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RESUMO

As leishmanioses s3o endémicas em 98 paises no mundo. Estdo entre as seis doengas
infecciosas e parasitarias de maior ocorréncia no mundo, a segunda entre as causadas
por protozoarios apds a malaria. A leishmaniose visceral ¢ uma antropozoonose de alta
incidéncia, morbidade e mortalidade nas Américas. No Brasil a Leishmania infantum
possui ampla distribuicdo com notificacio em 20 Estados, dentre eles o Ceard. Os
receptores para complemento do tipo 1 (CR1) e de tipo 3 (CR3) estdo presentes na
superficie de leucdcitos atuando na adesdo celular, na fagocitose de células apoptoticas
e nas interagdes do parasita com o sangue do hospedeiro. O objetivo deste estudo foi de
compreender a dindmica da expressdo dos receptores CR1 e CR3 em leucocitos, no
sangue de pacientes com leishmaniose visceral. Foram analisadas amostras de sangue
periférico de 18 pacientes com diagnostico positivo para leishmaniose visceral
conforme aspectos clinicos, parasitologicos e sorologicos e de 18 individuos saudaveis.
Foram observados em neutrofilos CD11b"CD35", diminuigdo da expressdo de CR3 e
nas subpopulagdes de neutrofilos CD11b"CD14'CD35", aumento na expressdo de CR1
com diminui¢do da frequéncia de células positivas para molécula, sugerindo um
tropismo do parasita para esta populacdo e consequentemente uma rota de evasdo e
entrada silenciosa em macrofagos; em mondcitos CD14'CD35" foram observados,
aumento na expressao de CR1 com aumento de células positivas para a molécula, e nas
subpopulagdes de monéticos CD14"CD11b"'CD35", houve aumento na expressdo de
CR3 e CR1 com aumento da frequéncia de células positivas para as moléculas,
sugerindo que o monocito € uma célula alvo para o parasita e que a associacao destes
receptores para o complemento possam atuar no aumento da fagocitose e modulacao na
diferenciagdo de monocitos em macréfagos anti-inflamatorios; em linfocitos B
CD19'CD35", foi observada uma diminuicdo de células positivas com CR1, sugerindo
uma possivel atuacdo do receptor para complemento (CD35/CR1) na regulacdo
fisiologica da ativagdo policlonal destas células. Os dados demonstraram estatistica
significante pelo teste ¢ (p<0,05) e os resultados obtidos sugerem que diferencas na
expressdao de CR1 e CR3 possam ser considerados fator importante na persisténcia do
parasita na doenga.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, Leucocitos, Receptor para complemento tipo 1
(CD35/CR1), Receptor para complemento tipo 3 (CD11b/CR3)



ABSTRACT

Leishmaniasis is endemic in 98 countries worldwide. They are among the six most
frequent infectious and parasitic diseases in the world, the second among those caused
by protozoa after malaria. Visceral leishmaniasis is an anthropozoonosis of high
incidence, morbidity and mortality in the Americas. In Brazil, Leishmania infantum has
a wide distribution with notification in 20 states, among them Ceara. Type 1 (CR1) and
type 3 (CR3) complement receptors are present on the surface of leukocytes acting on
cell adhesion, in apoptotisis cell phagocytosis and on parasite interactions with host
blood. The objective of this study was to understand the dynamics of CR1 and CR3
receptor expression in leukocytes in the blood of patients with visceral leishmaniasis.
Peripheral blood samples from 18 patients with positive diagnosis for visceral
leishmaniasis were analyzed conformed clinical, parasitological and serological aspects
and 18 healthy individuals. neutrophils CD11b"CD35" , CR3 expression decrease and
neutrophil CD11b"CD14'CD35" subpopulations, an increase in CR1 expression with
decrease in the frequency of positive cells to the molecule were observed, suggesting a
parasite tropism for this population and consequently a Escape route and silent entry in
macrophages; In monocytes CD14'CD35" were observed, an increase in CRI
expression with an increase of cells positive for the molecule, and in monocytes CD14"
CD11b'CD35", there was an increase in the expression of CR3 and CRI with an
increase of the frequency of cells positive for the molecules, Suggesting that the
monocyte is a target cell for the parasite and that the association of these receptors for
complement may act to increase phagocytosis and modulate the differentiation of
monocytes in anti-inflammatory macrophages; In B lymphocytes CD19°CD35", a
decrease of CRI1 positive cells was observed, suggesting a possible action of
complement receptor (CD35/CR1) on the physiological regulation of the polyclonal
activation of these cells. The data demonstrated a significant statistic by the t test (p
<0.05) and the results suggest that differences in the expression of CR1 and CR3 can be
considered an important factor in the persistence of the parasite in the disease.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, Leukocytes, Receptor for complement type 1
(CD35/CR1), Receptor for complement type 3 (CD11b/CR3)
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) popularmente conhecida como Calazar, ¢ uma
antropozoonose, tropical, negligenciada, de ampla distribuicdo mundial, com alta
incidéncia, morbidade e mortalidade. Tem por principal agente causador a Leishmania
infantum e de transmissdo pela picada da fémea do flebotomineo Lutzomyia longipalpis.
Devido as crescentes mudangas ambientais, levou a proximidade de reservatorios da
doenca ao homem, adaptacdo ambiental do vetor, expansdo da doenga para zonas
periurbanas e urbanas, passando a conviver juntos no mesmo nicho ecologico vetor,
reservatorio € o homem.

O processo de estabelecimento da doenga leva ao desequilibrio do sistema
imune, através estratégias evolutivas do parasita que favorecem a inibigdo da ativagdo
do complemento, amplificacdo no processo de quimioatracdo de neutrofilos, aumento de
citocinas imunoreguladoras, mudangas no padrdo de resposta imune celular para o tipo
Th2 anti-inflamatoério, alteragdo morfologica do parasita no interior de macrofagos,
ativacdo policlonal de linfocitos B, hipergamaglobulinemia, formacdo de
imunocomplexos e disseminacgao do parasita no hospedeiro.

