cytokine Kit em citdbmetro BD FACSCalibur™,

Variaveis clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais: os parametros utilizados no estudos foram:
sexo, recidiva, Obito, e presenca de hemorragia, edema, ictericia, vémito, dispnéia e infeccdo
bacteriana, contagem de leucdcitos, plaguetas e dosagem de creatina, bem o como célculo de escore
para severidade na LV (KalaCal), disponivel em: https://www.sbmt.org.br/kalacal/ (COSTA et al,
2016). Todas essas variareis foram correlacionadas com a dosagem de citocinas no grupo dos
pacientes LV-HIV.

Os dados laboratoriais foram coletados dos prontuarios dos pacientes, 0s quais fazem parte
da rotina hospitalar. Foram utilizados também, uma ficha protocolo adaptada do manual de
vigilancia e controle da Leishmaniose Visceral do Ministério da Saude denominada ficha de
investigacdo de obito de leishmaniose visceral (BRASIL, 2006) para registro dos dados clinicos e

epidemiolégicos (Anexo)

Analises estatisticas: os dados foram analisados a partir do programa estatistico GraphPad®. Para

a analise dos resultados, as variaveis categoricas foram apresentadas em frequéncias absolutas (n)
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e relativas (%). A normalidade foi avaliada pelo teste Shapiro Wilk e para apresentacao dos
dados de citocinas foram utilizados diagramas de dispersdo. A comparacdo da dosagem da citocinas
entre os grupos foi feita utilizando o teste ndo paramétrico Mann Whitney. A correlagdo de Person
foi utilizada para comparar as citocinas entre si, bem como para avaliar a correlacao entre os dados
laboratoriais, escores de severidade e a producéo de citocinas. Foram consideradas significativas as

diferencas entre os grupos quando valor de p < 0,05.

RESULTADOS
Caracterizacéo do grupo LV-HIV
Os pacientes coinfectados LV-HIV sdo predominantemente do sexo masculino (84,0%). A

frequéncia de ébito e recidiva é de 8,0% e 32%, respectivamente, nesse grupo (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de 6bito, recidiva
e distribuicdo do sexo em pacientes com
LV-HIV

Variaveis Grupo LV-HIV

n %
Sexo
Masculino 21 84,0
Feminino 4 16,0
Obito
Sim 2 8,0
Néo 23 92,0
Recidiva
Sim 8 32,0
Néo 17 68,0
TOTAL 25 100,0

Perfil sérico da producéo de citocinas

Quando avaliou-se a concentragdo de citocinas dos pacientes com e sem coinfeccéo,
observou-se que houve diferenga estatisticamente significativa na producdo de IL-2 e IL-10
(p<0,05), sendo estas produzidas em maior quantidade no grupo dos pacientes com LV em
comparacdo a LV-HIV. Entretanto, ndo houve diferencas significativas na producdo das outras

citocinas estudadas na comparacdo entre os dois grupos, conforme apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Diagrama de dispersdo de quantificagao de citocinas em pacientes com Leishmaniose

Visceral, com e sem HIV. Em que 1(IL-2); 2 (IL-4); 3 (IL-6); 4 (IL-10); 5 (TNF); 6 (IFNy); 7 (IL-

17A). A (Grupo LV); B (Grupo LV-HIV). Eixo Y: Concentracgdo de citocina (pg/mL); Eixo X:

cada ponto representa um paciente. *p<0,05
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No grupo de pacientes coinfectados hd uma correlacéo positiva moderadaou forte e
estatisticamente significativa, ao comparar-se duas citocinas entre si, na produgéo de IL-2 e IL-4;
IL-2 e IL-6; IL-4 e TNF; IL-4 e IL-6; IL-6 e TNF (Tabela 2). J& o grupo de pacientes somente com
LV apresentou correlacdo positiva entre IL-2 e IL-4; IL-2 e IL-10; IL-2 e TNF; IL-4 e IL-10; IL-4
e TNF; IL-10 e TNF; IFNy e IL-17A, sendo que as outras correlacbes ndo sao estatisticamente

significativas, como observado na tabela 3.

