UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA MEDICA

ISABEL PAIVA DIAS MENDES CARNEIRO

DIFERENCAS NA EXPRESSAO DO RECEPTOR PARA COMPLEMENTO TIPO 1
(CR1/CD35) EM HEMACIAS E LEUCOCITOS DE PACIENTES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL, ANTES E APOS O TRATAMENTO.

FORTALEZA
2015



ISABEL PAIVA DIAS MENDES CARNEIRO

DIFERENCAS NA EXPRESS,,&O DO RECEPTOR PARA COMPLEMENTO TIPO 1
(CR1/CD35) EM HEMACIAS E LEUCOCITOS DE PACIENTES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL, ANTES E APOS O TRATAMENTO.

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Microbiologia Medica da
Universidade Federal do Ceard, como requisito
parcial & obtencdo do titulo de Mestre em
Microbiologia Médica.

Area de concentracdo: Microbiologia Humana
e Animal.

Orientador: Profé. Dr2 Lilia Maria Carneiro
Céamara

FORTALEZA
2015



Dados Infermacionsis de Catalogagio na Publicacso
Universidsde Federsl do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada antomaticaments pelo mddulo Catslog, medisnte os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

C288d Cameira, Isabel Paiva Dias Mendes.
M&wm&mmmcmlmuml[ﬂlﬂEﬂmMemm&
pacientes com leishmamioss viscersl, antes & apos o tratemento | Issbel Paiva Diss Mendes Camneiro. — 2015
111 £ : il color.

Dissertacao (mesirado) — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Medicina, Programa de Pos-

Gradus; 3o em Microbiologia Médica, Fortaleza, 2015.
Orientagdo: Profa. Dra. Lilia Maris Cameiro Cimara,

1. Recepior para complemento tipo 1. 2. Leichmaniose visceral. I Titulo.
CDD 616.9




ISABEL PAIVA DIAS MENDES CARNEIRO

DIFERENCAS NA EXPRESS,,&O DO RECEPTOR PARA COMPLEMENTO TIPO 1
(CR1/CD35) EM HEMACIAS E LEUCOCITOS DE PACIENTES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL, ANTES E APOS O TRATAMENTO.

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Microbiologia Meédica da
Universidade Federal do Ceard, como requisito
parcial & obtencdo do titulo de Mestre em
Microbiologia Médica.

Area de concentracdo: Microbiologia Humana
e Animal.

Aprovada em: 30/07/2015.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr.Anastacio de Queir6z Sousa
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Max Victor Carioca Freitas
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr2. Maria Fatima da Silva Teixeira
Universidade Estadual do Ceara (UECE)



A minha mée, por todo amor e forga que recebo todos os di

AGRADECIMENTOS



Acima de tudo a Deus, que me permitiu viver mais uma etapa do meu crescimento
profissional e por ser estar comigo me fortalecendo, protegendo em todos 0s momentos e me

conduzindo sempre a uma vida vitoriosa.

A minha mée Fatima Paiva, meu pai Orley Carneiro, minhas irmas Priscila e Catarina Paiva,
meus sobrinhos José e Miguel, meu cunhado José Terceiro e meu namorado Wendel, por

encherem meu coragéo de amor, incentivo e apoio, fazendo-me persistir e ter forcas.

A minha orientadora Lilia Camara, que me abriu as portas no momento certo. Obrigada por
todo o aprendizado, paciéncia, compreensao, generosidade, por s6 me dar exemplos de

competéncia, dedicacdo e por me fazer superar meus limites.

A Fabiola Fernandes Herédia e Suellen Alves da Silva, por estarem ao meu lado desde a
minha selecdo até a conclusdo do mestrado. Obrigada por terem sido vocés as presentes nesta
etapa da minha vida e por contribuirem com tanta generosidade, amizade, paciéncia,

acolhimento, aprendizado e companheirismo. Gratiddo eterna!

A Eliane Nunes, Camila Fernandes e EdglesyAguiar, pela amizade e por estarem presentes

me apoiando e ajudando sempre que necessario.

Ao Doutor Guilherme Henn, médico infectologista do Hospital Sdo José de Doencas
Infecciosas, por toda constante atengdo e colaboragéo, essencial contribuicdo no projeto e
auxilio de todas as horas na etapa de retorno dos pacientes participantes e na banca de

qualificacéo.

As professoras doutoras Maria Jania Teixeira e Aparecida Tiemi Nagao-Dias por suas
disponibilidades e presencas na banca de qualificacdo e suas valiosas contribuicOes dadas para
a dissertacao;

Aos profissionais do Hospital Universitario Walter Cantidio: dosetor de Coleta de Sangue,
Francisca Mifran Lima e Janecélia; e do setor de Hematologia, Neide, Nilda, Vanda Claudia,

Glairta, Conceicéo e Tereza, pelo apoio técnico necessario para 0s meus experimentos.



A todos os profissionais do Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas que, direta ou
indiretamente, colaboraram de alguma forma na coleta de pacientes para o projeto. Minha
sincera e especial gratiddo aos técnicos Francisco Antdnio Coelho Neto, Vera Lucia Ferreira,
Maria Djanira Soares, Erica Sousa, Arislene Costa e Erivane Martinspor todo apoio,
colaboracdo, carinho, acolhimento e ajuda; aos farmacéuticos-bioquimicos Pedro, Marcia
Ori4, Darcielle Bruna Dias Elias, e seus estagiarios Edwin e Jamille; aos funcionéarios do
SAME, responsaveis pelos prontuarios; aos recepcionistas Naiara e José; aos demais
funcionarios do laboratério por todo acolhimento no dia a dia, Marise Lima Lopes, Ruth,

Maria dos Anjos, Rafaela Fontenele, Alana, Angela.

A todos os professores do programa de Po6s-Graduacdo Samia Brilhante, Cibelle Barreto,
André Jalles, Danielle Macédo, Tereza Bandeira, Fernanda Edna por abrirem as janelas do

conhecimento com suas aulas e por me mostrarem o quao longe eu sempre posso ir.

A secretaria da pds-graduacio Carolinda Vilma Soares de Oliveira, por toda atengéo, cuidado,
acolhimento e amizade desde muito antes de eu tentar a selecdo, durante os momentos dificeis

e até a conclusdo do mestrado.

Aos meus colegas de mestrado que, com sua amizade, apoio e incentivo, deixavam meus dias
sempre mais alegres e leves: Francisco Eliclécio, Jodo Batista Andrade, Anderson Ramos,

Daniel Domingues, Jamila Ricarte, Giovanna Riello, Cecilia Leite e Crister Ocadaque.
Aos pacientes que aceitaram participar do projeto, que me permitiram, além da busca pelo
conhecimento cientifico, estar ao lado deles oferencendo palavras de conforto, esperanca e

auxiliando-os durante e ap0s o tratamento.

A Funcap, pelo apoio financeiro.



“O Senhor firmou os meus passos. Sobre
uma rocha me fez subir,
me deu forca e coragem pra vence
Salmo 40
RESUMO

A Leishmaniose Visceral ou Calazar ¢ uma doenga cronica sistémica, endémica na regido

nordeste do Brasil, causada pelo protozoario parasita Leishmania infantum chagasi e



transmitida pela picada do flebotomineo Lutzomyia longipalpis.Ao quadro de pancitopenia
associa-se a ativacdo policlonal de linfocitos B, com altos niveis de imunocomplexos
circulantes (ICC). O receptor para complemento tipo 1 (CR1/CD35) nos eritrdcitos (CR1/E) e
nos neutréfilos (CR1/N) faz a retirada de ICC. A expressdo do CR1 nas células é modulada
durante as doencas e tende a se normalizar apds um periodo de remissdo. A reducdo do CR1/E
foi observada em doengas autoimunes e em patologias infecciosas cronicas, sendo
correlacionada com niveis aumentados de ICC e com a gravidade do quadro clinico. Também
ja foi observada a reducdo do CR1/N em doencgas autoimunes. Este estudo teve como objetivo
investigar em individuos com Calazar, antes e apds o tratamento, a expressdo do CR1 em
eritrécitos e leucdcitos, por citometria de fluxo e dosar a quantidade de ICC, por ensaio
imunoenzimatico. No momento do diagndstico, os pacientes, quando comparados com o
grupo controle saudavel, apresentaram uma reducdo na expressdao do CR1/E, assim como na
frequéncia de eritrocitos CD35". Também ocorreu reducdo na expressdo do CR1/N, sem
reducéo da frequéncia de neutr6filosCD35", enquantonos linfocitos e mondcitos ocorreu um
aumento da expressao do CR1. Apds o tempo médio de 24 dias de tratamento, as expressdes
do CR1/E e do CR1/N aumentaram significativamente, mostrando uma tendéncia a
recuperacdo apos o tratamento. A expressdo do CR1 dos mondcitos diminuiu e, a dos
linfécitos mostrou uma tendéncia a normalizacdo em relacdo aos controles. Antes do
tratamento,em 66% dos pacientes, os niveis de ICC estavam aproximadamente nove vezes
mais elevados e sem correlacdo com os valores de CR1/E. Apos o tratamento, foi observada
uma reducdo nos niveis de ICC nesses pacientes, contudo ainda mantendo-se acima do
normal.Os resultados sugerem que as diferencas na expressdo do numero de CR1 nas
populacdes celulares investigadas podem ser consideradas um fendmeno adquirido com a

patologia, contudo sem correlacdo com o0s niveis de imunocomplexos circulantes.

Palavras-chave:Leishmaniose Visceraleritrocitos, leucocitos, receptor para complemento
tipo 1.

ABSTRACT
Visceral leishmaniasis or Kala-azar is a chronic systemic disease, endemic in northeastern

Brazil, caused by the parasite Leishmania infantum chagasi and transmitted by the bite of the
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sand fly Lutzomyia longipalpis. Laboratory findings of pancytopenia are associated with
polyclonal activation of B cells, with high levels of circulating immune complexes (CIC). The
receptors for complement type 1 (CR1/CD35) in erythrocytes (CR1/E) and in neutrophils
(CR1/N) have the function of CIC clearance. The expression of CR1 is modulated during
diseases and tends to normalize after a period of remission. Reducing the CR1/E was
observed in autoimmune diseases and chronic infectious diseases, being correlated with
increased levels of CIC and the severity of symptoms. It has also been observed a reduction in
the CR1/N in autoimmune diseases. This study aimed to investigate in patients with Kala-
azar, before and after treatment, the expression of CR1 on erythrocytes and leukocytes by
flow cytometry and measuring circulating immune complexesby enzyme immunoassay. At
the moment of diagnosis, patients compared with the healthy control group showed a
reduction in the expression of CR1/E, as well as the frequency of erythrocytesCD35". There
was also a reduction in the expression of CR1/N without reducing the frequency of
neutrophilsCD35", while in lymphocytes and monocytes there was an increase in CR1
expression. After 24 days of treatment, the expression of CR1/E and CR1/N increased
significantly, showing a tendency to recover after treatment. CR1expression in monocyte
decreased and CR1expression in lymphocyte showed a tendency to normalization. Before
treatment, 66% of patients, CIC levels were approximately nine times higher and no
correlation with the expression of CR1/E. After treatment, a reduction in CICwas observedbut
the levels yet still remaining above the normal. The results suggest that differences in
expression of the CR1 in erythrocytes and leucocytesmay be considered a phenomenon

acquired with pathology, but no correlation with the levels of circulating immune complexes.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, erythrocytes,leukocytes,complement receptor type 1.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniosevisceral (LV) ou Calazar € uma zoonose que pode acometer 0 homem
quando ele entra no ciclo de transmisséo do parasita causador, a Leishmaniainfantum chagasi.
E uma doenca tropical, negligenciada e que estd amplamente distribuida pelo mundo.
Apresenta alta incidéncia e pode ser fatal, principalmente em criangcas desnutridas e em
individuos ndo tratados. OCalazar apresenta uma expansdao no seu comportamento
epidemiolégico, onde ha uma tendéncia crescente por conta da urbanizacdo e das condicGes
higiénico- sanitarias- nutricionais inadequadas.

A Leishmania infantum chagasi € um parasita intracelular obrigatério que possui
como alvo as células do sistema monocitico fagocitario, principalmente os macrofagos do
baco, da medula 6ssea e do figado. Apds a picada do flebotomineo infectado (Lutzomyia
longipalpis) ocorre a transmissdo das promastigotas. Os neutrofilos recrutados sdo as
primeiras células a interagirem com as promastigotas e a se infectarem. Ocorre, entdo, a
ligacdo de anticorpos anti-Leishmania IgM na superficie do parasita e a ativacdo da via
classica do complemento com deposicdo do componente protéico C3b. Esses eventos ativam
0 mecanismo de imuno-adesdo entre as promastigotas opsonizadas e o receptor para
complemento tipo 1 (CR1) presente na membrana dos eritrocitos. Os eritrocitos, por sua vez,
irdo transferir o parasita para granuldcitos, mondcitos e macrofagos.

O desenvolvimento da doenca pode depender de diversos fatores, como as
caracteristicas genéticas do hospedeiro, a viruléncia da espécie infectante, 0 meio ambiente,
os padrdes imunoldgicos, nutricionais e clinicos dos pacientes. Pacientes com susceptibilidade
a Leishmaniose visceral apresentam uma tendéncia a resposta imune celular do tipo Th2, com
elevados niveis das citocinas IL-4 e IL-10, que levam a ativacdo policlonal das células B, a
hipergamaglobulinemia e a formacdo de elevados titulos de imunocomplexos circulantes
(Ice).

O CR1 medeia a adesdo dos ICC associados ao complemento com os eritrocitos e 0s
leucdcitos.Diversas doencas infecciosas e autoimunes tém sido correlacionadas com a reducéo
da expressdo do CR1 nos eritrocitos, ao polimorfismo genético da molécula, ao aumento dos
ICC e a gravidade da doenga, mostrando ser uma perda adquirida por diversos mecanismos
ainda ndo elucidados.Foi investigada a expressdo dessa molécula nos eritrocitos e leucocitos
de pacientes com Calazar, antes e ap0s o tratamento, bem como correlacionamos os resultados

com os niveis de imunocomplexos encontrados nesses dois momentos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AS LEISHMANIOSES

A leishmaniose € uma das doencas tropicais mais negligenciadas do mundo. Atinge,
em sua maioria, a populacdo mais pobre nos paises em desenvolvimento (WHO, 2010).
Segundo o Programa Regional dasLeishmanioses da Organizacdo Panamericana da Salde,
daOrganizacdo Mundial da Saiude (OPAS-OMS),mais de 12 milhdes de pessoas estdo
infectadas com algum tipo de leishmaniose e 350 milhdes estdo em areas de risco (WHO,
2014).

As leishmanioses apresentam-se como um espectro de quatro manifestagdes clinicas,
de lesbes cutaneas a leishmaniose visceral sisttémica, onde essa distincdo estaassociada a
diferentes graus de disseminacdodo parasita: cutanea (LC), mucocutanea (LMC), visceral
(LV)e leishmaniose cutanea pés- calazar (PKDL) (CHAPPUISet al, 2007; McCALLet al,
2013).

A respeito do papel da Leishmania na infeccdo e a diversidade das manifestacdes é
conhecido que cada espécie possui seu proprio tropismo e formas clinicas especificas.
Diversos estudos tém relacionado o polimorfismo genético da Leishmania ao tropismo
observado no parasita ou a evasdo ao sistema imune. Tais genes podem codificar proteinas
envolvidas na interacdo patogeno-hospedeiro e na sobrevivéncia do patégeno nos macréfagos.
Esses genes podem ser também bons candidatos para a analise funcional do seu papel no
estabelecimento da infeccdo ou nas manifestacdes especificas da doenca.A predisposicao
genética, os estados nutricionais e imunofisioldgicos do hospedeiro também sdo fatores
importantes para o desenvolvimento da doenca e suas diversas manifestacdes clinicas. Como
a Leishmania causa a doenca e o porqué dessas manifestacdes ndo esta totalmente claro ainda
(BANUS et al, 2011).

2.1.1. A Leishmaniose visceral
Dependendo das caracteristicas da transmissdo,podem existirtrés formas de

Leishmaniose visceral: a forma zoonoética, com o0s cdes como reservatério principal; a forma

antropondtica, com a transmissdo homem-homem, através do inseto vetor, sem reservatério
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animal; e a antropozoonotica, quando o homem entra no complexo ciclo de transmisséo entre
o0 vetor e 0 cdo (VAN GRIENSVEN e DIRO, 2012).

O primeiro registro de Leishmaniose visceral no Brasil foi em 1913, quando Migone,
no Paraguai, descreveu o caso de um paciente oriundo de Mato Grosso. Outros 41 casos
positivos para Leishmania foram identificados no mesmo periodo a partir de laminas de
viscerotomias de pacientes falecidos em outras regides do Brasil (BRASIL, 2014).

A doenga era considerada predominantemente rural. No entanto, devido aos intensos
processos de urbanizacdo e desmatamento, atinge, hoje, os médios e grandes centros,
tornando-se um grave problema de saude publica, levando a uma consideravel morbidade e
mortalidade (CAVALCANTE, 2014). Percebe-se que as regides mais pobres e com poucas
condicOes higiénico-sanitarias sdo as mais propicias para a ocorréncia da doenca(BRASIL,
2014).

2.1.2 Epidemiologia

O Brasil ¢ um dos seis paises que concentram 90% dos casos encontrados de
Leishmaniose visceral, onde fazem parte também paises como a Etiopia, india, Bangladesh,
Suddo do Sul e Sudéao (Figura 1). Anualmente, sdo diagnosticados em média 4 mil casos, com
indice de mortalidade de 7% (WHO, 2014).Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 310
milhdes de pessoas no mundo estdo em risco de infeccdo pela doenga, com uma estimativa de
200 a 400 mil novos casos por ano (WHO, 2015).

No Brasil, em 2013, foram registrados casos autdctones em 21 estados, sendo que ha
uma maior prevaléncia de casos na regido nordeste e um menor nimero de casos na regiao
sul. Nesse ano, a taxa de letalidade foi de 7,1%. No Ceard, os primeiros casos datam da
década de 30 e, apds a década de 1980, houve uma continuidade dos casos relatados. Em
2014, foram registrados 204 casos confirmados de Calazar, em 62 municipios, com 13 dbitos
(Figura 2). Os municipios que registraram o maior nimero de casos foram Fortaleza, Sobral,

Caucaia, Maracanau, Uruoca, Maranguape e Eusébio (SESA-CE, 2014).
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Figura 1 - Situacdo de endemicidade da Leishmaniose Visceral pelo mundo, 2012.
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Fonte:http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_VL_2013.png?ua=1

Figura 2-Ndmero de casos de Leishmaniose Visceral no Brasil, em 2012e de incidéncia no
Ceard, em 2013.
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Incidéncia LV, Ceard - 2013
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Fonte: SESA. Atualizado em 31/07/2014

A doenca é mais frequente em criancas, fato relacionado ao estado nutricional, que, se
insuficiente, pode prejudicar a imunidade inata e as funcbes das células T (HUGHES e
KELLY, 2006);em adultos jovens do sexo masculino, uma vez que mudangas hormonais apés
a puberdade predispde a uma susceptibilidade maior a Leishmaniose visceral (NYLEN e
SACKS, 2007);em idosos e em pacientes com coinfec¢des, como o HIV (WHO, 2015;
BRASIL, 2014).