Dentre os eventos que seguem a evasdo ao sistema imune, esta a relagdo do
parasita com os receptores para complemento no processo de infeccdo de células
fagociticas. Os receptores para complemento do tipo 1 - CR1 e do tipo 3 — CR3, estdo
presentes nas células fagociticas, atuando na funcdo de adesdo, migracao e depuracao de
microrganismos através da ligacdo dos fragmentos C3b e iC3b respectivamente, seus
ligantes naturais.

Na LV o processo explorativo pela Leishmania ocorre através da relagdo de
glicoconjugados (LPG e GP63) presentes na sua superficie de membrana, com os
fragmentos do complemento C3b e iC3b, ¢ ligagdo a receptores para complemento
presentes em leucdcitos. A internalizagdo do parasita em células fagociticas pela
utilizagdo de receptores para complemento, ainda ndo esta elucidado; sendo assim, os
receptores para complemento CR1 e CR3 podem sofrer modulacdo quanto a expressao
em leucocitos de pacientes com a doenga.

Foi investigado a expressdo dos receptores CR1 e CR3 em leucdcitos de

pacientes com LV no momento da admissao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

As Leishmanioses sdo um complexo de doengas tropicais negligenciadas
que acometem mamiferos, dentre eles o homem. Nas ultimas duas décadas,
ultrapassaram novas fronteiras, tornando-se prevalentes em 98 paises, trés territorios e
cinco continentes, afetando diretamente mais de 14 milhdes de pessoas no mundo; com
ocorréncia de aproximadamente 1,3 milhdes de casos novos registrados anualmente.

(OPAS, 2016; PACE, 2014; WHO, 2015)

Dentre as doengas negligenciadas, estdo entre as seis doengas infecto-
parasitarias de maior importdncia no mundo apds a malaria. Nas Américas sdo
consideradas um problema de saude publica devido as altas taxas de incidéncia,
mortalidade e expansdo geografica. A persisténcia das leishmanioses ¢ devido a fatores
de riscos que facilitam a disseminacdo, incluindo alteracdes ambientais e climaticas,
condicdes socioeconOmicas desfavoraveis, deslocamento populacional, desnutricdo e
em condi¢des imunossupressoras como na coinfec¢do com HIV. (OPAS, 2016; OPS,

2013; WHO, 2010)

Os parasitas do género Leishmania sdo responsaveis pelas diferentes formas
clinicas da doenga no mundo; destes, 15 espécies estdo presentes nas Américas. A
infeccdo em humanos ocorre por transmissdo vetorial, ocasionando apresentacdo de
manifestagdes clinicas especificas, tropismo proprio envolvendo pele, mucosas do trato
respiratorio superior e 6rgdos viscerais. A forma visceral ¢ a mais grave, com evolugdo
para 6bito em 90% dos casos nao tratados adequadamente. (OPAS, 2017; OPAS, 2016;
OPAS, 2013).

2.1 A Leishmaniose Visceral

O primeiro registro de leishmaniose visceral (LV) nas Américas foi descrito
em 1913 e com confirmagdo do primeiro caso no Brasil em 1934; foram observadas
formas amastigotas de Leishmania, em 41 cortes histopatologicos de figado proveniente
de pacientes com suspeita clinica de 6bito por febre amarela. Apds 20 anos, em 1954
acontece o primeiro surto na cidade de Sobral, que registra 188 casos em poucos meses,
quatros vezes o numero de casos registrados no Brasil no mesmo ano. (CONTI et al,
2016; GONTIJO; MELO, 2004; MARCONDES; ROSSI, 2013).

Nas Américas a LV ¢é de carater antropozoonético, causada pelo protozoario

da espécie Leishmania infantum, transmitido principalmente pela picada da fémea do
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flebotomineo da espécie Lutzomyia longipalpis (BRASIL, 2014; ROMERO, 2010). A
doenca possui periodo de incubacdo varidvel de 10 dias a mais de 1 ano, de inicio
gradual e progressdo rapida, apresentando viscerotropismo do parasita para 6rgaos
como figado, baco e medula 6ssea durante a evolugdo da infeccdo, que se ndo tratada
pode evoluir para 6bito (BRASIL,2006; BRASIL, 2014; CEARA, 2016).

Embora a principal via de transmissdo esteja associada a fémea do
flebotomineo (Lutzomyia longipalpis), ha relatos de outras possiveis vias de transmissao
que incluem o compartilhamento de agulhas por individuos coinfectados por LV/HIV
(ALVAR et al., 2008), transplante de orgdos, provenientes de individuos de areas
endémicas (ANTINORI ef al., 2008) e acidentes laboratoriais pelo manuseio de
materiais contaminados com Leishmania. (MAGILL, 1995)

A LV ¢ endémica no Brasil, de notificacdo compulsoria em todo territorio
nacional conforme portaria de n.° 204 de 17 de fevereiro de 2016 do Ministério da
Saude (BRASIL, 2016), possui alta incidéncia, ampla distribuicdo geografica no pais,
relatada nas 20 unidades federadas (Figura 01), com transformag¢des no padrio de

transmissdo da doenga nos ultimos quinze anos (BRASIL, 2015; SOARES, 2016).