Tabela 2. Correlacdo linear do perfil da producao de citocinas
em pacientes com coinfecg¢do LV-HIV

IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 TNF IFNy IL-17A
IL-2 1.00 0.96* 0.44* 0.05 0.24 -0.05 -0.03

IL-4 096* 1.00 0.68* 0.02 0.51* -0.06 -0.07
IL-6 0.44* 0.68* 100 -0.09 0.97* -0.08 -0.10
IL-10 0.05 0.02 -0.09 100 -0.09 -0.06 -0.11
TNF 024 0.51* 097 -0.09 100 -0.06 -0.07
IFNy -0.05 -0.06 -0.08 -0.06 -0.06 1.00 -0.02
IL-17A -0.03 -0.07 -0.10 -0.11 -0.07 -0.02 1.00

Valor de R: valores quantitativos inseridos na tabela. *Valor de p < 0,05.

Tabela 3. Correlacdo linear do perfil da producdo de citocinas
em pacientes LV.

IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 TNF IFNy IL-17A
IL-2 1.00 0.98* -0.07 0.91* 0.99* -0.09 -0.13
IL-4 0.98* 1.00 -0.05 0.91* 0.99* -0.13 -0.10

IL-6 -007 -0.05 100 -0.14 -0.06 -0.09 -0.07
IL-10 0.91* 0.91* -0.14 1.00 0.91* -0.08 0.01
TNF 0.99* 0.99* -0.06 0.91* 100 -0.11 -0.11
IFNy -0.09 -0.13 -0.09 -0.08 -0.11 1.00 0.55*
IL-17A -0.13 -0.10 -0.07 0.01 -0.11 0.55* 1.00

Valor de R: valores quantitativos inseridos na tabela *Valor de p < 0,05.
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Perfil de citocinas e variaveis clinicas-epidemiologicas

O perfil de citocinas dos pacientes com co-infec¢éo, subdividindo esse grupo de acordo com

parametros clinicos e epidemiologicos demonstrou que ndo houve diferenca estatisticamente

significativa para nenhuma das variaveis analisadas, considerando os subgrupos que apresentaram

ou nao sintomas e sinais clinicos, recidiva ou obito (Tabela 4). Esse mesmo resultado foi observado

ao correlacionar-se a producdo de citocinas, parametros laboratoriais dos pacientes e o escore de

severidade para leishmaniose visceral, ndo havendo correlagdo estatisticamente significativa entre

essas variaveis (Tabela 5).

Tabela 4. Relagdo entre producéo sérica de citocinas e variaveis clinicas e epidemiologicas
em pacientes com leishmaniose visceral, coinfectados com HIV

Variaveis ™ 1L-2 1L-4 I1L-6 1L-10 TNF IFNy IL-17A
Sexo M 04+18 03%0.9 4422+12320 18+34 261910 02+¢1.0  0.6+19
F 00:00 00£0.0 13242490 0000 38t75  0.0:00  0.0£0.0

Recidiva Sim  0.0+00 0000 51841128 18+37 11+30 06+1.6  0.00.0
Nio 05+21 03+1.0 553.0+13560 1.3+31 32.6+1006 0.01+0.1 0.7+2.0

Obito Sim  0.4+18 0209 426.6+11780 16+33 2444870 02+10  0.240.8
Nio 0.1+02 00400  24+04 02403 04406  01+02  3.9455

Hemorragia Sim 0.0+00 00+0.0 837+1640 03:05 2142  0.0+00  0.0+0.0
Nio 0.4+18 03+0.9 451.5+1232.0 17434 2644910 02+10  0.6£19

Edema Sim  00:0.0 0000 7221445 19+43 17438  0.0:00  0.0£0.0
Nio 0.4+19 03+1.0 472.7+1260.0 14430 27.7¢931 03+10  0.6+19

Ictericia Sim  0.0:0.0 0.2+05 856.6+20820 0.1+0.3 67.8+166.1 0.8+19  0.0+0.0
Nio 07423 03%12 331.2¢770.5 1.9+34 11.2+328 001+0.1 03+l.1