Esforcos tém sido feitos com o objetivo de controlar os casos de leishmaniose pelo
mundo. As medidas ainda se limitam a identificacdo e eliminacdo dos reservatorios
infectados, principalmente o céo; a aplicacdo de inseticidas para o inseto vetor; o diagndstico
e o tratamento dos pacientes. Essas sdo estratégias ainda pouco eficientes e novos caminhos
devem ser tomados a fim de diminuir as mortes e os casos pelo mundo.

Uma compreensdo dos fatores que desencadeiam a Leishmaniose visceralpodera
ajudar a identificar os melhores alvos para novos medicamentos, imunomoduladores,
marcadores epidemioldgicos para viruléncia e potenciais vacinas. Essas estratégias juntas
ajudardo a eliminar a doenca e isso tera um impacto significante nas regides mais pobres dos
paises endémicos (McCALL,2013).
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2.1.3 Vetor e Agente Etioldgico

O vetor primario da Leishmaniose visceral é a fémea do flebotomineo Lutzomyia
longipalpis(Figura 3),que transmite o agente etioldgico, a Leishmania infantum chagasi, ao
fazer o repasto sanguineo. O flebotomineo adulto, que mede de 2 a 4 mm, possui habitos
noturnos e o corpo revestido por pelos claros. Ha indicios de que ocorre uma maior
transmissdo da doenga ap6s um periodo de chuvas, devido ao aumento populacional de
flebotomineos (BRASIL, 2014).Caes domesticos, gambas, preguicas e raposas estdo na lista
dos demais reservatorios mamiferos (PIGOTT et al, 2014). Transmissfes raras ja foram
relatadas, como uso de drogas intravenosas, transfusdo sanguinea, transplante de 6rgdos e
acidentes laboratoriais (revisto em GRIENSVEN, 2012). A possibilidade de transmisséo
transplacentaria ainda € um pouco controversa (BRASIL, 2009).

O flebotomineo lacera o0s vasos sanguineos durante a sua alimentagéo, introduzindo os
parasitas intradermicamente (BATES, 2007).A salivado vetor também tem um importante
papel na transmissdo daLeishmania, uma vez que ela é ricaem componentes vasodilatadores,
que aumentam o fluxo sanguineo no local da picada e imunossupressores, que de alguma

forma, modulam o desenvolvimento da doenca (WARBURG et al, 1994).

Figura 3 — Flebotomineo transmissor da Leishmaniose visceral (Lutzomyia longipalpis).

Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/Lutzomyia

A Leishmania possui um ciclo de vida dimorfico, ou seja, sd@o possiveis duas
morfologias diferentes de acordo com o hospedeiro: a forma infectante promastigota (forma

alongada, delgada, com um flagelo livre), encontrada no vetor; e a forma amastigota (forma


http://en.wikipedia.org/wiki/Lutzomyia
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oval, sem flagelos externos), que se desenvolve no hospedeiro mamifero(Figura 4)
(MURRAY, 2005).

Figura 4 - Formas amastigotas e promastigotas do parasita Leishmania infantum chagasi.

Fonte: Universidade Federal de Minas Gerais

Na figura A: esfregaco de medula déssea corado por Giemsa evidenciando macréfagos parasitados por formas
amastigotas de Leishmania (setas vermelhas). Em B, cultura de medula 6ssea com promastigotas livres (seta

vermelha).

A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas se alimentam de sangue de mamiferos
infectados. As formas amastigotas encontram-se dentro dos macréfagos e, no trato digestivo
anterior do inseto, sdo liberadas apdés o rompimento dessas células. As amastigotas
reproduzem-se por divisdo binaria, transformando-se em promastigotas. Estas formas
permanecem na faringe do vetor, onde se diferenciam em promastigotas metaciclicas, as
formas infectantes.

A infeccdo no homem inicia-se quando ocorre a inoculacdo das promastigotas através
da picada do flebotomineo ao fazer um novo repasto sanguineo, juntamente com a saliva do
inseto. As promastigotas sdo fagocitadas pelos macréfagos, onde se diferenciam em
amastigotas e se multiplicam dentro do fagolisossomo. Amudanga de promastigota para
amastigota é uma estratégia de evasdo a acao do sistema imune do hospedeiro.No interior do
vacuolo parasitéforo, as formas amastigotas multiplicam-se intensamente até o rompimento

dos macrdfagos, ocorrendo, entdo a disseminacdo hematogénica e a infeccdo de outras celulas
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fagocitarias em outros tecidos, como o figado, o baco, os linfonodos e a medula
6ssea(MURRAY, 2010; VAN GRIESVEN 2012; BRASIL, 2014) (Figura 5).

Figura 5 - Ciclo de vida da Leishmania sp.
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Fonte: Adaptado de Kaye (2007).

2.1.4. Sintomas, Diagnadstico e Tratamento

O periodo de incubacédo da Leishmaniose visceral pode variar de 2 a 6 meses. Durante
esta fase, a doenca pode tornar-se assintomatica, com possivel cura espontanea, ou apresentar
uma sintomatologia discreta que aos poucos pode evoluir quanto a intensidade e a gravidade.

A evolucédo da doenca esta relacionadaao tempo de busca por tratamento, ocasionando

0 aparecimento de sinais e sintomas como a febre intermitente e/ou irregular, perdas de peso e
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de apetite, anemia, adinamia, hipergamaglobulinemia, pancitopenia, palidez cutaneo —
mucosa, hepatoesplenomegalia com distensdo abdominal, alteragdes ou ndo nas enzimas
hepéticas, diarreia devido a parasitizacdo e ulceracdo dos intestinos, tosse ndo produtiva,
hemorragias relacionadas a trombocitopenia (epistaxe, petéquias, gengivorragia), edema de
membros inferiores, infeccdes bacterianas, complicacfes renais, sepse e morte (BRASIL,
2014; KUMAR et al, 2012).

O metodo padrdo-ouro para o diagnostico da Leishmaniose visceral é a demonstracéo
do parasita (forma amastigota) em aspirado de medula ou do baco através de exames
parasitologicos direto (esfregagos) ou indireto (cultura). O diagnostico pode ser também
imunolégico através da imunofluorescéncia indireta (RIFI), do ensaio imunoenzimatico
(ELISA), do imunoblotting; e do molecular, como a rea¢do em cadeia de polimerase. Nos
altimos anos, tornou-se popular o teste imunocromatografico com o antigeno recombinante
K39 (rk39) para a deteccdo de anticorpos IgG anti-K39. E um teste mais barato, mais rapido,
e de facil execucdo e disponibilidade (SRIVASTANA et al, 2011; KAYE et al, 2011;
GRIENSVEN et al, 2012; BRASIL, 2014). Independente do método utilizado, sempre se faz
necessario avaliar as questfes epidemioldgicas e clinicas do paciente para que o correto
diagnostico seja realizado.

A maioria dos casos de Calazar sdo trataveis. No tratamento devem ser administrados
drogas leishmanicidas, além deutilizar estratégias para combater qualquer infeccdo bacteriana,
a anemia, a hipovolemia e a desnutricdo.As drogas mais utilizadas sdo os antimoniais
pentavalentes, sendo as disponiveis no Brasil o Glucantime®, a Anfotericina B desoxicolato e
a Anfotericina B lipossomal, sendo esta Ultima considerada a droga mais potente e com menor
toxicidade (CHAPPUIS et al, 2007; BRASIL, 2014). A escolha de qual droga serd
administrada em um paciente esta relacionada com a gravidade da doenca, a idade, a presenca
de gravidez, de comorbidadese o perfil de toxicidade da droga (BRASIL, 2011).

2.1.5 Resposta Imunoldgica na Leishmaniose visceral

A maioria das pessoas que séo infectadas pela Leishmania ndo desenvolve a doenga e
as razbes que influenciam a susceptibilidade giram em torno de fatores genéticos, tanto do
hospedeiro quanto do parasita, e ambientais. Muitos modelos experimentais que ja foram
utilizados para avaliar a resposta imune na Leishmaniose visceralmostram que ha uma
elevacdo dos niveis de citocinas dosadas (ANSARI et al, 2006; NYLEN et al, 2007), o que
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indica que o sistema imune responde efetivamente a infeccdo. A resposta imunoldgica do
hospedeiro para combater a infeccdo pela Leishmania se mostra bastante complexa, com 0
envolvimento de diversas células e producgdo de citocinas que direcionam a resisténcia ou a
susceptibilidade ao parasita.

Para compreender o processo de infeccdo da Leishmania, € necessario caracterizar os
eventos pos inoculacdo até a entrada final nos macrofagos. Essas etapas foram caracterizadas
em diversos estudos ex vivo, com sangue humano, e in vivo, através de modelos animais.

A membrana da forma metaciclica da promastigota é constituida de um glicocalix
importante para a sua sobrevivéncia e para a patogenia, incluindo o lipofosfoglicano, a
metaloproteinase gp63, o proteofosfoglicano e lipidios glicofosfatidilinositol que agem como
proteases no hospedeiro (FRANCO, 2012).

O mecanismo pelo qual as promastigotas sdo opsonizadas ainda &€ um pouco
controverso, pois alguns dados indicam que a ativacdo do sistema complemento se da pela
Via Cléssica, mas outros ensaios indicam que seja anticorpo-independente (DOMINGUEZ,
2002). A ativacdo do complemento seria mediada por proteases das promastigotas, LPG e
gp63, que levarim a geracdo das opsoninas C3b, convertidas em seguida em iC3b, e que se
depositariam na superficie do parasita. Posteriormente, a C5 convertase seria gerada, para dar
inicio a formacdo do complexo de ataque & membrana do parasita (revisto em DOMINGUEZ
et al, 1999; FRANCO, 2012). A presenca dos componentes quimiotaticos C3a e Cba
promoveria uma inflamacdo, atraindo neutréfilos e mondcitos/macréfagos para o local da
infeccdo (GONCALVES et al, 2011).

Segundo Moreno, anticorpos IgM anti-Leishmaniaopsonizam a promastigota
imediatamente apd6s a interacdo com o sangue do hospedeiro, ativando a via classica
(MORENQO et al, 2010).Quando o complemento é ativado, a destruicdo massiva dos parasitas
extracelulares aparentemente ocorre nos primeiros estagios da infeccdo. Entretanto, esses
mesmos componentes atuam na opsonizacdo do parasita e na sua interagdocom 0S
macrofagos,contribuindo fortemente para a evasdo e a progressdo do processo infeccioso
(GOTO et al, 2013).

O mecanismo de infecgdo desse parasita foi determinado através de anélises de um
modelo de infeccdo ex vivo pela Leishmania em sangue humano, antes da fagocitose
propriamente dita pelos macrdéfagos. As promastigotas opsonizadas pelo C3bligam-se ao
receptor para complemento tipo 1 (CR1) dos eritrocitos por um mecanismo denominado
imuno-adesdo(DOMINGUEZ et al, 1999).
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Para a Leishmania, sua ligacdo a IgM € um pré-requisito para a opsonizacdo. A
promastigota ligada ao C3b é o complexo-ligante envolvido na adesdoaos eritrcitos que,
consequentemente,facilita a transferéncia do parasita para granuldcitos, monadcitos e linfocitos
B, causando a infeccdo primaria dessas células.Alem das promastigotas, as formas
amastigotas de Leishmania opsonizadas também se ligam aos eritrécitos, sugerindo que a
imuno-adesdo facilita a disseminacao do parasita no hospedeiro. A infec¢do pode ser também
disseminada quando granuldcitos parasitados tornam-se apoptéticos, liberando as
promastigotas que serdo fagocitadas por outros macréfagos recrutados (DOMINGUEZ et al,
1999; MORENO et al, 2010).

Segundo esse modeloexperimental de infeccdo, o CR1 é considerado um fator
primordial na invasdo do parasita, bem como ficou provado que, sob condicdes fisioldgicas,
na infeccdo pela Leishmania, as promastigotas ativam o sistema complemento apenas atraves
da via Classica(FIGURA 6).

Figura 6 — Modelo de infeccdo experimental pela Leishmania no sangue humano.
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Fonte: Moreno (2010 - adaptado).
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A ligacdo das promastigotas opsonizadas permite que as celulas B apresentem 0s
antigenos para mondcitos e macrofagos via receptor para complemento tipo 2 (CR2)
(LINDORFEREet al, 2003). As promastigotas sdo rapidamente fagocitadas pelos macrofagos e
os neutrdfilos. Uma vez que os neutrofilos ttm um ciclo de vida curto, os macrofagos
recrutados fagocitam os parasitas livres e neutrofilos infetados/apoptoticos.

Os macrofagos tornam-se as celulas definitivas para a replicacdo do parasita, bem
como as células responsaveis pela sua destrui¢do. A promastigota necessita do receptor para
complemento tipo 1(CR1)para mediar a sua ligacdo aos macrofagos (DA SILVA et al, 1989)
e, também, do receptor tipo 3 (CR3),para a fagocitose (KANE et al, 2001), além de contarem
com a colaboracaodos lipofofoglicanos da sua superficie e a gp63 (YAO et al, 2003).

A destruicdo dos parasitas fagocitados pelos macrofagos depende de dois mecanismos
de ativacdo dessas células: as ativacdes classica e alternativa. A primeira € mediada pelos
produtos das células Thl e natural killer (NK), como o interferon-gama (IFN-y). O IFN-y
estimula os macrofagos a produzirem iNOS, uma enzima que catalisa a L-arginina para gerar
6xido nitrico (NO), téxico para a Leishmania (LIEW et al, 1990).

A segunda via € induzida pelos produtos das células Th2, a IL-4 e a IL-13. A IL-4
induz a biossintese de poliamina, que favorece a sobrevivéncia do parasita nos macréfagos
(GORDON, 2003; KROPF et al, 2005). Dessa forma, como resultado, as defesas dos
macrofagos, como o dano oxidativo, a apresentagdo de antigenos, a ativagdo imune e a
apoptose sao comprometidas(PODINOVSKAIAet al, 2015). Células T regulatérias (Treg) e
macrofagos infectados também produzem citocinas regulatorias, como a IL-10 e o TGF-B,
que desativam os macrofagos, levando a sobrevivéncia do parasita (revisto por LIUet al,
2012) (Figura 7).
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Figura 7 — Regulacao da infeccdo da Leishmania pelas células dendriticas e macrofagos.

{1 POLIAMINAS

Fonte: Liu (2012- adaptada).

No complexo mecanismo de defesa contra a Leishmania esta bem definido que os
macrofagos e as células dendriticas desempenham o papel de iniciacdo, desenvolvimento e
manutencdo da imunidade protetora. A producdo de IL-12 pelas células dendriticas inicia a
polarizacdo das células ThO no subtipo Thle consequente produgdo de IL-12. Essa citocina
gera uma resposta protetora pela inducédo das atividades das células NK, células que conectam
as respostas imunes inata e adaptativa através da producdo de IFN-y e TNF-o (LIESEet al,
2007; VON STEBULT et al, 1998).

Macréfagos ativados na presenca de imunocomplexos e/ou infectados por Leishmania
regulam positivamente a secrecdo de IL-10 (SUTTERWALA, 1998), ndo secretam IL-12
(SUTTERWALA, 1997), e, consequentemente, tornam-se incapazes de estimular a resposta
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antigeno-especifica para as células CD4" Thl (KIMAet al, 1996). O mecanismo exato que
direcionaria a diferenciacio de células T CD4’virgemem Thl (resisténcia) ou Th2
(susceptibilidade) ndo esté bastante claro, mas pode estar direcionada as citocinas transcritas
nas primeiras horas apds a infeccdo (SOKOL et al, 2008). Os resultados clinicos
desfavoraveis em um paciente nédo estdo relacionados a uma resposta Th2 dominante ou a um
defeito na resposta Thl, mas que algum mecanismo imunossupressor ou estratégias de evasao
do sistema imune utilizadas pelo parasita contribuem para a patogénese (NYLEN et al, 2007).

Pacientes com Leishmaniose visceral ativa possuem elevados niveis de I1L-10 no soro,
bem como uma aprimorada expressdo de mRNA para essa citocina. A IL-10 pode ser
secretada por diferentes células durante a infecgdo pela Leishmania, como as células Treg,
células B, células Thil, células T CD8", NK, macréfagos e neutrdfilos. Os altos niveis de IL-
10 podem diminuir os danos tissulares, ao mesmo tempoque promovem a replicacdo, a
disseminacdo do parasita e a progressao da doenca (ANDREANI et al, 2015).

As principais atividades da IL-10 que justificam seu papel de promover a doenca sdo
sua capacidade de afetar a ativacdo da via classica dos macréfagos, por torna-los insensiveis
aos sinais do IFN-y, inibi¢cdoda explosdo respiratéria e a regulacdo negativa de citocinas
inflamatorias, como 0 TNF-a ¢ o NO, essenciais para a morte do parasita (revisto em NYLEN
et al, 2007).

A 1L-10 também pode suprimir a apresentacdo de antigenos das células dendriticas e
dos macrofagos, diminuir a expressdo de moléculas MHC 1l e co-estimulatérias e,
principalmente, inibir a producdo de IL-12, que inibira a geracdo e/ou a manutencdo das
células Thl antigeno-especificas.

Ativacao policlonal das células B, com consequente hipergamaglobulinemia de IgM e
IgG, e altos niveis de imunocomplexos circulantes (ICC) que contém antigenos de
Leishmania ligados a auto-anticorpossao caracteristicas marcantes da Leishmaniose visceral e
podem causar dano tecidual (revisto em SINGH et al, 2014; FALEIRO et al, 2014). Esses
ICC podem estimular os macrofagos e monocitos a produzirem mais IL-10 e TNF-a, uma
regulacdo que gerara mais imunocomplexos e mais IL-10 (ELSHAFIEet al, 2007; NYLEN et
al, 2007).
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3.1 Os receptores de membrana para o componente C3 do Sistema Complemento

O Sistema Complemento representa um grupo de mais de 30 proteinas plasmaticas e
de receptores de membrana que atuam, primordialmente, na resposta imune inespecifica
(revisto por DUNKELBERGER, 2010). Essas proteinas sdo organizadas em cascatas
proteoliticas e ativadas com o reconhecimento de algum patdgeno. A partir deste evento,
surgem as funcgdes inatas desse sistema, que sdo a geracdo de componentes inflamatdrios
(anafilatoxinas), a inflamacéo, a opsonizacao, a formacdo do complexo de ataque a membrana
(MAC) para a destruicdo do patdgeno e o desenvolvimento da imunidade adaptativa (revisto
por DUNKELBERGER et al, 2010; CARROL, 2008).