Figura 01 - Distribui¢ao dos casos de LV no Brasil por UF, 2015.
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Inicialmente os individuos acometidos por LV eram provenientes de zonas
rurais ou semidridas do Nordeste com condi¢des socioecondmicas desfavoraveis. Ao

passar dos anos, as notificagdes de casos em outras regides (Norte, Sudeste, Centro-
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Oeste e Sul) tornaram-se frequentes, demonstrando alta capacidade adaptativa do vetor
envolvido na transmissdo e por consequéncia, na colonizagdo do meio ambiente
modificado pelo homem, provocando a dispersdo da doenca para areas urbanas e
periurbanas. Assim, seres humanos, vetor e reservatorio passaram a conviver no mesmo
nicho ecologico, contribuindo para a persisténcia da doenga (DANTAS-TORRES,
2009; MENON et al., 2016; SOARES, 2016)

2.1.1 Epidemiologia

A LV possui aspecto epidemioldgico dinamico e com condi¢des de
transmissdo em constante mudanca, conforme ocorram alteragdes climaticas,
demograficas, mudancas no comportamento humano, status socioecondémico e perfil
imunolégicos das populacdes afetadas (HAILU et al., 2016; WHO, 2015).

Apesar da doenca historicamente estar limitada as regides tropicais e
subtropicais, a sua expansdo nas ultimas duas décadas cresceu exponencialmente em
numeros de casos por infec¢do pelas espécies L. donovani e L. infantum (Figura 02)
(KEVRIC et al, 2016; MARCONDES; ROSSI, 2013; PONTE et al., 2011). A
Organizacdo Mundial de Satde, contabiliza 300.000 casos novos, com estimativa de
20.000 a 50.000 6bitos anualmente; 90% destes casos estdo distribuidos em 7 paises,

dentre eles o Brasil (L. infantum) (WHO, 2015).

Figura 02 — Panorama mundial de distribui¢ao dos casos de LV, 2013
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Nas Américas, ¢ endémica em 12 paises, classificados segundo trés cenarios
epidemiologicos: paises com transmissdo esporadica (Costa Rica, Guatemala,
Honduras, Nicaragua, Bolivia, Guiana e México), transmissdo controlada (Colémbia e
Venezuela) e com transmissdo em expansdo (Argentina, Brasil e Paraguai). Em 2015 a
Organizacdo Pan-Americana da Saude contabilizou 3.456 casos de LV, com taxa de
incidéncia de 2,27/100.000 habitantes e taxa de letalidade de 7,7% (OPAS, 2017).

O Brasil figura como pais nas Américas com maior concentragdo de casos
(Figura 03) e maiores taxas de letalidade da doenga. No mesmo ano, o pais respondeu
por 95,1% (3.456) dos casos ¢ 93,65%(251) dos oObitos nas Américas, com taxa de
incidéncia de 2,54 casos/100.000 habitantes e taxa de letalidade de 7,8%. As maiores
concentragdes destes estdo nos estados que compdem as regides Nordeste, Sudeste e

Centro-Oeste. (OPAS, 2017)

Figura 03 - Distribuicdo dos casos de LV, segundo paises com maior ocorréncia de

casos. Américas, 2001 —2015.
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O Nordeste apresenta média de 57,1% dos casos LV no Brasil, conforme
apurado entre os periodos de 2000 a 2013. No Ceara, entre os periodos de 2007 a agosto
de 2016, houve registro de 5.657 casos, com incidéncia de 8,6/100.000 habitantes em
2007, e diminuicao até o ano de 2012 (4,6/100.000 hab.), retomando o crescimento em
2013 (6,2/100.000 hab.) e 2014 (7,5/100.000 hab.) evidenciando o carater epidémico.
(CEARA, 2014; CEARA, 2016)
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No mesmo periodo, foram observados que a doenca acometia 66% dos
individuos do sexo masculino, com ocorréncia maior entre as faixas etarias de 20 a 39
anos (24,3%), seguido de criancas com idade entre 1 a 4 anos (23,8%), e abrangéncia
geografica em 171 (93%) municipios do Estado, com destaque por niimero de casos:
Fortaleza (33,2%/1.880), Sobral (6%/339), Caucaia (5,6%/318) e Maracanat
(3,8%/215). (CEARA, 2016)

A ocorréncia de 6Obitos por LV entre 2007 e 2015, teve aumento de 41,7%
com taxa de letalidade crescente > 7,0% distribuidos em 80 municipios. Fortaleza (132),
Sobral (18), Caucaia (18), Maracanau (17) e Juazeiro do Norte (13) aparecem com
maior nimero de 6bitos confirmados. (CEARA, 2016)

A transmiss@o da doenga no Estado ¢ classificada conforme preconizado
pelo Ministério de Satde, de acordo com a média de casos dos ultimos trés anos em
areas: sem transmissdo, transmissdo esporadica (> 0,1 e < 2,3 casos), transmissdo
moderada (> 2,4 e < 4,3 casos) e transmissao intensa (> 55,7 casos). Nos ultimos seis
anos houve um aumento na expansao geografica da LV no Estado, com maior nimero
de municipios apresentando transmiss@o intensa ¢ moderada da doenga. (Figura 04).

(CEARA, 2016)

Figura 04 — Estratificacdo do risco para LV segundo municipio de residéncia, Ceara,
201022012 e2013 a2015.
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2.1.2 O Agente etiologico

A LV tem como agente etiologico Leishmania infantum (sin. chagasi),
protozoario da ordem Kinetoplastida, filo Mastigophora, pertencente a familia
Trypanosomatidae, do género Leishmania, pertencente ao complexo donovani. E a
espécie mais comumente isolada nas Américas. (MENON et al., 2016; PONTES et al.,
2011). E encontrada no ambiente silvestre em reservatorios da espécie Licalopex vetulus
(raposa), Cerdocyon thous (cachorro-do-mato), Didelphis albiventris (marsupiais) € no
ambiente doméstico o cdo (Canis familiaris), considerado reservatorio principal, devido
a alta susceptibilidade para infeccdo (COSTA, 2008; DANTAS-TORRES, 2012;
AFONSO, 2012).