Vémito Sim  00:0.0 0000  7.4+75  52+7.4  0.0:00  0.0:00  0.0+0.0
Nio 04+1.8 03%0.9 449.8+1232.0 1.3+28 26.4+91.0 02+¢1.0  0.6+1.9

Dispnéia Sim  1.1+30 05+l5 3985:979.9 21+33 16.0+418 00400  0.0:0.0
Nio 002+0.1 0.140.3 389.9+12200 12432 2564984 03+l1  0.7+2.0

Infeccéo Sim  0.7+23 0312 256.8+775.4 2.7+41 9.6+330 001#0.1  0.0+0.0
Bacteriana  \., 002101 01204 5397414510 02£04 365+1168 0413  1.0:24

ns: ndo houve diferencga estatisticamente significativa na producdo das citocinas entre os subgrupos para nenhuma
das varidveis avaliadas. M: masculino; F: feminino. Valores de média e desvio padréo estdo inseridos na tabela.
Concentrages de citocinas no soro em pg/mL.
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Tabela 5. Correlacéo do perfil da producéo de citocinas em pacientes LV/HIV com
pardmetros laboratoriais e escore de severidade para leishmaniose visceral

Variaveis ™ IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 TNF  IFNy IL-17A
Leucaocitos @ -0.13 -0.15 -0.04 0.00 -0.08 -0.16 0.01
Plaguetas ° -0.10 -0.11 -0.01 -0.11 -0.05 -0.11 -0.05
Creatinina ¢ 0.14 0.07 -0.14 0.06 -0.18 0.08 0.13
Kala-Cal @ 0.21 0.23 0.09 0.08 0.09 0.02 -0.37

2 contagem de leucécitos em 1000/mm3; ° plaquetas em 1000/mmg; © creatinina em mg/dl; ¢ Kala-Cal:
calculo de escore para severidade na leishmaniose visceral, baseado apenas no modelo clinico, sendo
a variacao do escore de 1 a 13; valor de R: valores quantitativos inseridos na tabela. ns: ndo houve
correlacdo estatisticamente significativa entre as variaveis avaliadas e a producéo das citocinas

DISCUSSAO

O presente estudo caracterizou uma populagéo de pacientes com coinfecgdo LV-HIV, em
uma aréa de alta endemia, no que se refere a producdo de citocinas do perfil Th1/Th2/Thl7
correlacionando com pardmetros clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais. O grupo estudado é
marjoritariamente composto por individuos do sexo masculino. Esse predominio explicitado
sistematicamente pela literatura, ndo ¢ um fenémeno bem esclarecido, podendo haver relacdo com
a maior exposi¢do dos homens aos vetores (TOLEZANO, 1994), ou a influéncia das diferencas
hormonais na dindmica da relacdo parasito-hospedeiro da leishmaniose (SNIDER et al, 2009).

Os pacientes LV/HIV apresentam uma doenc¢a mais grave em comparacao aqueles com LV
apenas, com maior nimero de 6bitos e mais suscetibilidade a reativacdes frequentes da doenca,
como observado nesse estudo. Segundo Henn (HENN, 2016), muitos casos de coinfeccdo se
apresentam mais graves e de maneira atipica, ocorrendo maior nimero de dbitos, sendo possivel
que a demora no diagnoéstico da coinfeccdo em pacientes com HIV ou LV, resulte em retardo na
instrucdo terapéutica adequada, levando a progressdo descontrolada das duas doengas em um
mesmo paciente, influenciando na velocidade de queda dos linfécitos T CD4+. Além disso, a
auséncia de reconstituicdo imune, e a ocorréncia prévia de recidiva tém sido apontados como fatores
de risco relevantes para obito (BOURGEOIS et al, 2008; LOPEZ-VELEZ et al, 1998).