O C3b é a molécula mais importante do Sistema Complemento, uma vez que interliga
as trés vias de ativacdo desse sistema: Classica, Alternativa e das Lectinas. Essas 3 vias
formam a sua respectiva C3 convertase, que quebra o C3 em C3a (fator quimiotatico) e C3b
(opsonina), e € 0 momento em que todas as vias de ativacdo do complemento convergem
(revisto em GOTO et al, 2013). Quando o C3 ¢ clivado em C3b, a ligacdo interna tioéster fica
exposta, permitindo a ligacdo covalente estavel do C3b ao grupo hidroxil de carboidratos e
proteinas proximos. Essa atividade esta na base de todo o Sistema Complemento e que gera 0s
eventos subsequentes necessarios para a destruicdo do patdgeno e ou a ativacdo da imunidade
adaptativa (VOLANAKIS et al, 1998) (Figura 8).

Figura 8 — Esquema simplificado da ativagéo das trés vias do Sistema Complemento.
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Fonte: Abbas,et al, 2008.
O complemento é considerado o fator chave responsavel pela coordenacdo dos eventos

durante a resposta imune, facilitando a identificacdo e a localizacdo do antigeno. Através das
interacdesdos produtos ativados pelos componentes do complemento e seus respectivos
receptores, ocorre o direcionamento dos leucdcitos para o local da inflamacéo pela liberacéo
de quimiocinas; promoc¢do da fagocitose; eliminacdo de imunocomplexos da circulagéo;a
inducdo da resposta primaria e ativacdo das células B aos antigenos; proliferacdo; apoptose e
mem©aria imunoldgica, sendo, entdo uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa (COLE et
al, 2003).

O grupo de receptores do Sistema Complemento pode ser dividido em trés categorias:
os reconhecedores das anafilatoxinas (C3a e C5a); os que se ligam ao fragmento C3 ativado
(C3Db) e seus produtos de degradacdo (iC3b, C3dg) e os receptores para o componente Clq
(revisto por LESLIE, 2001). Quatro receptores para complemento ja foram descritos (Tabela
1).

Tabela 1 — Receptores para proteinas do sistema complemento.

RECEPTOR LIGANTE DISTRIBUICAO FUNCOES
CR1 C3b, C4b, iC3b  Eritrocitos, células fagociticas, Promogao da fagocitose,
células B,alguns linfécitos T eliminacdode ICC, co-fator para o
Fator |, regulacdo da ativagdo do
SC.
CR2 C3d, iC3b,C3dg Linfocites B maduros, células Co-receptor de ativagdo das celulas

dendriticas foliculares B, regulacdo da ativagdo do SC.
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CR3/CR4 iC3b Células fagociticas profissionais Mediar a fagocitose, promover a
ativacdo de células T e aumentar a
apresentacao de antigenos.

Fonte: revisto por Liu et al, (2009);Leslie (2009).

A cascata do complemento € regulada por proteinas plasmaticas e por receptores de
membrana a fim de evitar o ataque autélogo e possiveis danos ao organismo. Essas funcGes
sdo desempenhadas a nivel da ativacdo das convertases, tanto na montagem e na atividade
dessas enzimas quanto na montagem do complexo de ataque a membrana (CAM)
(LISZEWSKI et al, 1996). Esses fatores incluem a proteina cofatora de membrana
(membrane cofactor protein = MCP ou CD46), o fator acelerador de decaimento (decay
accelerating factor = DAF ou CD55), inibidor da formacdo do CAM(CD59), fator H e o
receptor para complemento tipo 1 (CR1)(revisto por STOUTE, 2011). CD55, CD59 e o0 CR1
sdo encontrados na membrana dos eritrocitos e sdo responsaveis pelas propriedades
reguladoras dessas células (revisto por STOUTE, 2005).

4.1 O receptor para complemento tipo 1 (CR1)

O receptor para complemento tipo 1, também chamado de CD35, é uma glicoproteina
de membranamultifuncional,que pertence a familia das proteinas reguladoras da atividade do
sistema complemento (revisto em LIU et al, 2009). A primeira descricdo do CR1 aconteceu
em 1973, quando Fearon identificou e caracterizou o primeiro receptor para complemento
ap6s dar continuidade aos estudos de 1953, realizados por Nelson, de imuno-adeséo,
fendmeno que envolvia os eritrécitos e microrganismos (revisto em LINDORFER et al,
2001).

4.1.1 Distribuicao, Estrutura e Polimorfismo

O CRL1 esta expresso na membrana plasmatica de uma grande variedade de células, como 0s
eritrécitos, neutrdfilos, monocitos, macrdofagos, eosinofilos, linfécitos B, algumas
subpopulagdes de linfocitos T, células de Langerhans da pele, poddcitos glomerulares e
células dendriticas (revisto por KHERA, 2009).
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A molécula do CR1 é uma ampla glicoproteina de membrana de 200 kDa, com cadeia
simples, uma pequena cauda citoplasmatica e codificada na banda q32 do cromossomo 1. A
porcdo extramembranar é composta de 30 short consensun repeats (CCPs), com
aproximadamente 60 aminoacidos cada. As primeiras 28 sdo organizadas baseadas no grau de
homologia em quatro repeticbes homologas longas (LHRs), LHR-A a LHR-D. Os dominios
funcionais do CR1 sdo distribuidos entre os diferentes LHRs. LHR-A liga-se principalmente
ao C4b. LHR-B e LHR-C ligam-se ao C3b/C4b; LHR-D liga-se a lectinas (revisto por
BIRMINGHANEet al, 2003; KHERA, 2009; LIU, 2009) (Figura 9).

Figura 9— Representacdo esquematica do CRL1.

LHR B LHR C LHR D

LHR A |
| |
NH, ! ! .

12 3 4567 8 9101112131415161718192021222324252627282930 TM  Cyt

— — — —
Site 1 Site 2 Site 2 Site 3
5 - - - REGIAO CAUDA
Ligacdoao C4b Ligacéoao C3beao 4b Ligacdoao C3b e ao 4b TRANSMEMBRANA  CITOPLASMATICA
Atividade de aceleracéo Atividade de co-fator Atividade de co-fator

do decaimento

Fonte: Liu, et al, 2009.

A variante de tamanho mais comum do receptor para complemento tipo 1. Cada caixa representa um
curto dominio regulador do complemento (SCR). Caixas de cores iguais representam identidades semelhantes de
SCR - 3, 10 e 17 com diferencas de 1 a 3 amino&cidos.

O polimorfismo presente no CR1 tem sido alvo de estudos devido ao fato de alterar a
densidade da molécula na membrana dos eritrécitos. O niveis de expressdo constitutivas do
CR1 nos eritrocitos (CR1/E) variam em cerca de 10 vezes entre individuos normais saudaveis
devido a sua composicdo genotipica especifica, diferentemente dos leucocitos que néo

apresentam essa variabilidade (revisto por KHERA et al, 2009).
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O numero de CR1 nos eritrocitos é determinado por um sistema bialélico autossémico
co-dominante,correlacionado com o polimorfismo de restricdo Hind Il RFLP, que
corresponde a um unico polimorfismo no intron 27 do gene do CR1. O fragmento genémico
de 7,4 kb esta associadoa alta expressdo do alelo H (high); e o fragmento de 6,9 kb a baixa
expressao do alelo L (low).

O fendtipo homozigoto de alta expressdo (HH) expressa aproximadamente 1000
moléculas de CR1 por célula; j& o fen6tipo homozigoto de baixa expressdo com uma média de
100 moléculas por celula; e fenotipo heterozigoto (HL) em torno de 500 moléculas por
eritrocito (XIANGet al, 1999).

4.1.2 Funcdes do receptor para complemento tipo 1

O CR1 possui multiplas funcdes que o definem como uma molécula de grande
interesse para a pesquisa. Suas fungdes bioldgicas variam de acordo com a populacao celular
em que é expresso (FURTADOet al, 2008).

4.1.2.1 Regulacéo da Cascata do Complemento

Como ja dito, o CR1 é uma proteina reguladora do complemento, pois modula a
ativacdo da cascata desse sistema pela ligacao reversivel ao C3b/C4b e inativacdo da C3 e C5
convertases das vias Classica e Alternativa, levando ao decaimento desses componentes.

O CR1 dos leucdcitos, ao interagir com microrganismos opsonizados com C3b e C4b,
leva a quebra proteolitica dessas opsoninas pelo Fator | em iC3b e iC4b e, em seguida, em
C3d e C4d, ligantes para os demais receptores (CR2, CR3 e CR4). Dessa forma, o CR1 age
como co-fator para a quebra do Fator I, regulando mais uma vez a via Alternativa (revisto por
LIU et al, 2009; KHERA et al, 2009). O resultado global dessas duas atividades do CR1 leva
a regulacdo negativa das trés vias de ativacdo do complemento e a um direcionamento da
resposta imune contra o antigeno para as células apropriadas e aos seus respectivos receptores
(FURTADOEet al, 2008).

4.1.2.2Eliminacdo de Imunocomplexos
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O CR1 dos eritrdcitos é o principal local de ligacdo para imunocomplexos circulantes
(ICC) opsonizados com C3b/C4b. Imunocomplexos sdo formados quando os anticorpos
encontram os antigenos alvos na circulacdo, que podem ser auto-antigenos ou derivados de
algum agente infeccioso. Esses ICC, presos ao CR1, sdo transportados para os macrofagos do
figado e do bacopara posterior processamento (CRAIG et al, 2002). A adesdo aos ICC é
diretamente proporcional ao nimero de CR1/E e requer uma interagdo multivalente entre o
C3b e o receptor. O numero de CR1 e seus alelos podem ambos, portanto, determinar a
eficiéncia da imuno-adesdo (MADI et al, 2008). Essa ligacdo é multivalente, entdo, para que
ela aconteca eficientemente, 0 CR1 deve estar agrupado na membrana e deve haver uma
fixacdo 6tima de C3b no imunocomplexo (revisto em MADIet al, 2008).

Considerando que ha um numero maior de eritrécitos no sangue do que de leucdcitos,
é notavel que a ligacdo aos ICC ocorra predominantemente via CR1 dos eritrécitos,
entretanto, um namero menor de ICC e particulas opsonizadas podem ser reconhecidos pelas
moléculas de CR1 presentes nos neutréfilos e mondcitos, mesmo essas células possuindo um
nimero muito maior de moléculas de CR1. Acredita-se que a menor quantidade de ligacbes
dos ICC aos PMN em relacdo aos eritrocitos seja por conta do estado ndo agrupado do CR1
naquelas células (PACCAUD et al 1990).

4.1.2.3 Receptor para fagocitose

Monacitos e neutrofilos expressam uma média de 5000 moléculas de CR1 por célula,
a maioria intracelularmente, dentro de vesiculas secretorias. Apos um estimulo para a ativacao
dessas células com agentes quimiotaticos (como o C5a), essas vesiculas se translocam para a
membrana plasmatica, aumentando de 5 a 10 vezes a expressdao de CR1 (SENGELOV et al,
1994; ROTHER et al, 1997). Dessa forma, o CR1 em mondcitos, macréfagos e neutréfilos
reconhecem ICC e particulas opsonizadas por imunoglobulinas/C3b, mediando a fagocitose
através do sinergismo entre a molécula e os receptores Fcy. As particulas sdo internalizadas e,

em seguida, destruidas nos lisossomos (revisto por KHERA et al, 2009).
4.1.2.4 Regulagéo das respostas das célulasBe T

A formagdo de imunocomplexos é um processo fisiologico e que faz parte dos

mecanismos de defesa do sistema imune. Esses ICC sdo rapidamente removidos da circulacao
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e, através da interacdo dos receptores Fcy dos anticorpos com o0s receptores para
complemento, ocorre o envio de sinais para uma grande variedade de células. E necessario
que haja um equilibrio entre a ativagcdo das células B através do seu receptor (BCR), 0s
receptores Fcy e os receptores para complemento ligados aos ICC (revisto por ERDEI et al,
2009).

Muito pouco é conhecido sobre o papel exato do CR1 nos linfocitos B, mas alguns
estudos apontam que essa molécula possui uma funcdo de controlar a proliferacdo dessas
células, mediando sinais inibitorios (JOZSI et al, 2002). O significado fisioldgico dessa
funcéo seria a inibicdo da ativacdo das células B por estimulos antigénicos fracos evocados
por auto-antigenos (revisto por ERDEI et al, 2009).

Apesar de ja ter sido comprovada a presenca do CR1 nos linfécitos T, sua funcdo
ainda ndo foi estabelecida. No entanto, acredita-se que o CR1 também transmita sinais
inibitdrios para a proliferacdo das células T (WAGNERet al, 2005) (Figura 10).

Figura 10 — Esquema representativo das fungdes do receptor para complemento tipo 1 (CR1).
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Fonte: KHERA (2009 - adaptado).

(A) Regulacdo da cascata do complemento e retirada de imunocomplexos pelo CR1 dos eritrdcitos; (B)
fagocitose envolvendo o CR1 dos mondécitos e PMN; (C) regulagdo das células B envolvendo o CR1 das células
B.

4.1.3 O receptor para complemento tipo 1 em doencas humanas

A expressao do CR1 nos eritrocitos e nos leucocitos pode ser influenciada por diversos
fatores. Nos eritrécitos, como dito anteriormente, a habilidade do polimorfismo em alterar a
densidade do CR1 na membrana pode gerar diferencas entre os fenotipos exibidos por
individuos saudaveis. No entanto, a expressao do CR1 pode sofrer efeitos do envelhecimento
dos eritrécitos (RIPOCHE et al, 1986) e as condicBes clinicas do individuo (revisto em
ODERA et al, 2011).

Os niveis de CR1 sdo modulados nas infeccBes e sua expressdo é dependente de
fatores genéticos e adquiridos. Diversos estudos ja relatarama reducdo do nimero de CR1 nos
eritrocitos em doencas infecciosas e autoimunes, como o ldpus eritematoso sistémico
(BIRMINGHAMet al, 2006); tuberculose (SENBAGAVALLIlet al, 2008); hanseniase
(TAUSKet al, 1986); paracoccidioidomicose (TEIXEIRA et al, 2001) e SIDA
(KAZATCHKINE et al, 1987). Essa variabilidade na expressdo do CR1 nos eritrocitos sugere
que haja consequéncias em doencas mediadas pelo aumento de ICC, uma vez que pode
comprometer a sua remocdoda circulacdo, promovendo o depdsito deles nos tecidos e gerando
uma resposta inflamatéria (revisto por ODERA et al, 2011).

No lupus, a reducdo do CR1/E estd associada a fatores adquiridos relacionados a
atividade da doenca e ndo pela sua gravidade (DE CARVALHO-LINSet al, 2004). Em
pacientes com tuberculose, os resultados mostraram que o0s niveis de CR1/E reduzidos
estariam relacionados a maior carga bacilar associada agravidade da doenca, demonstrando
que se trata de um fenébmeno adquirido e relacionado com a doenga e ndo
herdado(SENBAGAVALL et al, 2008).

Partindo do principio de que os mecanismos de expressdo e modulagdo do CR1 sejam
diferentes em células nucleadas do que aqueles nos eritrocitos, a expressdo do CR1 nos
leucdcitos estad relacionada com o padrdo de citocinas transcritas e seus efeitos durante as

doencas. Tais efeitos sdo variaveis de acordo com o tipo de célula (LIMB et al, 1991). Dessa


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kazatchkine%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3552968
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forma, condicgdes inflamatorias locais ou sistémicas podem regular positiva ou negativamente
a expressdo do CR1nos leucdcitos (ISAAK et al, 2008).

Pacientes infectados com Leishmania possuem elevados niveis de ICC, com antigenos
de Leishmaniae auto-antigenos(TUNCANN et al, 2012). A reducdo do numero de CR1/E
poderia ser considerada a justificativa do aumento dos niveis de ICC.Estes ICC podem afetar
a progressdo e o desenvolvimento da doenca através da inducdo de citocinas pré ou anti-
inflamatorias, que, consequentemente modulariam a resposta imune (revisto por ELSHAFIE
et al, 2007).

Em estudos anteriores avaliando pacientes com o Calazar foi evidenciada uma reducao
significativa de 50% no numero de moléculas de CR1 em eritrocitos de pacientes com
Leishmaniose Visceral sem tratamento, em relagdo ao grupo controle. Nos individuos dos
quais foram obtidas amostras pos-tratamento, foi observado que houve a recuperacdo dos
niveis de CR1/E, contudo ndo pode ser realizada inferéncia estatistica pela reduzida casuistica
estudada (CAMARA et al, 1997).

Dessa forma, considerando que ha uma relacdo préxima entre a fisiopatologia, a
gravidade de diversas doencas e a recuperacdo dessa expressdo apOs O tratamento, 0s
objetivos do nosso estudo foram quantificar a expressdo do CR1nos eritrocitos e leucocitos
(linfocitos, mondcitos e neutrofilos), do CD59 nos eritrdcitos e os niveis de imunocomplexos

circulantesantes e ap06s o tratamento de pacientes com Leishmaniose Visceral.
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5 HIPOTESES

v' Na Leishmaniose Visceral ocorre a reducdo da expressdo do receptor para complemento
tipo 1 da membrana dos eritrocitos (CR1/E) no paciente ndo tratado, em relacdo ao grupo de

controles saudaveis, e reverte com o tratamento;

v Na Leishmaniose Visceral a expressdao do CR1 nos linfécitos, mondcitos e neutréfilos pode

ser alterada tanto para mais como para menos;

v Durante a doenca pode ocorrer ou ndo variagdo na expressdo de outras moléculas

reguladoras do complemento, como a molécula CD59;

v Os niveis de imunocomplexos circulantes aumentam nos pacientes antes do tratamento,
reverte com o tratamento e estdo relacionados com a alteragdo da expressdo de CR1 em

eritrécitos e neutrofilos.
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60BJETIVO GERAL

Analisara dinamica do receptor para complemento tipo 1(CR1) presente nos eritrocitos
e leucocitos dos pacientes com Leishmaniose Visceral (Calazar)e determinar sua relagdocom

0s niveis de imunocomplexos circulantes antes e ap6s o tratamento.