A Leishmania infantum ¢ um parasita intracelular obrigatorio, digenético,
com ciclo bioldgico heteroxénico, que inclui passagem em um vetor invertebrado a um
hospedeiro mamifero e vice-versa; apresenta dimorfismo no intestino de um
flebotomineo na forma promastigota flagelada (Figura 5A) com 5 - 14um de
comprimento e 1,5 — 3,5 um de largura e outra residente em vacuolos fagolisossomais
em células fagociticas de mamiferos na forma amastigota com 2 - 4 um de diametro e
flagelo encurtado (Figura 5B). Sua transmissdo ocorre durante o repasto sanguineo da
fémea de Lutzomya longipalpis. (GOMES et al, 2017; KEVRIC et al, 2016;
MOUGNEAU et al, 2011; YAO; WILSON, 2016)

Figura 05 — Dimorfismo da Leishmania infantum. A — Forma promastigota. B — Forma

amastigota.

Fonte: GOMES et al., 2017
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2.1.3 O Vetor

No Brasil, a transmissdo da LV ocorre por duas espécies de flebotomineos
da subfamilia do género Lutzomyia, espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi;
a primeira possui ampla distribui¢do no pais, enquanto a segunda de ocorréncia apenas
no Estado do Mato Grosso do sul. Sdo conhecidos vulgarmente por mosquito-areia,
mosquito-palha, tatuquiras e birigui.(BRASIL, 2006; LIDANI et al., 2017; MISSAWA
etal, 2011; SILVA et al., 2014).

Os flebotomineos da espécie Lu. longipalpis (Figura 06) sdo insetos que
medem cerca de 1 a 3 mm de comprimento, possuem olhos proeminentes, corpo
revestidos por pelos claros, voam em saltos, alcangando pequenas distancias, ndo fazem
ruido audivel e pousam de asas entreabertas. Possuem habitos crepuscular e noturno,
adaptados as mudancas de temperaturas e sdo encontrados proximos as fontes de

alimento. (BRASIL, 2006; SPIEGEL et al., 2016; STEBUT, 2015)

Figura 06 — Flebotomineo - Lu. Longipalpis

Fonte: STEBUT, 2015

Possui ampla distribuicdo geografica no Brasil; eram originalmente
encontradas zonas rurais e atualmente encontra-se em progressdo do seu habitat para
zonas urbanas e periurbanas, em meio doméstico e peridoméstico. As fémeas sdo
hematdfagas com habito alimentar eclético, possuem picadas indolores de maior

ocorréncia nas regioes dos bragos, pernas, pescogo ¢ face desprotegidos. (BRASIL,
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2006; HAILU et al, 2016; KEVRIC et al, 2016; MARCONDES; ROSSI, 2013; PONTE
etal,2011;)

Ap0s o repasto sanguineo da fémea de Lu. longipalpis, as promastigotas
metaciclias junto com a saliva, sdo injetadas através da pele na corrente sanguinea e
rapidamente sofrem agdo pelo complemento e por células fagocitica no hospedeiro
(macrofagos, células dendriticas e neutrofilos). Em macrofagos, as promastigotas
sofrem transformacdo morfologica para amastigotas (forma obrigatoriamente
intracelular), altamente especializadas e adaptadas a sobrevivéncia no fagolisossoma,
onde se multiplicam por fissdo bindria e posteriormente sdo liberadas no meio
extracelular com infec¢do em novas células. O ciclo de transmissdo esta completo
quando macrofagos infectados ou amastigotas livres sdo reingeridas pela fémea de Lu.
longipalpis, ocorrendo a transformacdo para a forma promastigota prociclica no
intestino médio, diferenciacdo em promastigotas metaciclicas e a retroalimentagdo do

ciclo (Figura 07) (KEVRIC et al., 2016; LIDANI et al, 2017; MOUGNEAU et al.,
2011; STEBUT, 2015)

Figura 07 — Ciclo de vida da Leishmania infantum
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2.1.4 Caracteristicas clinicas, diagndstico e tratamento

O tempo de busca por tratamento, somado a evolugdo da doenga levam ao
quadro clinico sugestivo da LV apresentado no paciente por: hepatoesplenomegalia,
caracterizada pela distensdo abdominal com figado e bago palpaveis; febre, perda
muscular, perda de peso ponderal, anemia, hipergamaglobulinemia, pancitopenia,
palidez cutanea e de mucosas, podendo ocorrer alteragdes ou ndo de enzimas hepaticas,
diarréia, tosse ndo produtiva , trombocitopenia associada a episdodios hemorragicos
(epistaxe, gengivorragia). Podem ser observadas infeccdes bacterianas oportunistas,
complica¢des cardiacas, renais, sepse ¢ morte. (BRASIL, 2014; FALEIRO et al., 2014,
GRIENSVEN; DIRO, 2012; PONTE et al., 2011; STEBUT, 2015;)

Como a apresentacdo clinica na LV nao possui achados patognomonico,
testes laboratoriais e imunologicos sdo necessarios para confirmagdo da doenga. O
aspirado medular ¢ o método padrao-ouro de diagnoéstico, através da pesquisa direta das
formas amastigotas no esfregago ou isolamento parasitolégico em meio de cultura. Os
testes de diagndstico imunolégico para pesquisa de anticorpos contra Leishmania
podem ser realizados através de imunofluorescéncia direta (RIFI), ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) e testes rapidos imunocromatograficos (IT-LEISH K39);
estes métodos auxiliam no manejo clinico do paciente e diagnodstico diferencial
(BRASIL, 2006; BRASIL, 2014; PACE, 2014)