Nesse estudo foi observado que o niveis de citocinas dos pacientes com e sem coinfecgéo,
apresentarm diferencas significativa na producéo de I1L-10 e IL-2, que podem ser interpretados
como sinais de gravidade para LV (GAMA et al., 2013). Estudos ja demonstraram o papel-chave
das principais citocinas [por exemplo, IL-10, fator de crescimento transformador (TGF) -, IL-4,
IL-6, IL-12 e IFN-y] que implicou o papel de Th1 / Th2 na progressdo da doenga ou protecao do
hospedeiro. Em geral, a resposta do tipo Th1l medeia a resisténcia do hospedeiro e a resposta do

tipo Th2 esta associada a progressao da doenca (SHER & COFFMAN, 1992)
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A presenca de niveis elevados de citocinas pro-inflamatdrias, como TNFa, IL-6 e IFNy,
como visto neste trabalho, estéo relacionados com a persistente ativagdo imune observada durante
a fase cronica da infeccdo pelo HIV. Estudos na India mostraram que 0 TNF-o, um mediador vital
das respostas inflamatdrias inatas e adaptativas, possui um papel crucial na formacéo e manutencéo
do granuloma contra a Leishmaniose visceral (DAYAKAR et. al., 2019). Esta funcdo antiparasitaria
do TNF-a é mediada pela ativacdo de macrofagos infectados para matar o amastigota intracelular de
Leishmania (MURRAY et. al 2000)

Para os pacientes coinfectados, os dados demonstraram que ha uma correlacdo positiva em
mais de 50% na maioria das citocinas, como em IL-10 e IL-6. Essa correlacdo observada pode se
dar pela adicdo de células T virgens que estimulam a producéo de citocinas de padrdo Thl como
IL-6 e IFNYy e, simultaneamente, a producdo de citocinas moduladoras, como 1L-10. J& a correlacdo
do nivel de IL-2 e IL-4, se d&, pois, ambas sdo produzidas por TCD4+. Na regido Nordeste do
Brasil, um estudo de LV mostrou que IL-6 é a citocina positivamente e independentemente
associada com IL-10, que, por sua vez, foi positivamente correlacionado com IFN-y (COSTA,
ROCHA, CARVALHO et al., 2013) corroborando com nossos resultados. Por isso sugere-se que
IL-6 e IL-10 mantém um papel sinérgico na patogénese de LV em pacientes com HIV (BARBOSA
et. al.,2020).

Estudos sugerem que IL-6 estd associada a anemia - indicada por concentracdo de
hemoglobina - sendo uma consequéncia do sistema inflamacéo em pacientes com LV (COSTA,
ROCHA, CARVALHO et al., 2013; NEMETH et al., 2013). Estudos in vivo, como o de Cenini,
demonstraram que a citocina pro-inflamatdria TNFa estd envolvida nos mecanismos de defesa
contra Leishmania, estabilizando-se apés a terapia. Dessa maneira, um aumento na producdo de
TNF é esperado em individuos infectados pelo HIV, logo que o sistema imune é ativado por doencas
oportunistas. O mesmo foi verificado por Medrano, em que 0s pacientes coinfectados com
leishmaniose visceral e HIV apresentaram niveis aumentados de TNF quando comparados aos seus

controles HIV positivos sem LV.

Para os pacientes somente com LV, essa correlacdo positiva alta foi vista entre 1L-2 e I1L-10,
pois a IL-2 estimula, a replicacdo das células T com funcdes regulatorias, cujas acbes sdo mediadas
pela IL-10, que suprime a resposta celular protetora do hospedeiro. Sobre a correlagcdo negativa
observada entre IL-10 e IFNy, justifica-se logo que a IL-10 modula a ativa¢do Thl o que leva a
reducdo na producdo de IL-12 e IFNy e, inibe a ativacdo de macrdfagos e a habilidade dessas células
em destruir a Leishmania spp. O indice de proliferacao ¢ a producdo de IFNy sdo reduzidos na
presenca de neutralizantes juntamente com IL-10 recombinante, fato ao qual destaca-se a
importancia dessas citocinas na patogénese da LV. Compreender o equilibrio dos perfis de citocinas

pode levar & manipulagdo imunoldgica, incluindo terapias anti-citocinas (anti-IL-6 e anti-1L-10), e
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novos estratégias terapéuticas para LV e LV-HIV (COSTA, ROCHA, CARVALHO et al., 2013;
SACKS, NYLEN, 2007).