6.1 Objetivos Especificos

1. Quantificar o CR1 nos eritrocitos, linfécitos, mondcitos e neutréfilosde pacientes com

Leishmaniose Visceral,antes e depois do tratamento, e dos controles saudaveis;

2. Quantificar a expressdo do CD59 na membrana de eritrécitos dos pacientes antes e depois

do tratamento e dos controles saudaveis;

3. Analisar a existéncia da associacdo entre o nimero de CR1 por eritrdcito e por neutréfilo

nos pacientes com os niveis plasmaticos de imunocomplexos circulantes.
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7 METODOLOGIA

7.1 Descricéo do estudo
7.1.1 Tipo de estudo

Estudo experimental, prospectivo, realizado de abril de 2014 a julho de 2015.

7.1.2 Populacéo

7.1.2.1 Grupo de estudo

Trinta pacientesatendidos no Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas (HSJ),
referéncia no tratamento de Calazar no Ceard,com diagndstico confirmado atraves de dados

clinico-epidemioldgicos epelo teste imunocromatograficoK39.

7.1.2.2 Grupo controle

Trinta individuos saudaveis, composto por doadores de sangue, atendidos no Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Ceard (HEMOCE), e individuos oriundos do quadro de
po6s-graduandos da instituicdo onde os ensaios foram realizados.

7.1.3 Critérios de Incluséo

Pacientes acima de 2 anos de idade, de ambos os sexos, com diagndstico confirmado

para Leishmaniose Visceral que ndo tenham iniciado o tratamento.

7.1.4 Critérios de Exclusdo

Pacientes:

= com 2% infeccdo de Leishmaniose Visceral recente;

= comsorologia positiva para HIV;

= com Calazar associado a outra doenca infecto-parasitaria, salvo as infecgdes bacterianas
como intercorréncia clinica ao quadro;

= que receberam transfusdo sanguinea até 120 dias antes do diagnostico.
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7.1.5 Aspectos Eticos

Este estudo recebeu parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceard (PROPESQ) em 31 de mar¢co de 2014 (CAAE
20297113.5.0000.5054- Anexo A); e do Comité de Etica em Pesquisa, do Hospital S&o José
de Doencas Infecciosas, em 25 de abril de 2014 (CAAE: 20297113.5.3001.5044 - Anexo B).

7.1.6 Material Clinico e coleta de dados

As coletas de dados e do material clinico foram realizadas através debusca ativa pelos
pacientes nos setores de emergéncia, laboratdrio de coleta de sangue e enfermarias do HSJ.

A ficha epidemiolégica (Apéndice A) foi preenchida pelo pesquisadorao entrevistar o
paciente. Antes da coleta do material clinico o paciente(e/ou seu responsavel) e o individuo
participante do grupo controle foram esclarecidos a respeito do estudo, procedimentos, riscos
e finalidades através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), autorizando a
continuidade do processo ao assind-lo(ApéndiceB).

Os demais dados relevantes para a pesquisa comoresultados dos exames realizados e
tratamento instituido foram obtidos da folha de atendimento ou do prontuario do paciente, nos
casos de internamento. As informagOes obtidas eram arquivadas em planilhas do Excel
(versdo 2013), formando um banco de dados (Apéndice C).

As coletas de dados clinicos e das amostras foram realizadas em dois momentos: no
momento do diagndstico, pré-tratamento, e, para a segunda amostra, na primeira consulta

ambulatorial ap6s o término do tratamento.

7.1.7 Coleta de amostras

A coleta de material clinico foi realizada por profissionais capacitados do laboratorio
do HSJ e transportada sob refrigeracdo para o processamento no Laboratorio de Imunologia
Médica, da Universidade Federal do Ceara.

De cada paciente foram coletados 10 mL de sangue venoso periférico, sendo 5 mL em
tubo Vacutainer® com EDTA, para 0 ensaio com os eritrocitos e leucdcitos; e 5 mL em
tuboVacutainer® com gel separador, para a obtencéo do soro, antes e ap6s o tratamento. As

amostras de soro foram armazenadas a -80°C para posterior dosagem de imunocomplexos.
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7.2 Delineamento Experimental
7.2.1 Processamento das amostras
7.2.1.1 Processamento dos eritrécitos

Um mililitro de sangue total foi centrifugado a 460 g, por 5 minutos, em 3 mL de
tampdo fosfato salino (PBS) com azida sddica, por trés vezes, para a remocdo das camadas de
leucdcitos e de plasmaa cadalavagem. Cem microlitros do precipitado de eritrocitos
foram ressuspendidos em 900 uL de PBS-azida, de onde foi feita a contagem de hemacias
utilizando o hemocitdémetro. Uma ressuspensao dos eritrdcitos foi preparada ajustando a
solugdo em 1 x 10® células/mL.

Uma aliquota de 10uL da suspensdo de 1 x 10°células de eritrécitos foi incubada a
4°C, por 45 minutos, no escuro, com oanticorpo monoclonal de camundongo anti-
CR1 humano marcado com fluoresceina tiocianato (FITC) (anti-CR1-FITC, clone E11,
BD Pharmigen®ou com seu controle isotipo IgGl, k de camundongo (FITC)
(BD Pharmigen®).

Para marcar a molécula CD59 presente na membrana dos eritrocitos foi utilizadauma
solucdo do anticorpo anti-CD59 marcado com ficoeritrina (PE)  (clone p282
H19, Biolegend®)e seu isotipo IgG2a, k de camundongo marcado com PE (clone MOPC-
173, Biolegend®), diluidos a 1:20.Além dos tubos marcados com anticorpos, um tubo com
células ndo marcadas foi utilizado. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com
2 mL de tampdo de lavagem (PBS, soro fetal bovino 2%) e ressuspendidas em 500 plde

PBS-azida para serem analisadas no citdmetro de fluxo (FACSCalibur- Becton Dickinson®).

7.2.1.2 Processamento dos leucocitos

Quinhentos microlitros de sangue total foram incubados por 15 minutos, a temperatura
ambiente, com uma solucdo de tampdo de lise (BD). Apds a incubacdo, a amostra foi
centrifugada por 5 minutos, 460 g e lavada duas vezes com solugédo de PBS e soro fetal
bovino a 2% (Cultilab®).A camada de creme leucocitario obtida foi incubada com anti-CR1-
FITC ou seu isotipo, a 4°C, por 45 minutos, no escuro. Em seguida, as células
foram centrifugadas a 460 g, por 5 minutos, em temperatura ambiente, por duas vezes

com tampéo de lavagem (2 mL de PBS, soro fetal bovino 2%).
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Além dos tubos marcados com anticorpos, um tubo com células ndo marcadas foi
utilizado. Os sobrenadantes foram descartados e o precipitado de leucécitos
foi ressuspendido em 500 pL de tamp&o de fixacdo com paraformaldeido a 1% (Sigma®) para

serem analisados no citémetro de fluxo (FACSCalibur- Becton Dickinson®).

7.3 Quantificacdo do nimero de CR1 nas populaces celulares por citometria de fluxo
7.3.1 Ensaio de citometria de fluxo

Os tubos com células marcadas com os fluorocromos foram utilizados para o ajuste
das compensacdes das fluorescéncias, enquanto que o tubo ndo marcado foi utilizado para os
ajustes das voltagens e do ponto de corte (threshold). A definicdo de células positivas e
negativas foi dada pelo controle isotipico, a fim de fixar as gates e distinguir entre células
coradas positivamente, autofluorescéncia e ligacdes inespecificas.

A mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) foi utilizada para identificar as
células e quantificar os niveis de expressao de CR1 nos eritrocitos e leucécitos e de CD59 nos
eritrocitos.A analise por histograma foi utilizada para a quantificacdo da MIF por célula, e a
analise utilizando grafico de pontos (dot plot) forneceu a frequéncia de células positivas na
gate para essas duas moléculas nas populagdes-alvo.

Durante a aquisicdo dos eritrocitos, de cada tubo, foram obtidos 10.000
eventos na gate através da deteccdo das dispersdes das luzes frontal (FSC) e lateral (SSC).
Para os leucdcitos, os nudmeros de eventos nagatefoi de 5.000 para linfocitos

e polimorfonucleares-neutrofilos e de 4.000 para mondcitos.

7.4 Dosagens Plasméticas
7.4.1 Dosagem de imunocomplexos circulantes por ensaio imunoenzimatico

A dosagem de imunocomplexos circulantes do soro dos pacientes antes e apds o
tratamento foi terceirizada, sendo realizada pelo LabPasteur através do kit Quanta Lite®Clq
CIC ELISA.

O ensaio tem como principio a utilizacdo de pogos da microplaca revestidos com Clq
de cabra purificado na fase sélida para a captura do imunocomplexo. Os reagentes utilizados
(calibradores, controles) e as amostras diluidas dos pacientes sdo pipetados nos pogos e o

complexo de ligagdo de Clqg liga-se ao C1q durante a primeira incubacdo. Apés a lavagem



50

dos pocgos, para a remocdo das proteinas que ndo se ligaram, é adicionado o conjugado
purificado de cabra anti-lgG marcado com peroxidase para ligacdo no imunocomplexo. Apos
a adi¢@o do substrato 3,3”,5,5” Tetrametilbenzidina (TMB) forma-se um produto de cor azul,
cuja intensidade é proporcional a concentracdo de CIC na amostra. Posteriormente é
adicionado a solucéo de parada (acido sulfurico) em cada poco produzindo uma cor amarela.
A leitura da absorbéncia com comprimento de onda de 450nmé realizada em
espectrofotbmetro. A concentragdo de CIC na amostra é obtida diretamente da curva de

calibracdo, sendo os resultados expressos como equivalentes de 1IgG humana agregada por mL
(ug Eq/mL).

7.4 Analises Estatisticas

A analise das células marcadas foi feita através do software CellQuest (BD). Os dados
obtidos de cada paciente foram organizados em planilhas do software Microsoft Excel® 2013
e, posteriormente, no programa estatistico Graph Pad Prism versdo 5.0.

Nas andalise dos dados entre os pacientes, antes e ap0s o tratamento, foram utilizados
testes pareados: teste t (paramétrico) para aanalisedo CR1/CD35 e do CD59 dos eritrdcitose
teste de Wilcoxon (ndo-paramétrico)para a analise do CR1 dos leucdcitos e para a anélise das
dosagens dos imunocomplexos circulantes.

Nas andlise dos dados entre os pacientes e controles foram utilizados testes néo-
pareados: teste t (paramétrico) para a analisedo CR1/CD35 e do CD59 dos eritrocitos e teste

de Mann-Whitney (ndo-paramétrico) para a analise do CR1 dos leucdcitos.
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8 RESULTADOS

8.1. Pacientes, Controles, Evolucao Clinica

Foram obtidas amostras de 30 pacientes atendidos com diagndstico para Leishmaniose
visceral, sendo 9 do sexo feminino e 21 do sexo masculino, com com mediana de idade + DP
de 16,50 £ 16,10 anos (var. min. 3 e max. 62). O grupo controle foi composto de 30
individuos adultos com mediana de idade + DP de 35,00 + 11,64anos(var. min. 20 e max.62
anos); sendo 9 mulheres e 21 homens.

O tempo médio de inicio dos sintomas dos pacientes até a busca do atendimento
médico no HSJ foi de 33 = 28 dias, variando de 5 a 120 dias.A tabela 2mostra uma
distribuicdo dos principais sinais e sintomas apresentados pelos pacientesobtidos através dos

dados de prontuério.

Tabela 2-Distribuicdodas frequéncias dos principais sinais e sintomas no momento da

admissdo dos pacientes.

SINAIS E SINTOMAS NA ADMISSAO PACIENTES (%)

FEBRE 100
PALIDEZ 100
FALTA DE APETITE 80
PERDA DE PESO 71
HEPATOMEGALIA 71
ESPLENOMEGALIA 61
AUMENTO DO VOLUME ABDOMINAL 47
DIARREIA 38
TOSSE 28
ADINAMIA 19
NAUSEAS/ VOMITOS 9
MANIFESTACOES HEMORRAGICAS 4

Fonte: Elaborada pela autora.

A droga de escolha para a maioria dos pacientes foi o Glucantime®, exceto para 4 pacientes
mais graves, que receberam a Anfotericina B lipossomal. O tempo médio de tratamento dos

pacientes foi de 28,0 + 8,5 dias dias, para aqueles tratados com o Glucantime®(variando de 20
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a 40 dias) e, para os pacientes tratados com a Anfotericina B lipossomal, foi de 7,0+ 1,5 dias
(variando de 4 a 7 dias).

Os pacientes apresentaram caracteristicas significantes e frequentes da doenca, tais como
anemia e trombocitopenia.A melhora significante dos dados hematoldgicos foi observada no
momento da coleta da segunda amostra pos-tratamento, commediana do tempo para essa
segunda coleta de 50+ 21,1 dias, variando de 29 a 112 dias.A tabela 3 mostra o perfil

hematoldgico dos pacientes antes e ap6s o tratamento.

Tabela 3 - Perfil hematoldgico dos pacientes antes e ap6s o tratamento.

PERFIL HEMATOLOGICO

. ANTES DO
PARAMETROS TRATAMENTO
Média £ DP (min - méx)

DEPOIS DO TRATAMENTO
Média = DP (min - max)

Eritrocitos (n° x 10° céls/mm?)? 3,63 + 0,54 (2,35 - 4,50) 4,76 +0,71 (2,92 -581)
Hemoglobina (g/dl)? 7,36 £ 1,23 (6,0-11,3) 10,0 £1,73 (7,50 - 14,9)
Hematdcrito (%) 27,0 + 4,58(18,4 — 34,4) 36,0 + 4,82(24,4 - 42,6)
Plaguetas (n° x 10° céls/mm?’)® 98,0 + 36,0(55,0 - 186,6) 252,0 + 76,0(69,0 - 365,0)
Linfécitos (n° céls/mm’)* 1497 + 718 (392 - 2900) 2897 + 1650(610 - 7000)
Monécitos (n° céls/mm?)? 387 + 195(123 - 885) 537 + 209(269 — 967)
Neutrdfilos (n°céls/mm’)* 1321 + 674(604 — 3064) 4107 + 1716(1705 — 9036)

Fonte: Elaborada pela autora. Teste Mann-Whitney para linfocitos, monocitos, neutréfilos. Teste t de Student
para hemdcias, hemoglobina e hematdcrito. a: p<0,0001; b: p = 0,0158.

8.2 Expressao e distribuicdo da frequéncia do CR1/CD35 na membrana dos eritrocitos

Para a analise da expressdo do CR1/CD35 foi utilizada amediana de intensidade de

fluorescéncia (MIF) do CR1 nos eritrocitos. Esta foi obtida através da subtracdo do valor
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encontrado no controle isotipico e o valor apresentado pelo anticorpo CD35. A figura 11
mostra a gate de aquisicdotamanho versus granulosidade (FSC x SSC)da populagdo de
eritrocitos(A) e os histogramas representativos da MIF do individuo controle saudavel (B), do

paciente antes do tratamento (C) e depois do tratamento (D).

Figura 11 -Citograma e histogramas representativos da expressio do CR1/CD35 nos

eritrocitos.
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anticorpoisotipo irrelevante associado com as células marcadas com o anticorpo anti-CR1/FITC (CD35 FITC ou
FL1-H) de individuo controle saudavel (B), do paciente antes do tratamento (C) e do paciente depois do

tratamento (D).
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A media da MIF em individuos saudaveis foi de 4,32 £ 2,01. Em pacientes com
Leishmaniose visceral, antes do tratamento, a média foi de 2,30 +1,08, mostrando uma
significante diminui¢do na expressdo do CR1 na membrana dos eritrocitos em relagdo ao
grupo controle e ao grupo de tratados (p < 0,0001). Nos pacientes depois do tratamento, a
média da MIF foi de 3,93 £ 1,48, um valor que demonstra tendéncia a uma aproximacao ao

valor do grupo controle saudavel (p = 0,6252)(Grafico 1).

Gréfico 1- Distribuicdo das médias e desvios-padrGesda mediana de intensidade de
fluorescéncia (MIF) do CR1/CD35 nos eritrécitos dos pacientes, antes e depois do tratamento,

e do grupo de controle saudaveis.
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representativosda populacdo de

eritrécitosCR1/CD35 positivos do individuo controle saudavel (A), do paciente antes do

tratamento (B) depois do tratamento (C), de onde foram obtidos os dados da distribuicdo da

frequéncia de eritrocitos positivos para CR1/CD35.

Figura 12—-Gréficos de pontos representativos da expressdo do CR1/CD35nos eritrdcitos.

104

103

102

CD35 FITC

102
CD35 FITC

A g
A 0,0% 0,28%
o
‘C_>-
To
&
21,68%
4
10 C
<t
3 7
1 0,05% 1,34% { 0,01% 0,75%
3 Er
] (oY)
1 - =P
; -5 L
h '. ‘._-‘f-r’-_ ' _Iil:l_)‘. ;
— ‘_9 3 —
E 11,71% 24,41%

Fonte: Elaborada pela autora.Individuo controle saudavel (A); Paciente antes do tratamento (B); Paciente depois

do tratamento (C).Gréficos de pontos correspondendo a frequéncia de eritrécitos CD35" expressos no quadrante

inferior direito detectados pelo canal de fluorescéncia 1 (CD35 FITC) versus canal de fluorescéncia 2 (FL2-H).

A anélise da frequéncia de eritrécitos positivos para CR1/CD35 mostrou que, nos

pacientes antes do tratamento, a media percentual foi de 12,86 * 6,86. Nos pacientes depois
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do tratamento, a média das células positivas foi de 25,47 + 10,01, valores que se aproximam
da média encontrada nos controles saudaveis, que foi de 28,34 + 13,76. Dessa forma, houve
um aumento significativono grupo de pacientes apds o tratamento (p < 0,0001). Nesse mesmo
periodoocorreu a recuperacdo dos valores da frequéncia de eritrocitos positivos para
CR1/CD35, pois nao houve diferenca estatistica significante destes com os controles (p =
0,4197) (Gréfico 2).

Gréfico 2 - Distribuicdo das medias e desvios-padréesda frequéncia do CR1/CD35 nos
eritrécitos dos pacientes, antes e depois do tratamento, e do grupo de controles saudaveis.
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Quando o grupo de pacientes foi dividido entre criancas e adultos, foi observado o
mesmo resultado, ou seja, uma reducgéo significativa da expressao do CR1 antes do tratamento
com relagdo ao grupo controle saudavel e um aumento significante da expressdo do CR1 apo6s
o0 tratamento nos dois grupos quando comparados a eles mesmos antes do tratamento. Antes
do tratamento, ndo houve diferenca estatistica na expressdo do CR1 dos eritrocitos entre
criancas e adultos. Também ndo foi encontrada diferenca estatistica entre os adultos e as
criancas depois do tratamento.