O tratamento ¢é altamente recomendado na LV, devido sua evolugdo rapida
para o Obito quando ndo tratada. S3o poucos os medicamentos antiparasitarios
disponiveis; no Brasil os farmacos utilizados sdo o antimoniato de meglumina
(Glucantime®) a Anfotericina B nas suas formulagdes lipossomal e desoxicolato. A
escolha do farmaco a ser administrado ao paciente esta relacionada ao grau de evolugdo
da doenga, idade, gravidez e toxicidade da droga. (BRASIL, 2014; CHAPPUIS et al,
2007; FREITAS et al., 2016)

2.2 Resposta Imunologica na Leishmaniose Visceral

A grande maioria das pessoas infectadas ndo desenvolve a LV e o seu
processo de estabelecimento esta diretamente ligado as diversas estratégias evolutivas
da Leishmania nas interagdes parasita-hospedeiro. O processo de infec¢do da
Leishmania leva a um desequilibrio imunitario generalizado, pelo aumento de citocinas

imunoreguladoras IL-10 e TGF-B, afetando a resposta celular anti-Leishmania.
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(FREITAS et al., 2016; GOLLOB et al., 2014; KHADEM; UZONA, 2014; ROY et al,
2015; WALKER et al., 2014)

Apbs a deposicao do parasita na forma de promastigota metaciclica,
associada aos componentes salivares do flebotomineo no momento da picada, ha acdo
vaso dilatadora, reconhecimento anticorpo-independente, seguida da ativagdo e
opsonizagdo por fragmentos de proteinas do complemento, aumento na migracdo de
células inflamatdrias que reconhecem o invasor através de receptores expressos na
membrana e inducgdo para uma resposta celular protetora do tipo Thl ou para o tipo Th2
e estabelecimento da doenca (FREITAS et al., 2016; KHADEM; UZONA, 2014; ROY
etal,2015; WALKER et al., 2014)

Para evadir-se do sistema imune do hospedeiro a L. infantum desenvolveu
estratégias sofisticadas de escape, que envolvem fatores de viruléncia especificos,
fortemente regulados durante o seu ciclo de vida, através de mudangas estruturais e
morfolégicas em seu glicocalice, correlacionadas com modulagdo molecular e na
expressdao de glicoconjugados na superficie da membrana, conforme ocorram as
mudangas de estagio da forma promastigota metaciclica para forma amastigota (Figura
08), apropriando-se da maquinaria celular do hospedeiro, sequestro de componentes
celulares e de vias de sinalizagdo. (CABEZAS et al, 2015; MOAL; LOISEAU, 2016)

Figura 08 — Altera¢des de glicoconjugados de membrana conforme estagio da Leishmania
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A disseminag¢do no hospedeiro ocorre de duas formas: a primeira através da
ligagdo de promastigotas e amastigotas opsonizadas por IgM/complemento aos
eritrocitos, transferéncia para granuldcitos, tornando-os apoptoticos e infeccdo em
novos macrofagos recrutados; na segunda, promastigotas se refugiam em macréfagos
dérmicos, fibroblastos, queratindcitos e células dendriticas, evitando a destruicdo
imediata pelas vias de ativa¢do do complemento. Em ambas as formas de disseminacao,
o macréfago ¢ o principal alvo para as mudancas morfologicas do parasita e
estabelecimento do mesmo no hospedeiro (ALI et al, 2014; GROSS et al., 2014;
MORENO et al., 2010; ROY et al, 2015; SOONG et al., 2012; WALKER et al., 2014).

Para a compreensdo do processo de infeccdo da L. infantum, é necessario
caracterizar os eventos que ocorrem nas interacdes do parasita com o sistema
complemento e leucocitos. Essas etapas foram demonstradas em diversos estudos ex

vivo, com sangue humano (Figura 09), e in vivo, em modelos animais.

Figura 09 - Modelo de infeccdo experimental pela Leishmania no sangue humano.
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2.2.1 Leucocitos

2.2.1.1 Neutrofilos

Sdo polimorfonucleares de vida curta, que nos humanos representam 50% a
70% de todos os leucdcitos circulantes, com nimero médio de 4400 e variagdes entre
1800 - 7700 células por microlitro e sangue. Possuem nucleo de dois a cinco lobos,
citoplasma palido, contorno irregular e granulos citotoxicos preenchidos com lisozimas,
colagenases, elastases e substancias microbicidas, incluindo defensinas e catelicidinas.
Constituem a primeira linha de defesa contra microrganismos, com reconhecimento e
fagocitose através de receptores para complemento (CR), tipo Toll (TLRs) e FcyRs.
(ABBAS et al, 2015; HOFFBRAND; MOSS, 2013; MAYADA et al, 2014; MURPHY,
2014)

O recrutamento de neutrofilos na LV depende de sinais especificos
fornecidos pela liberagdo de citocinas e quimiocinas, induzidas pelos componentes da
saliva do flebotomineo. As promastigotasmetaciclicas que conseguem evadir-se da acdo
do complemento, liberam fator Leishmania quiomiotatico (LCF) que amplifica a atragdo
de neutréfilos e fagocitose mediante opsonizacdo pelo iC3b do complemento, com
ligacdo a receptores especificos. (MOAL; LOISEAU, 2016; WALKER et al., 2014)

Internalizadas, a LPG das promastigotas inibem a fusdo dos lisossomas ¢ a
LCF (fator quimiotatico) liga-se a receptores de lipoxina-A4 (ALX) que desativa a
explosdo oxidativa. Promastigotasapoptoticas induzem a expressdo de fosfatidilserina
(PS), recrutando macrofagos envolvidos na depuracao de neutréfilos senescentes, o que
os torna permissivos para o crescimento do parasita. (MOAL; LOISEAU, 2016;
WALKER et al., 2014)