Nesse trabalho também foi avaliado a comparacgéo do perfil imunologico dos pacientes LV-
HIV com as caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais dos mesmos, ndo sendo
encontradas diferengas na producéo de citocinas nos subgrupos. Esse dado pode ser explicado pelo
tamanho amostral desses grupos menores. Apos a estratificacdo, considerando a presenca e auséncia
de sinais e sintomas clinicos hemorragia, edema, ictericia e vomitos, os subgrupos com os individuos
que apresentavam esse parametros clinicos eram formados por grupos entre 02 a 05 pacientes
(dados ndo mostrados) . Nesse sentido, acreditamos que seja necessario avaliar um grupo
populacional mais abragente para melhor caracterizar a relacdo entre o perfil imunolégico e os

paramétros clinicos em pacientes LV-HIV.

Nossos dados demostram que os pacientes LV/HIV apresentam agravos ao comprometimento
imune, uma vez que esta doenca cursa com imunossupressao do sistema imunoldgico, com
diminuicdo de linfocitos T e de outras linhagens de células hematopoiéticas. Assim, a producao
direta de citocinas ou a reducdo destas, pelos estimulos patogénicos ou indiretamente pelo proprio

grau de ativacédo do sistema imune, acaba por sustentar e agravar este processo.
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ANEXO
ANEXO I- FICHA PROTOCOLO

FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

Data de Preenchimento / / N°de Registro

A- IDENTIFICACAO

Nome:

Idade: Sexo: Cor: Ocupacéo:

Local de Nascimento: Data / /

Endereco para contato:

B- EPIDEMIOLOGIA
Local provavel de contagio:

Reside em area de risco:
Existem cées no domicilio/peri-domicilio:

Existem animais doentes nas proximidades:
Existem mosquitos no domicilio/peri-domicilio:
Numero de familiares em casa (Excluir paciente):

()1 Sim2.Ndo 9. Ignorado
(  )1.Sim2.Ndo 9. Ignorado
Existem raposas/gambas nas proximidades: ( )1.Sim2.Ndo 9. Ignorado
()1 Sim2.Ndo 9. Ignorado
( )1.Sim2.Ndo 9. Ignorado

Localidades frequentadas nos Gltimos 12 meses

MUNICIPIO / UF MES / ANO TEMPO

C-ANTECEDENTES MORBIDOS PESSOAIS

Histdria anterior de calazar: ()1 Sim2.Nao 9. Ignorado
Caso sim: Ha quanto tempo? Droga:
Dose: Tempo Onde tratou

D- ANTECEDENTES MORBIDOS FAMILIARES
Historia anterior de calazar: ( )1.Sim2.N& 9. Ignorado
Caso sim: Quem? Hé& quanto tempo?

E- HISTORIA CLINICA

Inicio da doenga:

Sinais e sintomas:

Febre: () 1. Sim 2.Nao 9. Ignorado
Caso sim, caracterizar:

Queda de cabelos/pelos: () 1. Sim2.N&o 9. Ignorado
Anorexia: () 1.Sim2.N& 9. Ignorado
Diarréia: () 1. Sim2.Nd 9. Ignorado

Caso sim, caracterizar:

Vomitos: () 1. Sim2.N&do 9. Ignorado
Sangramentos:( ) 1. Sim2.N&o 9. Ignorado
Caso sim, caracterizar:

Tosse:( ) 1.Sim2.Nd 9. Ignorado

Dispnéia:( ) 1. Sim2.Ndo 9. Ignorado

Aumento de volume abdominal: ()1 Sim2.Ndo 9. Ignorado
Outros sintomas:

F- EXAME FISICO
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P.A: / / Pulso: T.A: F.R: Peso Alt.