A anélise da frequéncia de eritrdcitos positivos para CR1/CD35 nos subgrupos de
criancas e adultos comparados ao grupo controle saudavel, mostrou que houve uma
diminuicdo das células positivas em ambos os subgrupos antes do tratamento. Entretanto,
antes do tratamento, ndo houve diferenca estatistica entre criangas e adultos.

Apdbs o tratamento, houve uma recuperacdo na frequéncia de eritrocitos positivos
dentrodos dois subgrupos, sendo que nos adultos a recuperacéo foi estatisticamente maior que
nas criangas. Em relagdo ao controle, tanto as criangas como os adultos ndo apresentaram

diferenca estatistica significante.

8.3 Dosagem de Imunocomplexos Circulantes

A dosagem de imunocomplexos circulantes nosoro de 28 pacientes com Leishmaniose
Visceral mostrou que, antes do tratamento, a média encontrada foi de 39,34 + 43,76 e, ap0s 0
tratamento, foi de 19,69 + 29,75. Houve, entdo, uma diferenca estatistica significante, com p =
0,0005 (Gréfico 3).
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Grafico 3- Distribuicdo das meédias e desvios-padrOes das dosagens sericas de

imunocomplexos circulantes nos pacientes antes e depois do tratamento.
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Fonte: Elaborada pela autora.*** p > 0,0005,teste de Wilcoxon; pacientes antes vs depois do tratamento.

N&do foi encontrada correlacdo entre as variagdes dos niveis de imunocomplexos
circulantes com a mediana de intensidade de fluorescéncia do CR1/E, antes (Spearman r =
0,01151, p = 0,9537)e apds o tratamento (Spearman r = 0,1123, p= 0,5695) (Grafico 4); nem
com a mediana da intensidade de fluorescéncia do CR1/N, antes (Spearman r = -0,01709, p =
0,9463) e apos o tratamento (Spearman r = - 0,2994; p= 0,2275) (Gréfico 5).
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Grafico 4 — CorrelagGes entre a concentracdo de imunocomplexos antes e depois do

tratamento e a mediana de intensidade de fluorescéncia do CR1/CD35 nos eritrocitos.
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Grafico 5 — CorrelagGes entre a concentracdo de imunocomplexos antes e depois do

tratamento e a mediana de intensidade de fluorescéncia do CR1/CD35 nos neutroéfilos.
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8.4Caracteristicas clinicas dos pacientes pds-tratamento e analise da dosagem de
imunocomplexos relacionada a expressdo do CR1 dos eritrocitose ao numero de

eritrdcitos no sangue circulante.

No momento da coleta da amostra pds-tratamento, na primeira consulta ambulatorial,
0s pacientes encontravam-se assintomaticos.Dos 30 pacientes avaliados, 2 apresentaram as
seguintes intercorréncias durante o tratamento:1 paciente apresentou ascite, edema e
hipertensdo portal; e 1 paciente apresentou vasculite de membros inferiores e pneumonia.
Ap0s o tratamento, 1 paciente apresentou varicela; e 1 paciente apresentou infecgdo urinaria e
febre persistente. Nesses pacientes foi observado que ndo houve aumento da frequéncia e da
MIF do CR1/E, nem melhora dos valores hematimétricos ou queda dos niveis de
imunocomplexos circulantes. Devido ao nimero de pacientes com intercorréncias ndo foi
possivel realizar analise estatistica desses dados.

A analise dos parametros hematoldgicos mostrou que houve uma melhora significante
apos o tratamento. Essa melhora foi acompanhada peloaumento do nimero de eritrocitos, da
dosagem de hemoglobina, da MIF do CR1/E e da frequéncia de eritrdcitos positivos para o
CR1 (Tabela 4).

A relagdo dos niveis de ICC com a MIF do CR1 e com a quantidade de eritrocitos
mostra que ha uma recuperacao da expressdo da molécula apos o tratamento, com uma queda
significante nos niveis de ICC. No entanto, essa reducdo € relativa, uma vez que 0s niveis
permanecem ainda elevados segundo os valores de referéncia adotados como valor normal

(igual ou menor que 4 ngEg/mL)(Tabela 4).
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Tabela 4 — Distribuicdo das meédias e desvios padrdes dos pacientes quanto as dosagens de
imunocomplexos circulantes, a mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) do CR1/E, a

frequéncia do CR1/E e ao nimero de eritrocitos, antes e depois do tratamento.

TRATAMENTO
PARAMETROS ANTES DEPOIS
Média + DP (variacéo) Meédia + DP (variacéo)
ICC? 39,34 £ 43,76 (1,2—-148,1)" 19,69 + 29,75 (1,2 -100)"
MIF CR1/E® 2,30+ 1,08 (0,07 — 4,31) 3,93+ 1,48 (0,43 - 6,77)
% CR1/EP 12,86+6,86 (1,65-27,95) 25,47+ 10,01 (1,34 - 44,29)
Eritrécitos (n° x 10° céls'y mm?®)® 3,63 + 0,54 (2,35 - 4,50) 4,76 0,71 (2,92 - 5,81)

Fonte: Elaborada pela autora.a:p > 0,0009; b: p < 0,0001 vs depois do tratamento. * N = 28.

8.5 Expressao e distribuicdo da frequéncia do CD59 na membrana dos eritrocitos

Em seis pacientes pareados foi analisado o nivel de expressdo (MIF) e a frequénciada
molécula CD59 presente na membrana de eritrdcitos para avaliar se ocorria a reducéo (perda)
de uma outra proteina regulatéria do sistema complemento durante a Leishmaniose Visceral.
A figura 13 mostra os histogramas e os graficos de pontos (dot plot) representativos da média

de intensidade de fluorescéncia do controle saudavel e dos pacientes antes e apos 0

tratamento.
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Figura 13 — Histogramas e graficos de pontos representativos da expressdao de CD59 nos

eritrécitos.
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A anélise da MIF do CD59 mostrou que ndo houve diferenca estatistica significante
nos pacientes antes e depois do tratamento (p = 0,3715), e nem com relagdo ao grupo controle
(antesvs controle: p = 0,1372; depoisvs controle: p = 0,1421. A média encontrada nos
pacientes antes do tratamento foi de 185,24 + 92,29, depois do tratamento foi de 190,68 +
77,20 e do grupo de controles saudaveis foi de 230,58 + 75,51 (Gréfico 6).

Gréfico 6 - Distribuicdo das médias e desvios-padrfesda mediana de intensidade de
fluorescéncia do CD59 nos eritrécitos dos pacientes, antes e depois do tratamento, e do grupo

de controle saudaveis.
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Fonte: Elaborada pela autora. Teste t; p — valor ndo significante.

A andlise da frequéncia de eritrocitos positivos para 0 CD59 mostrou que a média
encontrada nos pacientes antes do tratamento foi de 98,73 + 0,67, apds o tratamento foi de

84,15 + 35,21 e dos controles saudaveis foi de 98,25 + 0,96. Assim, ndo houve nenhuma
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diferencaestatistica entre os pacientes ndo tratados ou tratados (p = 0,4696) nem com relacdo

ao grupo controle (antesvs controle: p = 0,1964; depoisvs controle: p = 0,3374) (Gréfico 7).

Grafico 7- Distribuicdo das médias e desvios-padroesda frequéncia de eritrocitos positivos

para 0 CD59 dos pacientes, antes e depois do tratamento, e do grupo de controles saudaveis.

110+
:
[a]
O
Q 105~
=
@)
O
x
=
T 100
1]
4 Ee=Y— E—43
<
O
<E 95-
2
o
]
@
LL

90 T T T
ANTES DEPQOIS CONTROLE
PACIENTES
(n = 06) (n = 30)
GRUPOS

Fonte: Elaborada pela autora. Teste t; p — valor: ndo significante.



67

8.6Expresséo e distribuicao da frequéncia do CR1/CD35 na membrana dos leucdcitos

Em 18 pacientes, fizemos a andlise da expressdo do CR1/CD35, antes e depois do
tratamento, nos leucocitos: linfocitos, mondcitos e polimorfonuclares - neutrofilos.No ensaio
utilizado,linfécitos, mondcitos e neutrofilos possuem propriedades de dispersdo da luz
distintas de acordo com o tamanho(FSC) e a granulosidade (SSC). Assim, cada célula foi
definida pela medida da intensidade de fluorescéncia dada por FSC x SSCem uma escala
linear.O valor das MIFs em todas as populagdes foi dado pela mediana dos histogramas, onde
o valor do controle isotipico foi descontado da fluorescéncia do CD35.

A figura 14mostra a definicdo das gates das populacdes de linfdcitos, mondcitos e

polimorfonucleares-neutroéfilos.

Figurald - Citogramamostrando a distribuicdo das populagdes leucocitarias por tamanho e
granulosidade (FSC x SSC).
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Fonte: Elaborada pela autora. Gate R1, linfocitos; Gate R2, mondcitos; Gate R3, polimorfonucleares (PMN)-
neutrofilos.
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8.6.1. Linfdcitos

Cinco mil eventos foram adquiridos na gate de linfécitos para cada paciente e
controle. A mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) foi obtida de cada amostra.A
figura 15mostra os histogramas e graficos tipo dot plotrepresentativos da mediana de
intensidade de fluorescéncia e da frequéncia de células CR1/CD35 positivas do controle

saudavel e de um paciente, antes e apos o tratamento.
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Figura 15 — Histogramas e graficos de pontos representativos da expressdo do CR1/CD35 nos

linfocitos.
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tratamento (C). Nos histogramas, linhas roxas representam as células ndo marcadas, linhas amarelas representam

o controle isotipico e linhas azuis representam a intensidade de fluorescéncia das células marcadas com anti-

CRI1-FITC (FL1-H)versus nimero de células. Gréficos de pontos correspondendo a frequéncia de linfécitos

CD35" expressos detectados pelo canal de fluorescéncia 1 (FL1-H) versus canal de fluorescéncia 2 (FL2-H).
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A MIF do CR1/CD35 nos linfocitos em individuos saudaveis foi de 27,81 + 12,43.
Nos pacientes, antes do tratamento, a média foi de 38,04 + 14,76, mostrando uma regulago
positiva na expressdao do CR1 na superficie dos linfécitos em relagdo ao grupo controle (p =
0,0036).

Apds o tratamento, a média das MIFs encontradas foi de 38,22 *+ 17,46, nao
apresentando, portanto, significancia estatistica entre os pacientes, antes e depois do
tratamento (p = 0,8977). Comparando os pacientes pos-tratamento com o grupo de controles

saudaveis observamos significancia estatistica (p = 0,0075) (Grafico 8).

Grafico 8 — Distribuicdo das médias e desvios-padrGesda mediana de intensidade de
fluorescéncia (MIF) do CR1/CD35 nos linfécitos de pacientes, antes e depois do tratamento, e
do grupo de controles saudaveis.
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A analise da MIF do CR1/CD35dos linfécitos de criancas versusadultos mostrou que
houve um aumento com significancia estatistica nas criancas em relacdo aos adultos antes e
apos o tratamento. Entretanto, entre as criancas ndo houve diferenca estatistica significante
antes e apés o tratamento, bem como nessa mesma analise nos adultos.

A anélise da frequéncia de linfécitos CD35"utilizando o grafico de pontos mostrou que
a média encontrada nos pacientes antes do tratamento foi de 20,88 + 10,58, apds o tratamento
foi de 34,47 + 19,77; e dos controles saudaveis foi de 27,77 + 7,89. Foi encontradadiferenca
com significancia estatistica na distribuicio da frequéncia de linfécitos CD35"nos pacientes
antes do tratamento quando comparados a eles mesmos apds o tratamento (p = 0,0003) e com
o controle saudavel (p = 0,0040). Ndo houve diferenca estatistica significante entre os
pacientes ap0s o tratamento e o grupo controle (p = 0,4433) (Gréfico 9).

Grafico 9- Distribuicdo das médias e desvios-padréesda frequéncia do CR1/CD35 nos

linfocitosdos pacientes, antes e depois do tratamento, e do grupo de controles saudaveis.
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Comparando as criancas e os adultos, a analise da frequéncia de linfocitos CD35"
mostrou que houve uma diminui¢cdocom significncia estatistica tanto nas criangas como nos
adultos, antes do tratamento em relagcdo a depois do tratamento. As criangas apresentaram
valores estatisticamente maioresde linfocitos CD35'do que os adultos tanto antes do

tratamento como depois do tratamento.

8.6.2. Mondcitos

Na gate de mondcitosforam adquiridos 4 mil eventos para cada paciente e/ou controle.
A figura 16mostra os histogramas e graficos de pontosrepresentativos da mediana de
intensidade de fluorescéncia do controle saudavel e dos pacientes antes e ap0s o tratamento.

A média da MIF de mondcitos CD35'em individuos saudaveis foi de 28,63 + 12,58.
Em pacientes com Leishmaniose Visceral, antes do tratamento, a média foi de 45,63 + 24,14,
mostrando uma regulacdo positiva na expressdo do CR1 na superficie dos mondcitos em
relacdo ao grupo controle (p < 0,0001). Apds o tratamento, a média das MIFs dos mondcitos
CD35" encontrada foi de 33,64 + 14,77, apresentando, portanto, uma diminui¢do com
significancia estatistica entre o0s pacientes antes e depois do tratamento (p =
0,0320). Comparando os pacientes pos-tratamento com o grupo de controles saudaveis nao
houve significancia estatistica (p = 0,0533), mostrando uma aproximacdo com os valores

encontrados nos individuos saudaveis (Grafico 10).
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Figura 16 - Histogramas e graficos de pontos representativos da expressdo do CR1/CD35 nos

monacitos.
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Fonte: Elaborada pela autora. Controle saudavel (A); Paciente antes do tratamento (B); Paciente depois do

tratamento (C). Nos histogramas, linhas roxas representam as células ndo marcadas, linhas amarelas representam

o controle isotipico e linhas azuis representam a intensidade de fluorescéncia das células marcadas com anti-
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CD35%expressos detectados pelo canal de fluorescéncia 1 (FL1-H) versus canal de fluorescéncia 2 (FL2-H).
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Grafico 10 - Distribuicdo das médias e desvios-padrdesda mediana de intensidade de
fluorescéncia do CR1/CD35 nos mondcitos de pacientes, antes e depois do tratamento, e do

grupo de controles saudaveis.
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Fonte: Elaborada pela autora. Teste Wilcoxon (antes vs depois); Teste Mann-Whitney (pacientes vs controle); * p
= 0,0320 vs depois do tratamento; ### p < 0,0001 vs controle.

A analise da MIF do mondcitos CD35" dentro dos subgrupos criangas versus adultos,
antes e depois do tratamento, mostrou que s6 houve significancia estatistica entre o grupo de
controles saudaveis e as criancas e adultos antes do tratamento. N&o houve diferenca
estatistica significante nas seguintes compracOes: criancas antes e depois do

tratamento,adultos antes e depois do tratamento, criancas e adultos antes do tratamentoou
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depois do tratamento. Apds o tratamento os valores de MIF de mondcitos CD35" tanto das

criangas como nos adultos ndo diferiram do grupo controle.

A andlise da frequéncia de mondcitos CD35" mostrou que a média encontrada nos
pacientes antes do tratamento foi de 78,21 + 11,84, apds o tratamento foi de 67,53 + 20,59 e
dos controles saudaveis foi de 71,34 + 11,13. Mesmo ndo havendo diferenca estatistica
significante, observou-se um aumento de mondcitos positivos nos pacientes antes do
tratamento quando comparados com o controle saudavel (p = 0,0580). Também ndo houve
diferenca estatistica entre os pacientes antes e apos o tratamento (p = 0,0674) e nem ap0ds o

tratamento com o grupo controle (p = 0,8731) (Gréfico 11).

Gréfico 11- Distribuicdo das médias e desvios-padrbes da frequéncia de mondcitos positivos

para 0 CR1/CD35 entre os pacientes antes e depois do tratamento eo grupo de controles

saudaveis.
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Fonte: Elaborada pela autora. Teste Wilcoxon (antes vs depois); Teste Mann-Whitney (pacientes vs controle).
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Entre criangas e adultos, na analise da frequéncia de mondcitos CD35", apenas as criancas
antes do tratamento mostraram um aumento na frequéncia de células positivas. Ndo houve
diferenca estatistica nas demais comparages: criancas e adultos antes do tratamento; depois

do tratamento; adultos antes e depois do tratamento.

8.6.3. Polimorfonucleares-Neutréfilos

Cinco mil eventos foram adquiridos na gate de neutrdfilos para cada paciente ou
controle. A figura 17mostra os histogramas e graficos de pontosrepresentativos da mediana de

intensidade de fluorescéncia do controle saudavel e dos pacientes antes e apds o tratamento.
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Figura 17- Histogramas e graficos de pontos representativos da expressdo do CR1/CD35 nos

neutrofilos.
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tratamento (C). Nos histogramas, linhas roxas representam as células ndo marcadas, linhas amarelas representam

o controle isotipico e linhas azuis representam a intensidade de fluorescéncia das células marcadas com anti-

CR1-FITC (FL1-H)versus nimero de células. Gréficos de pontos correspondendo a frequéncia deneutréfilos

CD35" expressos detectados pelo canal de fluorescéncia 1 (FL1-H) versus canal de fluorescéncia 2 (FL2-H).
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A média da MIF do CR1/CD35 nos neutrofilos em individuos saudaveis foi de 41,51 +
12,44. Em pacientes com Leishmaniose Visceral, antes do tratamento, a média foi de 34,43 £
20,23, mostrando uma reducédo na expressdo do CR1 na superficie dos neutrdfilos em relagdo
ao grupo controle (p < 0,0007). Apo6s o tratamento, a média das MIFs encontrada foi de 36,26
+ 13,65, ndo apresentando, portanto, significancia estatistica entre os pacientes antes e depois
do tratamento (p = 0,0890), nem com o grupo de controles saudaveis (p = 0,4753). Mesmo
ndo apresentando significancia estatistica, foi possivel observar um aumento na MIF do CR1

apos o tratamento (Gréafico 12).

Grafico 12 - Distribuicdo das médias e desvios-padrdes da mediana de intensidade de
fluorescéncia do CR1/CD35 nos neutrofilos entre pacientes antes e depois do tratamento com

0 grupo de controles saudaveis.
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Fonte: Elaborada pela autora.Teste Wilcoxon (antes vs depois); Teste Mann-Whitney (pacientes vs controle);

*** p =0,0007 vs controle.
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As MIFs do CR1/CD35 dos neutrofilos de criangas e adultos, antes e depois do
tratamento, ndo foram significantes.