2.2.1.2 Monocitos

Os mondcitos sdo provenientes de um precursor mieldide na medula 6ssea,
constituem de 3% a 8% dos leucocitos no sangue, possuem forte interagdo com o
endotélio vascular, respondendo a sinais endoteliais e subendoteliais. Sdo rapidamente
recrutados para o local da infec¢do e tecidos danificados, através da estimulagdo de

citocinas e diferenciagdo em macrofagos e células dendriticas. Sdo classificados em
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subpopulagdes distintas: mondcitos classicos, intermediario e ndo classico. (ABBAS et
al., 2015; HOFFBRAND; MOSS, 2013; MURPHY, 2014; ROJAS et al., 2015; SHI;
PAMER, 2011)

Os sinais pro-inflamatérios na infecgdo por microrganismos induzem a
emigracdo de monoécitos da medula dssea e circulantes no sangue para sitios
inflamatorios, através da regulacdo positiva de moléculas de adesdo de células
endoteliais, transferindo o antigeno para células dendriticas. Na infec¢do mondcitos
podem se diferenciar em macrofagos classicos (M1), com forte resposta pro-
inflamatoria microbicida, ativagdo linfocitaria e eliminacdo do microrganismo ou em
macrofagos alternativos (M2), com forte resposta anti-inflamatoria, reparagao tecidual e
cicatrizagdo. (ABBAS ef al.,, 2015; MURPHY, 2014; ROJAS et al, 2015; SHI;
PAMER, 2011)

Na LV a Leishmania ¢ transferida dos eritrocitos para monocitos classicos
circulantes, com ajuda de receptores para complemento e internalizada em vacudlos,
induzindo a uma resposta inflamatéria que inclui a producdo de TNF e iNOS,
estimulando a diferenciagdo para macréfagos alternativos (M2) anti-inflamatorios.
(ROJAS et al., 2015; SHI; PAMER, 2011)

O processo de evasio do macrofago pelo parasita inclui: perda das
moléculas microbicidas pelo aumento da producao de IL-10, deslocamento do colesterol
de membrana levando a uma maior fluidez e inibindo a capacidade de exibir antigenos
parasitarios; alteracdo na sinalizacdo; modulacdo para uma resposta celular por
linfocitos T do tipo Th2 anti-inflamatoria, levando ao aumento da arginase e supressdo
da produg¢@o do 6xido nitrico (NO); inibigdo da expressdo de MHC-II; o que promove o
estabelecimento da doenca, mudanca da forma promastigotametaciclica para
amastigota, replicacdo e persisténcia intracelular, disseminagdo do parasita e infecgdes
latentes de longo prazo que podem levar a reativacdo da doenga apos anos ou décadas
da infeccdo primaria. (BHATTACHARY et al, 2015; MOAL; LOISEAU, 2016;
MUKHOPADHYAY et al., 2015; SHI; PAMER, 2011; WALKER et al., 2014)

2.2.1.3 Linfocitos

Os linfocitos sdo células pertencentes a imunidade adaptativa, que
expressam receptores para uma alta variedade de antigenos em sua superficie. Em um
adulto saudavel sdo cerca de 1600 a 2200 células/mm3 (2%) no sangue e sua maior

populacdo (65%) nos orgaos linfoides (bago e linfonodos). Existem dois tipos de
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linfocitos: linfocitos T e B, que consistem em subgrupos distintos, com diferentes
fungbes no sistema imune. (ABBAS er al, 2015; HOFFBRAND; MOSS, 2013;
MURPHY, 2014)

Os linfocitos T representam 80% dos linfocitos, dividem-se em trés classes:
morte - células T citotoxicas (T CD8+), ativagdo - células T auxiliares (T CD4+) e
regulagdo - células T regulatérias (T reg). Linfocitos T CD4+ produzem sinais
adicionais essenciais, que influenciam o comportamento de outras células imunes e
diferenciagdo para células efetoras do tipo Thl, ativagdo de macrofagos e auxilio a
linfocitos B na producgdo de anticorpos ou do tipo Th2 com auxilio a linfécitos B na
produgdo de anticorpos. Os linfocitos B representam 20% dos linfocitos participando na
imunidade humoral, que quando ativados se diferenciam para plasmocitos e producdo
de anticorpos. (ABBAS et al., 2015; HOFFBRAND; MOSS, 2013; MURPHY, 2014)

Cerca de uma semana ap6s a deposi¢do de Leishmania pelo vetor, s@o
geradas células T CD4 especificas que migram para o local da infeccdo onde se
acumulam. A proteina GP63 derivada do parasita ¢ capaz de atenuar a resposta imune
com comprometimento da proliferacdo de células T CD4+, aumento da produgdo de IL-
10, diferenciacdo da resposta celular do tipo 2 (Th2) e desativacdo de macrofagos
através do complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHC-II), com
prevaléncia e disseminagdo do parasita (BOGGIATTO et al., 2010; CHONG et al.,
2013; SANTOS et al, 2015). A ativacdo policlonal de linfécitos B tem por consequéncia
hipergamaglobulinemia de IgM e IgG e altos niveis de imunocomplexos circulantes
formados por antigenos de Leishmania ligados a auto-anticorpos. (FALEIRO et al,

2014; SINGH; SUNDAR, 2014)

2.2.2 O Sistema Complemento

O sistema complemento ¢ um dos primeiros mecanismos de defesa do
hospedeiro contra patégenos, que consiste em mais de 30 proteinas soliiveis presentes
no sangue. A ativacdo do complemento envolve cascatas proteoliticas de reagdes
enzimaticas, que resultam em produtos com funcdes efetoras e reconhecimento de
moléculas na superficie de microrganismos em trés diferentes vias: via classica, via
alternativa e via das lectinas, todas as vias convergem para a proteina central do
complemento C3 e formagdo de subprodutos C3a e C3b (Figura 10). (ABBAS, 2015;
GOTO, 2013; SARMA; WARD, 2011)
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Figura 10 - Esquema de ativagdo das vias do complemento
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O C3a, menor fragmento liberado, estimula a inflamacdo agindo como
quimioatraente para neutro6filos e mondcitos, atua como vasodilatador, estimula a
producdo de histamina nos mastdcitos e a explosdo oxidativa nos neutrofilos. O C3b
liga-se covalentemente a superficie dos microrganismos (opsonina), promovendo a
fagocitose, atuando na interligacdo das trés vias de ativagdo do complemento e
formagdo complexo de ataque a membrana (MAC). (ABBAS et al., 2015; GOTO et al,
2013; MURPHY, 2014; SARMA; WARD, 2011)