Estado geral: ()1-Bom ( ) 2. Regular ( ) 3- Comprometido Estado
de Hidratagéo () 1.Normal () 2- Desidratado grau |
() 3.Desidratado grau Il () 4- Desidratado grau Ill

Emagrecido ( )1-Sim 2. Néo

Febril ( )1-Sim 2. Ndo

Mucosas:( ) 1. Normocoradas( ) 2. Hipocoradas+/4+( ) 3. Hipocoradas++/4+
() 4. Hipocoradas+++/4+ () 5. Hipocoradas ++++/4+

Ictérico: ( )1-Sim 2. Nédo

Alopecia: ( )1-Sim 2. Nédo

Manchas: ( )1-Sim 2. Nao

Sangramento: ( )1-Sim 2. Nédo

Adenomegalia: ( )1-Sim 2. Nédo

Caso sim: Localizagéo: ()1 Subocciptal( ) 2. Submandibular

() 3. Inguinal () 4. Retroauricular
() 5.Retrocervical( ) 6. Axilar

Caracteristicas: () l.lsolados () 2. Normal
() 3.Agrupados () 4.Amolecidos

() 5.Coalescentes () 6. Endurecidos

Protusdo Abdominal: ( )1-Sim 2. Nao

Hepatomegalia: ( )1-Sim2.Néo

Caso Sim: cm RCD cm Apéndice Xifoide
Esplenomegalia: ( )1-Sim 2. Néo

Caso Sim: cm RCE

Edema ( )1-Sim 2. Néo

Caso Sim, caracterizar:

AlteragOes Ap. Cardiovascular: ( )1-Sim 2. Nao
Caso sim, especificar:
AlteracOes Ap. Respiratorio: (  )1-Sim 2. Nao
Caso sim, especificar:
Alteracdes Sist. Nervoso Central: ( )1-Sim 2. Néo
Caso sim, especificar:
Outras alteraces: ( )1-Sim 2. Nao
Caso sim, especificar:

G- TERAPEUTICA (Calazar)
Usou ou esta em uso de droga especifica: () 1-Sim 2. Ndo( ) 9- Ignorado
Caso sim, Qual:
Dose ? Numero de ampolas (Total e por dia):

Tempo se Uso: Inicio do Tratamento:

Ocorreu internacdo durante adoencaatual: () 1-Sim 2. Ndo( ) 9- Ignorado
Caso sim. Ha quanto tempo/Por quanto tempo: onde:

CONDUTA:

H- TERAPEUTICA (HIV)

Usou ou esta em uso de drogaespecifica: () 1-Sim 2. Nao( ) 9- Ignorado
Caso sim, Qual:
Dose ? Numero comprimidos (Total e por dia):
Tempo se Uso: Inicio do Tratamento:
89

CONDUTA:
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I- EXAMES LABORATORIAIS

EXAMES DATAS

HEMACIAS

HEMOGLOBINA

HEMATOCRITO

LEUCOCITOS

META

BASTOES

SEGMENTADOS

EOSINOFILOS

LINFOCITOS

MONOCITOS

PLAQUETAS

T.PROTROMBINA

AST/ALT / / /

UREIA

CREATININA

GLOBULINA

GLICEMIA

MIELOGRAMA

CD4

CV HIV

ECG

VEL.
HEMOSSEDIL.

OUTROS

TESTE RAPIDO

ELISA

J-EVOLUCAO CLINICA

Regressdo da Febre: ( )1-Sim  2.Nédo( )9-Ignorado
Caso sim, Quantos dias apds o inicio do tratamento:

caso Nao, Descreva a

febre:
Regressdodoedema: (  ( )1-Sim  2.N&o( ) 9-Ignorado
Caso sim, Quantos dias apds o inicio do tratamento:

caso Nao, Descreva a

febre:
Regressdo da Hepatomegalia: () 1-Sim 2. Ndo( ) 9- Ignorado
Regressdo da Esplenomegalia: () 1-Sim 2. Ndo( ) 9- Ignorado

Obito: () 1-Sim  2.N&o( ) 9- Ignorado
Alta Hospitalar: () 1-Sim 2. Ndo( ) 9- Ignorado

K - RECIDIVIA
( ) Sim* ( )N&o

*Caso Sim preencher Nova Ficha

51



TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
Projeto de pesquisa: “CARACTERIZACAO DA COINFECCAO LEISHMANIOSE/HIV
EM PACIENTES ATENDIDOS EM HOSPITAL DE REFERENCIA DO ESTADO DO
MARANHAO: ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS E LABORATORIAIS*