Aandlise da frequéncia de neutr6filosCD35 'mostrou que a média encontrada nos
pacientes antes do tratamento foi de 94,58 + 4,82, apés o tratamento foi de 91,54 + 6,99 e dos
controles saudaveis foi de 95,24 + 7,01. Nos pacientes antes do tratamento houve um pequeno
aumento em relagcdo a frequéncia depois do tratamento (p = 0,0407). Ap6s o o tratamento
encontramos uma diferenca estatistica ainda significante com relagdo ao grupo controle (p =
0,0060). Nao houve diferenca estatistica entre o grupo controle e os pacientes antes do
tratamento (p = 0,2501)(Gréfico 13).

Gréfico 13- Distribuicdo das médias e desvios-padrbes da frequéncia de neutréfilospositivos

para 0 CR1/CD35 entre os pacientes antes e depois do tratamento e o grupo de controles
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B 110-
[a)
(@]
(7]
ﬁ 100 : ##
< - ——
O
-]
2
S 904
[
o
= —
o 80-
o
L
[a) ——
< e —
o 704
Z
Ll
-]
<
@ 60 T T T
L
ANTES DEPOIS CONTROLE
PACIENTES
(n=18) (n=30)
GRUPOS

Fonte: Elaborada pela autora. Teste Wilcoxon (antes vs depois); Teste Mann-Whitney (pacientes vs controle);

*p =0,0407 vs depois do tratamento; ## p = 0,0060 vs depois do tratamento.
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Entre criangas e adultos, na analise da frequéncia de polimorfonucleres CD35",naofoi
encontradadiferenca estatistica nas comparacGes: criangas antes e depois do tratamento;
adultos antes e depois do tratamento; criancas e adultos antes e depois do tratamento.
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9 DISCUSSAO

A leishmaniose visceral ou calazar € uma doenca endémica, tipica de paises tropicais, ainda
bastante negligenciada e acomete principalmente a populacdo mais pobre. Uma vez no
hospedeiro, as promastigotas sdo fagocitadas pelos macréfagos (células-alvo), onde se
reproduzem e transformam-se em amastigotas. Estas se replicam e invadem outras células,
disseminando a infeccdo. A complexa interacdo parasita-hospedeiro determinara o
desenvolvimento ou ndo da doenca, onde o controle da infeccdo serd mediado pela imunidade
celular. A acdo do sistema imune no combate a infeccdo é através das células Thl, que
secretam IFN-y para a ativagdo dos macrofagos levando a consequente agdo leishmanicida

dessas células (SAVIOA, 2015).

As caracteristicas clinicas encontradas nos pacientes que foram estudados ndo diferem
daquelas ja& reportadas em outros estudos (BRAGA et al, 2013; DIRO et al, 2015), com
predominio de febre, perda de peso associada a falta de apetite, distensdo abdominal e a
palidez. Os sintomas e o desenvolvimento da leishmaniose visceral sdo mais graves nas
criangcas. Ambos os sexos sdo infectados, porém os meninos sdao mais atingidos do que as
meninas, caracteristica que também se manifestou neste estudo. Os adultos séo igualmente
infectados quanto ao género, no entanto, o0 nimero de homens em nosso estudo foi 4:1 em
relacdo ao sexo feminino, diferenca esta talvez determinada pelo pequeno nimero de casos
estudados.

No calazar, o comprometimento hematoldgico é comum. A pancitopenia foi encontrada em
todos os pacientes. As causas para essa anormalidade podem estar associadas a duracdo dos
sintomas, a um maior tempo entre o inicio do quadro e o inicio do tratamento, a
esplenomegalia e ao aumento da destruicdo periférica das células ao invés de uma falha na
producdo na medula 6ssea (revisto em HAMID, 2009).

Quanto a trombocitopenia, um achado caracteristico da leishmaniose visceral, 92% dos
pacientes apresentaram contagem de plaquetas inferior a 150 mil/ mm?®. Um estudo feito por
Marwaha et al (1991) mostrou que a média de duracdo da leishmaniose visceral foi maior nos
pacientes trombocitopénicos do que naqueles ndo trombocitopénicos. Acredita-se que a
trombocitopenia esteja associada ao hiperesplenismo, a baixa producdo de plaquetas devido a
carga parasitaria na medula e também ao sequestro esplénico (MARWAHA et al, 1991;
VARMA et al, 2010).
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A leucopenia (linfopenia e neutropenia) é encontrada em grande frequéncia nos pacientes com
leishmaniose visceral. Neste estudo 60% dos pacientes apresentaram linfopenia e 76%
neutropenia. Relatos na literatura mostram que a piora da neutropenia estd fortemente
associada ao hiperesplenismo (revisto em HAMID, 2009), a hipoplasia ou depressdo medular,
ao sequestro esplénico (OLIVEIRA et al, 2010) e a leucofagocitose (AL-JURAYYAN et al,
1995).

O quadro de anemia grave € caracteristico na leishmaniose visceral e pode determinar o curso
da doenca no individuo, sua evolucdo durante o tratamento e a sua recuperacdo. A anemia
esteve presente em 67% dos pacientes. De acordo com os resultados obtidos, nos pacientes
com calazar sem tratamento, houve uma reducdo na expressdo do nimero de CR1 nos
eritrocitos e na frequéncia de células positivas para a molécula em relagdo ao grupo controle
saudavel. Varios relatos ja& demonstraram gque aquela reducdo em diversas doencas pode gerar
prejuizos na remocao dos ICC, como os resultados encontrados em pacientes com LUpus
Eritematoso Sistémico (LES) (BIRMINGHAMet al, 2006), doengas hepaticas cronicas
(MIYAIKE et al, 2002) e maléria (STOUTE et al, 2003), sugerindo que a molécula de CR1
provavelmente participa da patogénese de doencas mediadas pelo acumulo de ICC. Apds o
tratamento, foi observado uma recuperacdo tanto da expressdao do CR1 quanto da quantidade
de células positivas para essa molécula. Em pacientes com tuberculose foi relatado que o
menor numero de CR1 estava relacionado a gravidade da doenga (SENBAGAVALLI et al,
2008). Ja na hanseniase, as médias dos niveis de CR1 variaram conforme a manifestacao
clinica da doenca, sendo menores nos individuos com as formas mais graves (TAUSK et al,
1985).

Diversos fatores podem estar relacionados com a reducéo na expressao do CR1 na membrana
dos eritrécitos, mas aqueles que explicariam essa reducdo nas doencgas ainda permanecem
desconhecidos. Acredita-se que o polimorfismo do nimero da molécula em eritrdcitos, que
determina fendtipos de alta (HH), média (HL) e baixa expressdo (LL), ndo se correlaciona
com a perda do CR1. Em estudos com pacientes com LES, foi visto que o indice de perda da
molécula foi semelhante em pacientes com gendtipos HH e LL, mostrando que é um
fendmeno adquirido e ndo hereditario (MOLDENHAUER et al, 1988). Dessa forma, fatores
relacionados ao curso da progressdo da doenca podem estar relacionadas a expressao do CR1

nos eritrocitos. A recuperacdo da expressdo da molécula encontrada nos pacientes deste
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trabalho apos o tratamento € um outro fator que sugere o carater adquirido da perda da

molécula.

Uma primeira hipotese sobre a origem da perda do CR1 seria um possivel mascaramento do
epitopo do CR1/E por imunocomplexos ou por autoantigenos contra 0 CR1 (WILSON et al,
1985), cuja producdo no calazar é aumentada (SULTAN et al, 2014). Tal hipotese pode ser
contestada pelo ensaio experimental realizado por Cosio et al (1990) que utilizaram o
anticorpo anti-CR1 clone E11 (o mesmo utilizado neste estudo), que se liga aos CR1
agrupados dos eritrocitos, mesmo que estejam ligados a triade Complemento-Anticorpo-
Antigeno. O objetivo era mensurar o papel dos ICC na reducdo do CR1. Os resultados
mostraram que a diminuic¢do encontrada ndo foi atribuida a ocupacéo do CR1 pelos ICC, uma
vez que a reducgdo persistiu apds o ICC ter sido removido do eritrocito. Assim, para 0s
autores, a reducao estaria associada aos altos niveis de ICC, a sobrecarga de transporte para as
células fagociticas do figado e do baco, causando uma supersaturacdo da molécula e perda de

parte do receptor, com os eritrécitos retornando a circulacdo dessa forma.

Outra hipotese para a perda do CR1 seria o intenso ambiente inflamatério encontrado em
doencas malignas, inflamatdrias ou infecciosas. Em um estudo onde foi avaliada a correlacao
entre esses dois aspectos in vivo mostrou-se que proteinases, incluindo a elastase, trombina e
plasmina, estdo fortemente relacionadas a reducdo do CR1 nos pacientes avaliados com artrite
reumatoide e cancer de pulmé&o. Nos processos de degranulacdo ou destrui¢dao dos neutrofilos,
muitas proteinases sdo liberadas e/ou ativadas, levando ao ndo funcionamento das proteinases
inibidoras. Pacientes neutropénicos liberariam mais elastase devido a ligacdo de anticorpos
nos neutréfilos e a ativacdo do complemento. Essa liberacdo de enzimas pelos neutréfilos no
endotélio vascular ndo causaria a reducdo do CR1 devido a neutralizacdo pelas proteinas
plasmaticas inibidoras antes do contato com o eritrécito. Os locais mais propicios para essa
proteolise seriam, entdo, a medula 6ssea e 0 baco. Assim, essa hipotese afirma que o CR1
poderia ser quebrado por enzimas granulares ou por proteinases ativadas no plasma (CURRIE
et al, 1990).

Uma outra possivel causa para a reducdo do CR1 poderia ser os elevados niveis de proteina C
reativa no soro. Essa proteina ativa a cascata do complemento e se liga ao CR1 dos eritrécitos
via fragmentos C3b. Em um estudo experimental, avaliando a ligacdo da proteina aos
eritrocitos de pacientes com calazar, foi observado que a proteina C reativa glicosilada

promove uma alteracdo na integridade da membrana eritrocitaria, promovendo entdo a lise da
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célula (ANSAR et al, 2013). Alem disso, a Leishmania opsonizada via lipofosfoglicanos e
ligada a proteina C, ocorre o aumento da fagocitose do parasito pelos macréfagos
(BODMAN-SMITH et al, 2002). Elevados niveis de proteina C ligada ao C3b e ao CR1 séo
provavelmente transportados da circulacdo da mesma forma que os demais imunocomplexos.
A reducdo do CR1 poderia estar também relacionada a esse fato (TEIXEIRA et al, 2000).

Também ja foi reportado que um aumento na deposic¢do de C3b nos eritrocitos pode contribuir
com a reducdo do CR1, uma vez que os eritrocitos ligam-se as células fagociticas e causam a
degranulacdo dessas células (revisto em CURRIE et al, 1990). A liberacdo e a elevacdo dos
niveis de proteinas hepaticas no sangue antes e durante o tratamento da leishmaniose visceral,
como a fosfatase alcalina e as transaminases (EL HAG et al, 1994), assim como a regulacao
positiva de precursores das proteinas amiloide, tripsina, fibrinogénio e apolipoproteina (BAG

et al, 2014) poderia estar também relacionada a proteolise do CR1.

A hipdtese mais amplamente aceita é a perda do CR1 durante a transferéncia dos ICC, uma
vez que o contato proximo entre os eritrocitos e as células fagociticas poderiam facilitar a
protedlise do CR1/E por proteases associadas aos macréfagos, que atuam na liberagdo do ICC
preso ao CR1 para sua internalizacdo (NARDIN et al, 1999). Essa perda seria dependente do

tempo de contato entre os eritrocitos e os fagdcitos (revisto em TAUSK et al, 1990).

Apb6s o tratamento, os possiveis fatores que podem contribuir para a reducdo do CR1
comecam a se normalizar, promovendo o aumento da expressdo da molécula nos eritrécitos e
da quantidade de células positivas. A ativacdo policlonal das células B pode ser crucial para a
defesa inicial do hospedeiro, apesar de contribuir com a producdo de anticorpos especificos
para a Leishmania e, contraditoriamente, por ativar 0s mecanismos de escape dos
microrganismos, diluindo os anticorpos especificos e aumentando 0s anticorpos irrelevantes.
Além disso, essa ativacdo pode ser responsavel pela manutencdo das células B de memdria

sem a presenca de estimulacdo de antigenos especificos (VESELY et al, 2012).

Os altos niveis de ICC encontrados nos pacientes com leishmaniose visceral sdo atribuidos a
ativacdo policlonal das células B que geram uma hipergamaglobulinemia, elevada quantidade
de anticorpos especificos anti-Leishmania e de auto-anticorpos (GALVAO-CASTRO et al,
1984; revisto em Soares et al, 2006). Esses ICC ligados ao componente C1g do complemento
contém antigenos de Leishmania e podem influenciar a progresséo e o resultado da doenga
atraves da inducéo de citocinas pré ou anti-inflamatorias, como a GM-CSF, que ativa a agéo

leishmanicida dos macrofagos. Ha hipoteses de que, no inicio do tratamento, um grande
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numero de parasitas sdo destruidos, ocasionando a liberacdo de antigenos na circulacdo e o
aumento da concentragdo de ICC formados com esses antigenos. Aqueles pacientes com a
forma aguda da doenca teriam uma carga parasitaria maior do que os da forma sub-aguda
(ELSHAFIE et al, 2007). A alta producdo de IL-10 pelas células Th2 e pelas células T
regulatorias também contribui para a producédo elevada de ICC (revisto por ELSHAFIE et al,
2007).

Alguns relatos tém mostrado o papel dos ICC como imunomoduladores, agindo nas respostas
imunes celulares por ativacdo ou a inibicdo de sinais atraves da ligacdo aos receptores Fc,
receptores para antigenos e para complemento das células T e B (revisto em
SENBAGAVALLLI et al, 2012). Desta forma os ICC interligam a especificidade do sistema
imune adaptativo as funcbes efetoras ativadas pelas células do sistema imune inato
(NIMMERJAHN et al, 2008). Possiveis efeitos dos ICC na resposta imune sdo seu efeito
supressor, seja por mascaramento ou por bloqueio, por se ligar ao receptores de antigenos nos
linfocitos, ou os receptores para os anticorpos (FCR) Fc das células B (regulacdo isotipica),
por induzir a liberacdo de fatores supressores, por estimular a proliferacdo das células B
(levando a exaustdo clonal) ou por blogueio da interacdo entre células T e B. Os ICC também
podem promover a inibicdo das reacdes citoliticas mediadas por células, do estimulo das
células T helper e levar alteracdo do trafego de linfécitos, dentre outras agdes (revisto em
THEOFILOPOULOS et al, 1980).

Em um estudo avaliando os fatores supressores presentes no soro de pacientes com
leishmaniose visceral ndo foi encontrada correlacdo entre a concentracdo de ICC e as
atividades imunossupressoras previamente reportadas em outras parasitemias (SOARES et al,
2006). E importante enfatizar que a capacidade dos ICC de interferir com 0s mecanismos
imunes e de ativar ou inibir as fun¢des linfocitarias pode representar os seus mais importantes

efeitos em algumas doencas.

Em doencas mediadas por ICC foi observada a elevacdo da concentragdo no soro dos
pacientes antes do tratamento e com correlagdo negativa com a expressdo do CR1/E, uma vez
que o transporte de ICC fica comprometido com a reducéo dessa molécula. Em pacientes com
tuberculose, a relacdo entre a média da concentracdo sanguinea dos ICC e a média dos niveis
do grupo controle saudavel foi de 2,08 (SENBAGAVALLI et al, 2008); em pacientes com
paracoccidioidomicose foi de 2,04 e 1,05, antes e ap0s 0 tratamento, respectivamente
(TEIXEIRA et al, 2000); em pacientes antes do tratamento com malaria de 1,49 (MIYAIKE



86

et al, 2002); em portadores de HIV de 2,24 (TAUSK et al,1986); e, em um estudo com
pacientes com a forma aguda da leishmaniose visceral, foi de 3,28 em relagdo ao controle
(ELSHAFIE et al, 2007).

Neste estudo a relacéo entre a média da concentracdo sanguinea dos ICC nos pacientes com
os valores de referéncia considerados negativos, antes do tratamento foi de 8,86, e, apds o
tratamento, de 4,43. Diferentemente do reportado nos estudos acima, ndo foi encontrada
correlacdo com a expressdo do CR1/E, do CR1/N e os niveis de ICC, nem antes nem depois
do tratamento. Primeiro, houve flutuaces dos niveis de ICC com poucas variacdes dos
valores de MIF CR1/E. No poés-tratamento os niveis de ICC mantiverem-se elevados
enquanto o CR1/E variou entre os pacientes (elevando-se na maioria deles). A dosagem de
imunocomplexos, com a identificacdo de antigenos de Leishmania no soro dos pacientes com
leishmaniose visceral pode ser utilizada como uma importante ferramenta de diagndstico
(CHAKRABORTI et al, 2003).

Para uma maior compreensdo dos efeitos da leishmaniose visceral nas proteinas regulatérias
do complemento presentes nos eritrocitos, foi avaliada a expressao da molécula CD59, que
age interferindo na estruturacdo do complexo de ataque a membrana, prevenindo danos ao
préprio organismo (PICCOLI et al, 2011). Ndo foi encontrada nos pacientes qualquer
variagdo na expressdo dessa molécula antes ou ap6s o tratamento, diferentemente do
reportado no estudo realizado em pacientes com LES, onde houve um aumento da expressao
do CD59 como um mecanismo compensatério a perda do CR1/E (ARORA et al, 2000). Com
a utilizacdo de marcadores para essa molécula foi possivel observar que a leishmaniose
visceral reduz a expressdo do CR1, Unico receptor para complemento no eritrocito atualmente
conhecido relacionado a infeccao.

Muito pouco se sabe sobre 0 papel do CR1 nos linfécitos. A formacdo e a montagem de uma
resposta imune humoral apropriada dependem da ativacéo dos receptores das células B (BCR)
e um equilibrio nas sinalizacGes fornecidas pelos ICC ligados aos receptores CR1 e FcR. O
CR1 nos linfocitos B medeia sinais inibitérios que controlam as funcdes e a proliferacao
dessas células (JOZSI et al, 2002). Ja nos linfocitos T, o CR1 parece regular positivamente a
resposta imune (RODGAARD et al, 1995).