As formas promastigotasmetaciclicas e amastigotas sdo mais resistentes a
lise pelo complemento devido a modificacdo do glicosilfosfatidilinositol (GPI) que
dificulta formag¢do do MAC na membrana do parasita. Estas formas evitam a destrui¢do
imediata, desativando as vias classicas e alternativa através do aumento da expressdo da
proteina quinase C, que fosforila os componentes C3, C5, C9, inibicdo da fusdo entre
fagossoma e lisossoma pela LPG expresso na membrana, e clivagem do C3b ligado a
superficie pela leishmolisina GP63 a uma forma inativa iC3b, que facilita a entrada em
macrofagos, mondcitos e neutrofilos, mediada por receptores para complemento.

(GUPTA et al., 2013; UENO; WILSON, 2012; WALKER et al., 2014)

2.2.2.1 Receptor para complemento tipo 3 (CR3)
O receptor para complemento do tipo 3 — CR3 (CDI11b/CD18) também

conhecido como Mac-1 e amf, pertence a familia das integrinas, contendo uma cadeia

B e diferentes subunidades o (Figura 11). Este receptor ¢ altamente expresso na ativagdo
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de neutrdfilos e fagdcitos mononucleares, com importante papel na adesdo, migracao
celular depuracdo de microrganismos, células tumorais e apoptoticas através da
fagocitose. O seu ligante natural é o fragmento inativado de C3 (iC3b), mas pode se
ligar ao fibrinogénio e aumentar as fun¢des antimicrobianas, e a0 ICAM-1 no processo
de adesdo celular. (LUKACSI et al., 2017; ROSEN; LAW, 1990; ROSS; VETVICKA,
1993)

Figura 11 — Estrutura do receptor para complemento tipo 3 (CR3)
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Na infec¢do por microrganismos, apos ativagdo de células fagociticas
(neutrofilos, macrofagos e mondcitos) o processo de migragdo celular ocorre mediada
por integrinas, até o local dos invasores. As células fagociticas capturam e internalizam
microrganismos utilizando varios receptores de superficie, dentre eles estdo os
receptores para complemento, que atuam no reconhecimento de patégenos opsonizados
por fragmentos do C3 (C3b e iC3b). As integrinas também sdo utilizadas com artificio
de entrada em células hospedeiras na infeccdo por microrganismos. (LEY et al., 2007;
SANDOR et al., 2016; DUPUY et al., 2008)

Estudos in vitro demonstram a importancia na associa¢do de receptores para
complemento na fagocitose de microrganismos; CR3 e CR4 associados ajudam na
fagocitose de S. aureus (LUKACSI et al., 2017), Mycobacterium tuberculosis (HIRSH
et al., 1994), Cryptococcusneoformans (LEVITZ, 2002), Mycobacterium leprae
(SCHLESINGER; HORWITZ, 1991), opsonizados iC3b e na formac¢do de podossomas
em macrofagos, monocitos e neutrofilos. Nas leishmanioses o parasita através da GP63

expressa na membrana, cliva o fragmento C3b em iC3b, que facilita a ligagdo ao CR3 e
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por consequente o aumento na adesdo celular e fagocitose em macréfagos (UENO,

2011, 2012)

2.2.2.2 O receptor para complemento tipo 1 (CR1)

O CR1 ¢ uma glicoproteina polimoérfica de cadeia Unica, possui 30 porcdes
de proteinas de repeticdo de controle para complemento (CCPs), com dois sitios de
interacdo com os fragmentos C3b e C4b do complemento (Figura 12). O sitio 1 ¢
responsavel pelo decaimento da atividade da C3 convertase; o sitio 2 liga-se com
eficiéncia com ambos os fragmentos C3b e C4b mas, com alta afinidade para C3b, além
de ser cofator indispensavel para o decaimento da atividade da C5 convertase (JAVA et

al., 2015; PARK et al., 2014; ROCHOWIAK; NIEMIR, 2015; STOUTE, 2011).

Figura 12 - Estrutura do receptor para complemento tipo 1 (CR1)
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E encontrado na superficie de eritrocitos, neutrofilos, mondcitos,
macrofagos, eosinofilos, linfocitos T e B, podocitos e células dendriticas. As fungdes
deste receptor na resposta imune sdo: indugdo da fagocitose em monocitos e neutrofilos,
através da ligacdo com os fragmentos C3b e C4b; apresentagdo de antigenos de
linfocitos B para linfocitos T; regulagdo das vias do complemento pela diminui¢do das
convertases C3 e C5; imunoaderéncia de imunocomplexos circulantes (ICC) em
eritrocitos, formados pela ligacdo a antigenos por fragmentos do complemento C3b,
C4b e anticorpos (CRICKLIN et al., 2010; JAVA et al., 2015; PARK et al., 2014,
ROCHOWIAK; NIEMIR, 2015).