O Sr(a). esta sendo convidado(a) pela Dra. Concei¢do de Maria Pedrozo e Silva de Azevedo
(CRM-MA: 2415), médica pesquisadora da Universidade Federal do Maranhdo, a participar deste
projeto de pesquisa. Este projeto visa investigar o quadro clinico, alteragdes laboratoriais e
evolucdo apds o inicio do tratamento da Leishmaniose Visceral em associa¢do com o Virus da
Imunodeficiéncia Adquirida (HIV). Sabe-se que a Leishmaniose visceral (LV), também
conhecida como Calazar, tem uma evolucéo mais grave quando associada ao HIV e que a resposta
ao tratamento pode esta comprometida, assim a recaida € mais comum neste grupo de pacientes.
Vocé respondera algumas perguntas relacionadas aos sintomas associados a LV e ao HIV, além
de dados pessoais (idade, sexo, profissdo, nivel de escolaridade, cidade de nascimento e de
residéncia). Também acompanharei sua evolucdo, durante o tratamento e apds término do
tratamento, por um periodo de 2 (dois) anos. Coletei os dados de exame fisico e exames
laboratoriais que estdo no seu prontuario. Compreenda que o objetivo principal desta pesquisa é
avaliar a LV, analisar a forma clinica, gravidade da doenca e se estd ocorrendo uma melhora no
seu quadro clinico a partir do tratamento que vocé utilizara e se manterad cura apés 2 anos do
tratamento da LV. Os principais beneficios esperados sdo entender a apresentacdo clinica e as
provaveis evolucdes nesta co-infecgdo (LV/HIV), o que pode vir a reduzir as complicagoes,
comuns a estas doencas. Também se espera que com a avaliacdo das apresentacdes clinicas, da
resposta terapéutica e evolucdo pos tratamento, bem como todas as alteracbes de exames
laboratoriais, pode-se aumentar o conhecimento sobre a co- infecgdo e melhorar 0 manejo desta
doenca. Esta pesquisa ndo oferece nenhum risco para sua saide, visto que nao irei interferir em
seu tratamento, apenas irei acompanha-lo, durante o periodo previsto. Os riscos a que estara
sujeito serdo com relacdo a quebra de sigilo ou sentir-se constrangido em responder a
questionamentos sobre sua doencga, mas asseguro o sigilo do seu diagnostico e tudo sera feito de
acordo com sua vontade para que se sinta bem durante a entrevista.

Afirmo que vocé ndo € obrigado a participar do estudo e que isso ndo trara nenhum prejuizo ao
Sr(a). ou seus familiares. Explico que ndo recebera nenhum pagamento por participar da pesquisa,
e que se participar, tem o direito de desistir a qualquer momento. Garantimos que as informacdes
dadas ao projeto permanecerdo em sigilo durante todas as etapas desta pesquisa, inclusive na
publicacdo dos resultados da mesma.

Também afirmo que podera solicitar qualquer esclarecimento ou fazer qualquer reclamagéo com
a Dra. Conceicdo de Maria Pedrozo e Silva de Azevedo ou outro membro de sua equipe,
pessoalmente ou pelos telefones (98) 30821193, (98) 88036918. Também forneco o telefone do
CEP (Comité de Etica na Pesquisa), para que possa fazer qualquer reclamagéo ou tirar davidas
sobre questdes éticas relacionadas a pesquisa. Tel: (98)21091250.
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Este documento estard em duas vias, assinadas e rubricadas pelo pesquisador responsavel e pelos
voluntarios da pesquisa, ficando uma via com o pesquisador e a outra com ovoluntario.

Por fim, apds ler esse documento, pode solicitar qualquer explicacdo que deseje da equipe, e caso
ndo possua mais duvidas, concorda em participar como voluntério do projeto e estudo agora

proposto, o que fica confirmado pela sua assinatura abaixo. (Local) ........c..ccccceevvenenee. , de
de 201
NOME: ...
Assinatura:

IMPRESSAO DATILOSCOPICA (quando se aplicar)
TESTEMUNHAS:

Assinatura:
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