A imunossupressdo da resposta celular, caracteristica da leishmaniose visceral, vem da
incapacidade das células apresentadoras de antigenos de processarem 0s antigenos

provenientes da Leishmania e de os apresentarem via MHC classe Il para o receptor das
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células T (TCR). Assim, ocorre a geracdo de uma resposta ndo funcional durante a progressao
da doenca com diminuicdo da resposta Th1l e dos niveis de IFN-y. A infec¢do esta associada
com a perda da imunidade celular mediada por antigeno especifico, j& demonstrada em
experimentos de proliferacdo de linfocitos, como uma falha na resposta aos antigenos da
Leishmania por células mononucleares do sangue periférico. A anergia dessa resposta em
hospedeiros imunocompetentes durante a evolucdo da infeccdo é especifica para esses
antigenos e é generalizada (revisto em FLORA et al, 2014).

O CR1 é expresso entre 10 a 15% dos linfocitos T periféricos, onde estdo presentes
aproximadamente 3.000 cépias do CR1 por celula T. Sua expressao é regulada positivamente
pela ativacdo das células T, dessa forma, podemos presumir que o CR1 é um receptor
regulador (WAGNER et al, 2006). Rodgaard, avaliando a possivel funcdo do CR1 nos
linfécitos T, observou uma tendéncia a regulacdo positiva dessa molécula quando essas
células sdo ativadas com fitohemaglutinina, bem como quando estavam na presenca de
mondcitos durante a estimulacdo (RODGAARD et al, 1995). Dessa forma, mondcitos
ativados e seus produtos durante a resposta imune podem justificar o0 aumento da expressao
do CR1 nos linfdcitos de pacientes com leishmaniose visceral.

Em um outro estudo experimental realizado por Wagner e colaboradores com a utilizacdo de
anticorpos anti-CR1 foi observado que esses anticorpos inibiam a proliferacdo induzida por
ativacdo dos linfécitos T. O mesmo fato se repetia também na presenca de IL-2. Essa
expressdao variava de acordo com as diferentes especificidades dos clones utilizados. A
proliferacdo era inibida a nivel de reducdo de sintese de DNA e/ou da divisdo celular,
deixando essas células presas na fase G1. Essa inibi¢do seria por conta do anticorpo mimetizar
os ligantes naturais e emitir sinais idénticos a eles. O CR1 bloquearia a ativacdo continua,
transmitindo, entdo, um sinal inibitério (WAGNER et al, 2006). Delibrias e colaboradores
determinaram que o CR1 dos linfécitos T pode facilitar a infecccdo do virus do HIV
opsonizado (DELIBRIAS et al, 1993).

Acredita-se que a expressao anormal de receptores para ICC nas células B pode modular
sinais suficientes para ativa-las, mas, em situacfes em que a concentracdo de ICC esta
elevada, ocorre uma falha na regulacgdo positiva da inibicdo do CR1 (ERDEI et al, 2009). Os
achados acima reportados podem, possivelmente, justificar o aumento da expressédo do CR1
nos linfocitos de pacientes com leishmaniose visceral.

Ao final do tratamento dos pacientes a média da expressé@o do CR1 dos linfécitos encontrava-

se ainda elevada, mas com uma tendéncia a normalizacdo em relagdo aos valores encontrados
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nos individuos controles saudaveis. Esse fato pode estar relacionado a uma persisténcia da
estimulacdo antigénica e, ainda, aos elevados niveis de ICC. Uma reducdo mais acentuada na
expressdo do CR1 poderia ser encontrada se coletas posteriores fossem realizadas apds um
tempo maior do término do tratamento. A recuperacdo da frequéncia de linfocitos positivos
para 0 CR1 pos tratamento demonstra dados ja relatados de que a melhoria completa da
resposta hematoldgica se dd com 4 a 6 semanas apds o inicio do tratamento (revisto em
VARMA et al, 2010).

Monacitos e neutrofilos possuem semelhancas quanto ao padrdo de expressdo do CR1 quando
estdo em repouso. O CR1 localiza-se, em sua maioria, intracelularmente e, também, na
membrana plasmatica de maneira esparsa. Os receptores ndo ficam disponiveis para ligagdes
na membrana, no entanto, ocorre um rapido translocamento quando essas células sdo
estimuladas (VAN FURTH, 1985). O estudo do CR1 em diversas doencas tem demonstrado
que a expressdo dessa molécula possui uma relagdo muito proxima com a fisiopatologia. Para
as células nucleadas, a modulagdo da expressédo ¢ diferente da observada nos eritrdcitos, onde
as citocinas podem atuar originando efeitos diversos.

Nos mondcitos dos pacientes antes do tratamento foi observado um aumento da expressdo do
CR1 e da frequéncia de ceélulas positivas. O padrdo de resposta imune desenvolvido pelo
hospedeiro durante a leishmaniose visceral determina o caminho da infec¢do. Assim, com a
infeccdo sistémica e a depressdo da imunidade celular mediada pelas células T, ocorre tanto
um decréscimo na producdo do IFN-y e da IL-12 quanto uma forte regulacdo positiva da
transcricdo de IL-4, IL-10 e TNF-o. Essas citocinas desempenham um importante papel na
resposta a Leishmania, uma vez que induzem a producéo de 6xido nitrico.

Relatos na literatura mostram que o0 TNF-a, TNF-B ¢ a IL-4 aumentam a expressdo do CR1
nos mondacitos, justificando, portanto, o achado desse estudo (revisto por LIU et al, 2009).
Apds o tratamento, um reducdo significativa dessas citocinas no soro dos pacientes ja foi
relatada, sugerindo que, apds a cura da infeccdo, a resposta imune é efetiva no controle da
doenca, seguida do reestabelecimento dos mecanismos protetores semelhantes aos de
pacientes assintomaticos (COSTA et al, 2012), da diminuicdo da média de expressdo do CR1
e da frequéncia de mondcitos positivos para o CR1. Resultados diferentes foram encontrados
em pacientes com maléria, onde foi encontrada uma reducdo da expressao do CR1 nos
monacitos, causando um prejuizo no transporte de ICC (FERNANDEZ-ARIAS et al, 2013).
Como ja dito, a maior parte do CR1 dos neutrofilos em repouso, comprovadamente, esta

localizada em vesiculas secretorias. Em ensaios in vitro foi observado o rapido
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translocamento dessas vesiculas para a membrana ap6s a estimulacdo dessas células com
mediadores inflamatorios (SENGEL@V et al, 1994). O TNF-a liberado pelos mondcitos nas
primeiras reacdes inflamatdrias aumenta a expressdo do CR1 nos neutrofilos (BERGER et al,
1988). Esse aumento prepara os neutréfilos para a migracdo, fagocitose e, em uma escala
menor do que a realizada pelos eritrdcitos, o transporte de ICC, efeitos sistémicos importantes
para 0 combate as infec¢bes. HA uma preferéncia dos ICC em depositarem-se no CR1 dos
neutréfilos por estas células expressarem uma maior quantidade de CR1 na sua membrana do
que os eritrdcitos. No entanto, devido ao estado ndo agrupado da maioria dessas moléculas
nos neutrofilos (75%), o transporte de ICC ocorre preferencialmente através dos eritrocitos
(PACCAUD et al, 1990). Acredita-se que os eritrocitos agiriam como uma espécie de
“tampao” a fim de impedir a inativag¢do apropriada dos fagécitos (NIELSEN et al, 1997).

N&o se sabe ao certo quais fatores estdo envolvidos na regulacdo negativa da expressdo do
gene para o CR1. Diferentemente dos eritrocitos, o efeito da variancia do gene do CR1 néo
pode ser aplicado nos leucécitos. Arora e colaboradores estudaram o gene de transcrigdo para
0 CR1 em pacientes com LES. Eles encontraram menores taxa de transcricdo desse gene nos
pacientes do que nos controles, concluindo que tratava-se de um fenédmeno adquirido com a
doenca. Dessa forma, 0 RNAm, a expressdo do CR1 na membrana plasmatica e no citoplasma
estavam significativamente reduzidos (ARORA et al, 2004).

Apos essa conclusdo, Arora continuou tentando elucidar os mecanismos que possivelmente
agiriam na regulacdo negativa da transcricdo do CR1. Como resultado, foi visto que a
transcricdo do CR1 foi aumentada nos neutrofilos tratados com IFN-y, sugerindo que essa
citocina é a responsavel pela transcricdo da molécula e que, pacientes em estagios ativos do
LES, possuem elevados niveis no soro dessa citocina. Arora também concluiu que a alta
concentracdo de ICC opsonizados nesses pacientes tinha um efeito imunossupressor no IFN-y
e, consequentemente, na modulacdo negativa da transcricdo do CR1 (ARORA et al, 2007).
Também ja foi relatado que a IL-4 e a IL-10 suprimem os efeitos do IFN-y na transcri¢do do
CR1 (revisto por KHERA et al, 2009).

Os resultados deste estudo mostraram uma reducdo na expressdo do CR1 nos neutrofilos
(CR1/N) antes do tratamento e, apds o tratamento, uma tendéncia a recuperacdo em relacéo
aos individuos controles. Como relatado anteriormente, na leishmaniose visceral predominam
como interleucinas caracteristicas da doenca a IL-4 e a IL-10. Dessa forma, nossas hipoteses
para a reducdo do CR1/N estdo baseadas nos efeitos supressores dessas citocinas na

transcricdo mediada pelo IFN- vy, além da excessiva concentragdo de ICC no soro dos
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pacientes com leishmaniose visceral. Tais relaces sdo corroboradas pelos estudos
mencionados com pacientes portadores de LES. Essas citocinas atuariam na reducdo da
transcricdo da molécula, promovendo uma acdo proteolitica ou uma defeito na fusdo das
vesiculas com CR1 na membrana (ARORA et al, 2004; 2007).

Ap0s o tratamento, foi observada uma diminuicdo da frequéncia de neutrofilos positivos para
0 CR1 e da densidade da molécula. Esses resultados podem ser justificados pelo aumento do
turnover dessas células e pela regulacdo negativa do CR1, que atingiu os niveis esperados

para a distribuicdo normal da molécula nos leucdcitos.

O CR1 emerge como uma molécula de grande interesse para a pesquisa, uma vez que
apresenta uma multifuncionalidade com variancia estrutural e que interliga as imunidades
inata e adaptativa. O receptor para complemento tipo 1 precisa ser avaliado quanto a sua
contribuicdo para o desenvolvimento das doencas ou sua possivel acdo preventiva. Assim,
com a real compreensdo das suas funcGes e do seu papel biolégico, a molécula agrega um
valor promissor para pesquisas futuras, podendo ser um possivel marcador de susceptibilidade

de doencas, diagndstico e prognastico.
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CONCLUSAO

Na leishmaniose visceral ocorre uma reducdo da expressao do CR1/CD35 nos
eritrocitos e na frequéncia de células CD35%, apds o tratamento, esses niveis se

normalizam, indicando uma reducdo adquirida com a doenca.

Durante a doenga ndo ocorre perda de outras moléculas reguladoras do complemento
na membrana dos eritrocitos, como o CD59, sugerindo que a perda do CR1 pode estar

relacionada a algum fendémeno periférico.

Os niveis séricos de imunocomplexos ndo se correlacionam com as redugdes do
CR1/E e do CR1/N devido as altas concentragdes encontradas nos pacientes antes e

depois do tratamento.

A regulacdo positiva do CR1 dos leucécitos antes do tratamento pode estar
relacionada a forte estimulacdo antigénica e aos niveis elevados de imunocomplexos,

que podem levar a uma falha na regulacéo positiva da inibicdo do CR1.

O aumento da densidade do CR1 nos mondcitos e regulacdo negativa da expressao do
CR1 dos neutrdfilos encontrados nos pacientes possivelmente podem estar
relacionadas ao processo inflamatério caracteristico da leishmaniose visceral. Apds o
tratamento, tanto a densidade da molécula como a frequéncia das células

CD35"tendem a normalizar-se em relacéo aos controles saudaveis.

Mais estudos séo necessarios para a determinagdo dos mecanismos responsaveis pelas

alteragOes na expressédo do CR1 dos eritrocitos e dos leucocitos.
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v" O papel biolégico do CR1 e seu comportamento nas doencas podem intensificar

futuras investigacdes em busca de novas estratégias terapéuticas.
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DADOS PACIENTE

APENDICE A - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

FICHA DE IDENTIFICAGAO DO PACIENTE

Entrevistador: DATA: / /

n° |dentificagéo
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Nome:

Idade: ‘ Data de nascimento: / /

Endereco:

Telefone (incluir dois ou mais):

Prontuario: ‘ Data de admissao: I

Inicio dos sintomas (em semanas/meses):

Diagnostico: clinico () laboratorial ()

Biopsia: medula 6ssea ( ) figado () bagco ()

Mielograma:

Cultura para leishmania: ndo realizada () realizada ( )/ positiva ( ) negativa ( )

Sorologia para calazar: néo realizada () realizada ( )/ positiva ( ) negativa ( )

Inicio quadro: Febre( )  Perdadepeso( ) Aumento do vol. abdominal ()

AlteracGes do apetite: Conservado () Aumentado () Diminuido ()

Gengivorragia ()  Palidez cutaneo-mucosa ( ) Tosse( ) Diarréia( ) Epistaxe ( )

Inicio do tratamento:  / /

TIPO DE TRATAMENTO

DROGAS UTILIZADAS POSOLOGIA DURAGAOQ EM DIAS

Previsao da data de retorno: I/

Teve complicagdes? Néo () Sim( )

Quais complicacdes:

DADOS LABORATORIAIS

ADMISSAO ALTA

Sorologias: Sorologias:
Hemoglobina: Hematdcrito: Hemoglobina: Hematdcrito:
Leucdcitos totais: Leucdcitos totais:
Leucograma (% e totais): Leucograma (% e totais):
Provas de funcéo hepética: Bilirrubina total () Provas de funcéo hepética: Bilirrubina total ()

Bilir. Direta ( ) Bilir. Ind ( ) Bilir. Direta ( ) Bilir. Ind ( )
TGO/AST ( ) TGP/ALT ( ) TGO/AST ( ) TGP/ALT ( ) Fosfatase
Fosfatase alcalina ( ) alcalina ( )
Albumina ( ) Globulina () Rel. Albumina ( ) Globulina( )
albumina/globulina () Rel. albumina/globulina ()
Radiografias/ultrassonografias: Radiografias/ultrassonografias:

COLETA DE AMOSTRAS

APENDICE B - TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PACIENTE)
Caro paciente, vocé tem o diagnéstico de leishmaniose visceral (calazar). Estamos realizando um estudo
para dosar o numero de moléculas crl nas células vermelhas e livre no sangue para verificar se esses valores

refletem no desenvolvimento da doenca. Gostaria de convida-lo (a) a participar desta pesquisa intitulada:“Analise
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do receptor para complementotipo 1 (CR1/CD35) em células o sangue de portadores de Leishmaniose Visceral
antes e apds o tratamento”. O objetivo deste estudo é descobrir se a quantidade dessas moléculas nas células
vermelhas e no soro pode estar associada a doenca e/ou a resposta do paciente ao tratamento. Participando vocé
estara contribuindo para os avancos na area da salde. Caso deseje participar do estudo, sera necessario que
assine este termo de consentimento. Serdo colhidas duas amostras de 5 ml de sangue cada de uma veia do brago
(uma com anti-coagulante e outra sem anti-coagulante) no momento de seu internamento, e mais duas amostras
com o mesmo volume no momento de sua alta hospitalar. Isto ndo trara risco a sua vida, mas podera ocasionar
um desconforto e um pouco de dor no local da coleta. Além disso, serd preenchido um formulario com
informacdes como idade, data de nascimento, telefone, endereco, sinais e sintomas da doenca e exames
laboratoriais. As informacdes referentes aos exames laboratoriais serdo retiradas do prontuario. Ndo havera
mudanca em qualquer tratamento que vocé esteja fazendo. Seu consentimento podera ser retirado a qualquer
momento, sem prejuizo no atendimento. Vocé ndo pagard e nem receberd qualquer valor em dinheiro pela
participacdo neste estudo. Os dados referentes & sua identidade serdo preservados, ndo aparecendo em qualquer
momento na apresentacdo dos resultados ou sintese deste trabalho. Os dados obtidos e o sangue coletado serdo
utilizados somente para esta pesquisa, ndo sendo utilizados para nenhum outro fim. Os resultados da pesquisa
gerados pelo trabalho serdo disponibilizados ao participante e & comunidade. VVocé tera todas as informagdes que
desejar sobre os resultados da pesquisa através das responsaveis pelo projeto: isabel paiva dias mendes carneiro
(85- 9999-2371) e profa dra lilia maria carneiro camara (85-9973-2748 / 3366-8641). Os pesquisadores
envolvidos serdo encontrados no endereco: rua coronel nunes de melo n° 1315, bairro rodolfo tedfilo. Se vocé
tiver alguma consideracdo ou ddvida sobre sua participacdo na pesquisa entre em contato com o comité de ética
em pesquisa da ufc - rua coronel nunes de melo, 1127, fone: 3366-8344 e/ou o comité de éticaem pesquisa do
hospital sdo josé de doencas infecciosas — rua nestor barbosa, 315- parquelandia, fone 3452-7880. Caso vocé se
sinta suficientemente informado a respeito das informagBes que leu ou que foram lidas para vocé e se vocé

autorizar sua participacdo no estudo solicitamos que assine no espago abaixo.

Assinatura do participante Data [

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [

Digital do participante (se analfabeto)
TERMO MENTO LIVRE E ESCLARECIDO (CON I ROLE)

Caro Sr./Sra;;&s@amos reanzando um estudo para dosar o ndmero de moléculas CR1 nas células

vermelhas e livre no sangue de individuos normais para comparar estes dados com os de pacientes portadores de
leishmaniose visceral. Nossa pesquisa é intitulada: “Andlise do receptor para complementotipo 1 (CR1/CD35) em
células o sangue de portadores de Leishmaniose Visceral antes e ap6s o tratamento”.O objetivo deste estudo é
descobrir se a quantidade dessas moléculas nas células vermelhas e no soro pode estar associada a doenca e/ou a

resposta do paciente ao tratamento. Participando vocé estard contribuindo para 0s avangos na area da salde.
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Caso deseje participar do estudo, serd necessario que assine este termo de consentimento. Serdo colhidas duas
amostras de 5 mL cada de sangue de uma veia do braco (uma com anti-coagulante e outra sem anti-coagulante)
uma Unica vez. Isto ndo trara risco a sua vida, mas podera ocasionar um desconforto e um pouco de dor no local
da coleta. Além disso, sera preenchido um formulario com informacdes como idade, data de nascimento,
telefone, endereco, e doengas atuais ou pregressas. Caso ndo haja informagGes sobre resultados sorologicos para
HIV 1/2, HBsAg, HTLV | e Il, anti-HCV e anti-HBc, pedimos sua autorizagdo para obter essas
informagdes, que serdo unicamente reportadas a vocé. VVocé ndo pagara e nem recebera qualquer valor em
dinheiro pela participagdo neste estudo. Os dados referentes a sua identidade seréo preservados, ndo aparecendo
em qualquer momento na apresentagdo dos resultados ou sintese deste trabalho. Os dados obtidos e o sangue
coletado serdo utilizados somente para esta pesquisa, ndo sendo utilizados para nenhum outro fim. Os resultados
da pesquisa gerados pelo trabalho serdo disponibilizados ao participante e a comunidade. VVocé tera todas as
informagdes que desejar sobre os resultados da pesquisa através das responsaveis pelo projeto: Isabel Paiva Dias
Mendes Carneiro (85- 99992371) e Profa Dra Lilia Maria Carneiro Camara (85-9973-2748 / 3366-8641). Os
pesquisadores envolvidos serdo encontrados no enderego: Rua Coronel Nunes de Melo n° 1315, Bairro Rodolfo
Tedfilo. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre sua participacdo na pesquisa entre em contato com o
comité de Etica em Pesquisa da UFC - Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, fone: 3366-8344 e/ou 0 Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital S&o José de Doengas Infecciosas — Rua Nestor Barbosa, 315- Parquelandia, fone
3452-7880. Caso vocé se sinta suficientemente informado a respeito das informagdes que leu ou que foram lidas

para vocé e se vOCé autorizar sua participacdo no estudo solicitamos que assine no espaco abaixo.

Assinatura do participante Data [

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [

Digital do participante (se analfabeto)
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ERITROCITOS — )
PACIENTES CR1/CD35 ERITROCITOS — CD59 IMUNOCOMPLEXOS
MIF | MIF % % MIF MIF % %

DIIDADEISEXO Iy e | ® | »w | e | ®»w e W |®
P1 14 F 431 | 6,77 | 27,95 | 27,95 73,6 43
P2 33 M 2,86 | 596 | 17,80 | 41,67 55,1 8,3
P3 20 M 1,30 | 3,18 | 9,74 | 21,37 26,6 5,2
P4 29 M 2,48 | 6,35 | 14,25 | 44,29 1,2 1,2
P5 62 F 2,65 13,04 |12,79 | 19,83 31,6 1,3
P6 50 M 1,78 | 3,74 | 10,16 | 27,36 28,5 15,4
P7 8 F 191 | 3,07 | 7,94 | 18,87 97,60 | 97,87 1,4 1,3
P8 33 M 0,88 | 4,19 | 3,25 | 20,02 100,0 100,0
P9 4 M 3,84 | 3,21 | 23,74 | 22,80 1,3 1,3
P10 15 M 3,331 4,09 | 18,73 | 30,26 1,2 1,2
P11 3 M 2,49 | 2,99 | 14,15 | 22,49 1,4 1,2
P12 21 M 3,36 | 4,73 | 19,22 | 31,18 3,3 25,4
P13 50 M 1,88 | 3,53 | 10,24 | 23,41 34,4 7,3
P14 40 M 2,02 | 564 | 11,12 | 40,33 100 13,9
P15 18 M 281 1|4,09| 12,36 | 27,60 5,6 1,2
P16 15 M 0,851 1,87 | 4,10 8,95 100,0 66,8
P17 4 F 3,02 1295|1493 | 21,73 | 208,38 | 193,75 | 99,19 | 98,92 275 6,1
P18 34 F 3,39 | 4,81 | 20,47 | 34,67 | 193,43 | 128,28 | 99,26 | 98,41 48,6 16,9
P19 15 M 1,96 | 3,87 | 11,71 | 24,41 | 322,38 | 250,00 | 99,23 | 99,29 53 1,3
P20 5 M 0,07 | 0,43 | 1,65 1,34 | 116,29 | 90,71 | 98,28 | 97,91 10,9 1,4
P21 18 M 1,18 | 4,11 | 3,81 | 24,43 | 85,73 | 271,31 | 98,82 | 99,13 29 10,7
p22 3 M 4,33 | 5,22

P23 6 M 251 | 2,46 148,1 89,1
P24 2 M 1,78 | 2,59 14,3 10,9
P25 4 F 3,12 | 3,90 58,8 6,7
P26 4 F 3,03 | 3,83 49,0 24,6
p27 4 F 3,41 | 6,13 28,9 23,1
P28 28 F 2,96 | 5,46 105,5 59,7
P29 20 M 2,54 | 5,94 36,6 454
P30 24 M 4,19 | 4,84

(A): antes dos tratamento; (B): depois do tratamento.




109

LINFOCITOS - CR1

MONOCITOS - CR1

NEUTROFILOS -CR1

MIF MIF % % MIF MIF % % MIF MIF % %
ID|IDADEISEXO ‘) | ® | ™) | ® | » |6 | ® |6 | ® 6| el e
P1 14 F
P2 33 M
P3 20 M
P4 29 M 30,10 | 15,82 | 6,39 | 25,82 | 32,78 | 24,80 | 77,59 | 61,40 | 19,46 | 30,51 | 94,69 | 80,48
P5 62 F 50,03 | 49,36 | 15,79 | 17,32 | 44,11 | 43,71 | 78,00 | 91,93 | 23,08 | 39,95 | 94,26 | 97,84
P6 50 M 52,33 139,60 | 13,36 | 19,37 | 33,98 | 34,91 | 66,43 | 73,14 | 21,87 | 47,83 | 95,71 | 94,63
pP7 8 F 70,41 | 50,48 | 32,22 | 33,20 | 74,99 | 37,01 | 84,21 | 70,26 | 37,86 | 60,43 | 98,85 | 93,99
P8 33 M 17,94 | 36,52 | 11,50 | 17,88 | 59,89 | 35,55 | 93,87 | 84,17 | 25,25 | 44,11 | 90,14 | 86,01
P9 4 M 53,76 | 82,05 | 49,16 | 59,59 | 42,55 | 59,89 | 89,68 | 96,14 | 30,23 | 67,93 | 99,55 | 99,88
P10 15 M 41,42 | 24,36 | 21,48 | 30,54 | 44,51 | 28,13 | 89,63 | 74,75 | 20,91 | 32,20 | 96,54 | 86,80
P11 3 M 37,52 | 36,85 | 35,07 | 51,66 | 122,98 | 27,38 | 70,30 | 82,61 | 97,34 | 46,56 | 98,59 | 96,25
P12 21 M 36,52 | 38,20 | 14,46 | 28,63 | 32,49 | 25,48 | 53,67 | 82,85 | 21,48 | 29,69 | 95,17 | 92,42
P13 50 M 2361|1762 | 7,04 | 20,92 | 27,63 | 42,17 | 73,19 | 81,67 | 26,66 | 38,20 | 93,23 | 96,17
P14 40 M 17,39 | 15,54 | 11,20 | 22,99 | 57,52 | 28,13 | 85,16 | 74,79 | 39,95 | 33,98 | 94,15 | 87,26
P15 18 M 27,88 | 31,91 | 23,85 | 23,54 | 33,38 | 24,80 | 88,98 | 65,32 | 30,51 | 19,11 | 85,36 | 73,78
P16 15 M 38,89 | 54,74 | 21,61 | 30,66 | 19,63 | 19,81 | 64,13 | 30,66 | 15,26 | 21,48 | 82,57 | 90,22
P17 4 F 37,18 | 31,48 | 21,46 | 29,28 | 33,98 | 21,10 | 85,32 | 53,51 | 45,73 | 22,47 | 98,29 | 96,59
P18 34 F 16,70 | 19,81 | 28,07 | 43,89 | 64,65 | 41,42 | 70,87 | 65,79 | 67,93 | 40,32 | 99,81 | 94,22
P19 15 M 4451 | 62,08 | 21,75 | 38,06 | 35,87 | 17,62 | 97,95 | 38,06 | 20,91 | 17,62 | 90,30 | 85,60
P20 5 M 55,73 | 46,56 | 22,08 | 28,00 | 27,38 | 74,12 | 70,19 | 20,17 | 44,51 | 26,66 | 96,90 | 99,10
P21 18 M
p22 3 M
P23 6 M
P24 2 M
P25 4 F
P26 4 F
p27 4 F
P28 28 F
P29 20 M
P30 24 M

(A): antes dos tratamento; (B): depois do tratamento.




ERITROCITOS — ERITROCITOS —
CONTROLES CR1/CD35 CD59

ID | IDADE | SEXO MIF % MIF %
c1 54 F 4,89 21.68 201,68 | 99,01
c2 32 F 271 16,66 263,76 | 99,20
c3 20 M 212 12,02 36918 | 98,52
ca 50 M 127 30,05 46126 | 96,8
Cs 43 F 5,07 32,06 37127 | 96,98
C6 35 M 3,93 20,47 21019 | 98,72
c7 26 M 10,00 64.12 25439 | 98,30
c8 a4 F 3,82 2536 22582 | 100,46
co 35 F 7.85 4521 13054 | 96,90
C10 21 M 421 2721 19907 | 99.75
c11 32 M 3,82 24,30 30238 | 98,51
C12 35 M 5.36 3671 204,66 | 98,37
Cc13 43 M 4,97 33.94 25219 | 98,63
c14 51 M 5.98 41,69 20644 | 9842
C15 62 M 6.73 1643 10881 | 9857
C16 27 F 4,10 2712 25212 | 96,72
c17 56 F 721 50,10 22682 | 98,56
C18 45 M 3,12 14,95 181,65 | 96,42
C19 56 M 215 10,39 151,51 | 97,65
C20 24 M 4,44 29 45 17835 | 97,06
c21 29 M 3.74 22,61 22400 | 97,06
C22 34 M 3.90 2500 21417 | 9715
c23 37 M 4,80 3448 30788 | 98,68
C24 34 M 6,60 47,68 24088 | 9871
C25 34 M 178 8,68 191,87 | 98.73
C26 45 M 3,85 2522 171,85 | 98,74
c27 26 M 186 881 14715 | 98,95
Cc28 26 F 2.38 14.75 18826 | 9844
29 40 F 5,12 35.26 20084 | 98,50
C30 26 M 186 873 18843 | 98,94
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CONTROLES LINFOCITOS MONOCITOS NEUTROFILOS

ID IDADE SEXO MIF % MIF % MIF %

Cl 54 F 30,51 19,27 16,11 55,23 47,40 99,48
C2 32 F 31,06 21,49 20,26 66,43 31,34 98,01
C3 20 M 79,15 25,07 26,66 86,91 23,29 98,39
C4 59 M 42,17 23,89 74,99 68,01 45,32 72,59
C5 43 F 30,23 24,00 22,27 52,22 25,25 70,98
C6 35 M 24,80 26,58 40,32 80,09 33,38 98,24
C7 26 M 20,91 37,59 25,03 74,31 37,86 98,87
C8 44 F 17,78 24,33 22,67 66,49 46,56 96,73
C9 35 F 30,78 51,62 50,94 78,15 78,44 94,35
C10 21 M 17,15 16,87 28,64 57,31 36,19 98,52
Cl1 32 M 33,98 16,67 16,11 53,53 35,55 88,66
C12 35 M 19,46 22,95 22,27 59,12 36,85 96,80
C13 43 M 17,94 24,72 25,48 82,95 35,87 99,08
Cl4 51 M 19,46 31,52 18,11 61,47 27,14 95,17
C15 62 M 25,14 34,53 32,78 61,65 41,42 96,59
Cl6 27 F 27,14 30,66 45,56 78,45 39,60 98,95
Cl7 56 F 26,30 39,66 25,03 73,95 27,14 98,03
C18 45 M 16,55 23,87 19,11 56,56 45,32 98,58
C19 56 M 29,69 27,30 22,47 76,04 46,98 98,88
C20 24 M 20,17 21,99 16,70 68,94 34,60 92,88
c21 29 M 22,67 26,77 19,11 65,59 34,29 98,17
C22 34 M 16,11 22,90 19,99 63,60 37,52 86,98
C23 37 M 23,71 34,04 29,43 81,82 67,32 98,23
C24 34 M 18,27 37,15 22,27 80,8 42,94 96,48
C25 34 M 217,67 31,10 29,43 87,06 46,14 96,61
C26 45 M 25,25 34,97 25,03 81,90 39,95 98,79
C27 46 M 39,77 31,36 34,29 87,30 47,83 98,25
C28 26 F 44,11 13,34 43,71 75,55 67,93 98,19
C29 40 F 18,77 30,48 38,20 89,13 51,40 99,20
C30 26 M 37,52 26,26 25,95 69,74 34,60 96,40
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO £ Plobaforma
CEARA/ PROPESQ asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: QUANTIFICACAC DO NUOMERO DE CR1 POR ERITROCITOS E DOSAGEM DE CR1
SOLUVEL EM PACIENTES PORTADORES DE LEISHMANIOSE VISCERAL,
CORRELACIONANDOD ESSES DOIS PARAMETROS COM A EVOLUGAD CLINICA.

Pesquisador: Isabel Paiva Dias Mandes Carnairo
Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 20297113.5.00:00.5054

Instituigdo Proponente: Deparlamenio de Patologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 576.177
Data da Relatoria: 31/03/2014

Apresentagdo do Projeto:

Justificativa da Emenda:

Foram alteradaos o TCLE dos pacientes @ o TCLE do grupo confrole, onde foram acrescentados,como
solicitado, o enderego do CEP do Hospital de Doengas Infecciosas 580 José, alem da area destinada a
digital, caso o parlicipante seja analfabeta.

Objetivo da Pesquisa:

Justificativa da Emenda:

Foram alterados o TCLE dos pacientes & o TCLE do grupo confrole, onde foram acrescentados,como
solicitado, o enderego do CEP do Hospital de Doengas Infecciosas 580 José, alem da area destinada a
digital, caso o parlicipante seja analfabeto.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Justificativa da Emenda:

Foram alterados o TCLE dos pacientes @ o TCLE do grupo confrole, onde foram acrescentados,como
solicitado, o endarego do CEP do Hospital de Doengas Infecciosas 580 José, alem da area destinada a

digital, caso o participante saja analfabeta.

Enderego: Fua Cel. Munes de Melo, 1127

Bairro: Rodolfo Tedfile CEP: E0.430-270
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (B5)31366-5344 Fax: (BSj3223-2903 E-mail: comepsiuic b
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO
CEARA/ PROPESQ

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Justificativa da Emenda:

Foram alterados o TCLE dos pacientes e o TCLE do grupo controle, onde foram acrescentados,como
solicitado, o endereco do CEP do Hospital de Doengas Infecciosas Sdo José, além da area destinada a
digital, caso o participante seja analfabeto.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgao obrigatoria:

Justificativa da Emenda:

Foram alterados o TCLE dos pacientes e o TCLE do grupo controle, onde foram acrescentados,como
solicitado, o enderego do CEP do Hospital de Doengas Infecciosas Sdo José, além da area destinada a
digital, caso o participante seja analfabeto.

Recomendagobes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Justificativa da Emenda:

Foram alterados o TCLE dos pacientes e o TCLE do grupo controle, onde foram acrescentados,como
solicitado, o enderego do CEP do Hospital de Doengas Infecciosas Sdo José, além da area destinada a
digital, caso o participante seja analfabeto.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Justificativa da Emenda:

Foram alterados o TCLE dos pacientes e o TCLE do grupo controle, onde foram acrescentados,como

Continuacglo do Parecer: 576177

solicitado, o enderego do CEP do Hospital de Doengas Infecciosas Sdo José, além da area destinada a
digital, caso o participante seja analfabeto.

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1127

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: £0.430-270
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3356-8344 Fax: (85)3223-2903 E-mail: comepe@ufc.br

Piagres 02 0e 13
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ANEXO B — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA HOSPITAL
SAO JOSE DE DOENCAS INFECCIOSAS

HOSPITAL SAO JOSE DE
DOENGAS INFECCIOSAS - HSJ 4§ QBravarorme
/ SECRETARIA DE SAUDE DE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DUANTIFICAE.&.D 0O NUMERO DE CR1 POR ERITROCITOS E DOSAGEM DE CR1
SOLUVEL EM PACIENTES PORTADORES DE LEISHMANIOSE VISCERAL,
CORRELACIONANDO ESSES DOIS PARAMETROS COM A EVOLUCAD CLINICA.

Pesquisador: Isabel Paiva Dias Mendes Carmairo
Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 20297113.5.3001.5044

Instituigdo Proponente: Departamento de Patologia

Patrocinador Principal: Financiamento Propria
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 609827
Data da Relatoria: 25/04/2014

Apresentacdo do Projeto:

Projelo aprovado praviamente e resubmelido para a alteragdo da TCLE.

Justificativa da Emenda:

Foram alterados o TCLE dos pacientes e o TCLE do grupo confrole, onde foram acrescentados,como
solicitado, o enderego do CEP do Hospital de Doengas Infecciosas 530 José, alem da area destinada a
digital, caso o participante seja analfabeta.

Objetivo da Pesquisa:

Justificativa da Emenda:

Foram alterados o TCLE dos pacientes & o TCLE do grupo confrole, onde foram acrescentados,como
solicitado, o enderego do CEP do Hospital de Doengas Infecciosas Sao0 José, além da area destinada a
digital, caso o participante seja analfabeta.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Justificativa de emenda.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Foram alterados o TCLE dos pacientes e o TCLE do grupo confrole, onde foram acrescentados,como

solicitada, o enderego do CEP do Hospilal da Doancgas Infecciosas 530 José, além da area

Enderego: Fua Nesior Barbosa, 315

Bairro: Parguelindia CEP: ED.455-610
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (B5)3452-TBED Fax: (B5§3101-2319 E-mail: meimedeiros@hotrail com
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HOSPITAL SAO JOSE DE
DOENGAS INFECCIOSAS - HSJ € QBiovgy orme
/ SECRETARIA DE SAUDE DE

Continuagdo do Parecer: 509 827

destinada a digital, caso o participante seja analfabeto.
Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
TCLE devidamente corrigido.

Recomendagoes:

Sem recomendagoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovada emenda.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Aprovacdo de emenda ad referendum visto ja ter sido apresentado projeto em reunido do CEP anterior.

FORTALEZA, 23 de Abril de 2014

Assinador por:
Melissa Soares Medeiros
(Coordenador)

Enderego: Rua Nestor Barbosa 315

Bairro: Parguealindia CEP: 60455610

UF: CE Municipio: FORTALEZA

Telefone: (8534527880 Fax: (85)3101-2319 E-mail: meimedeiros@hotmail.com
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