Estudos tém demonstrado que a diminui¢ao na expressao do CR1 favorece o

desenvolvimento de doencas autoimunes, como observado na anemia hemolitica
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autoimune, sindrome de Goujerot-Sjogren (ROSS et al, 1985), artrite reumatoide
(KUMAR et al, 1994), glomerulonefrite (ARORA et al., 2000) e no ltpus eritematoso
sistémico (MOULDS et al., 1996). Nas doengas infecciosas, o polimorfismo encontrado
no CRI esta diretamente ligado a resisténcia a malaria pelo Plasmodiumfalciparume a
susceptibilidade pelo HIV, aumentando a replicacdo do virus em mondcitos e linfocitos
T CD4. (MOUHOUB et al., 2000; THIEBLEMONT et al., 1995)

Carneiro (2015) avaliou a expressdao do CR1 em eritrocitos de pacientes
com leishmaniose visceral no momento da admissdo (antes do tratamento) e na alta
hospitalar (pds tratamento) e observaram que a expressao do CR1 era diminuida em
pacientes antes do tratamento e apds o tratamento os niveis do receptor expresso nos
eritrocitos se restabeleciam, quando comparados a individuos saudaveis.

Os mecanismos que envolvem a expressio e modulagdo do CRI em
leucocitos, estdo diretamente ligados ao padrdo de citocinas transcritas e aos efeitos das
mesmas na doenca, ocorrendo variagcdes no tipo celular e mudangas nas condicdes
inflamatorias locais e sistémicas (WAGNER et al., 2006).

O parasita explora as opsoninas presentes no soro, pela ligacdo da LPG e
GP63 presentes na Leishmania, que ¢ ligante dos fragmentos do complemento C3b e
iC3b respectivamente (COLLING, 2015). Esperamos que possa ocorrer uma relacao
maior entre os receptores CR1 e CR3 na ligacdo do parasita e que estes receptores
possam ter contribuicdo nos subsequentes eventos no processo de estabelecimento da

leishmaniose visceral.
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3 HIPOTESES

Na Leishmaniose visceral ha diferengas na expressao dos receptores para complemento
CR1 e CR3 em leucocitos no sangue e estas diferengas contribuem na evolucdo clinica

da doenga no paciente.

4 OBJETIVO GERAL

Compreender a dindmica da expressdo dos receptores para complemento
tipo 1 (CR1) e tipo 3 (CR3), em leucdcitos, no sangue de pacientes com Leishmaniose

visceral e sua correlacdo com estado clinico.

4.1 Objetivos especificos

e Analisar a expressdao de CR1, CR3 em neutrofilos CD11b’, mondcitos
CD14", linfécitos T CD3", linfocitos B CD19" de pacientes com leishmaniose visceral e
de individuos saudaveis;

e Comparar a expressio de CR1, CR3 em neutréfilos CD11b", mondcitos
CD14", linfécitos T CD3", linfocitos B CD19" de pacientes com leishmaniose visceral
com sua expressdao em individuos saudaveis;

e Comparar a expressio de CR1, CR3 em neutréfilos CD11b", mondcitos
CD14", linfocitos T CD3", linfécitos B CD19" de pacientes com leishmaniose visceral

com sua evolucado clinica.
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S METODOLOGIA

5.1 Coleta de dados e descricao do estudo

Estudo de natureza experimental, prospectivo e de abordagem quantitativa
realizado no periodo de julho de 2016 a maio de 2017.

Dezoito pacientes atendidos no Hospital Sao José de Doengas Infecciosas,
referéncia no Estado do Ceara no tratamento da Leishmaniose visceral, com diagnostico
confirmado de leishmaniose visceral, considerando aspectos clinicos, parasitologicos e
sorologico (teste imunocromatografico IT LEISH- K39), com idade a partir de 18 anos,
de ambos os sexos, provenientes ou ndo de regides endémicas, virgem de tratamento ou
que tenha iniciado o tratamento a menos de 24 horas.

Pacientes com sorologia positiva para anti-HBc, HbsAg, anti-HCV, anti
HIV 1/2 e HTLV I/II e que tenham associagdo com outras doengas infecto-parasitarias,
ndo entrardo na pesquisa.

Dezoito individuos saudaveis, compostos por doadores de sangue, atendidos
no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Cearda (HEMOCE), e individuos
provenientes do quadro de pods-graduandos da instituigdo onde os ensaios foram

realizados.

5.2 Aspectos Eticos

O presente estudo recebeu parecer favoravel do Comité de FEtica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara (PROPESQ) em 07 de abril de 2016
conforme CAAE 52870716.1.0000.5054 (Anexo A) e do Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Sao José de Doengas Infecciosas, 20 de junho de 2016 conforme CAAE
52870716.1.5044 (Anexo B)

5.3 Material Clinico e coleta de dados

As coletas da amostra foram realizadas através busca ativa pelos pacientes
nos setores de emergéncia, laboratério de analises clinica — coleta de sangue e
enfermaria no HSJ. Os pacientes abordados foram esclarecidos a respeito do estudo,
procedimentos, risco ¢ finalidades através do Termo de Consentimento Livre

Esclarecido (TCLE), ocorrendo o aceite, autoriza através da assinatura (Apéndice A) e
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dar continuidade com o preenchimento de ficha epidemiologica (Apéndice B) pelo
entrevistador, do mesmo modo aos controles saudaveis.

Os dados complementares relevantes a pesquisa como exames realizados e
tratamento administrado foram obtidos através da ficha de atendimento na emergéncia e
do prontudrio nos casos de internamento. As informagdes coletadas geraram um banco
de dados organizados em planilha do Excel 2013 (Apéndice C).

A coleta das amostras e dados clinicos foram realizados no momento do

diagnostico confirmatorio.

5.4 Coleta de amostras

As amostras foram coletadas por profissionais capacitados do Laboratorio
de Analises Clinicas do HSJ, com transporte sob refrigeracdo para processamento no
Laboratério de Imunologia Médica da Universidade Federal do Ceara.

Dos pacientes foram colhidas duas amostras de 5 ml de sangue venoso

periférico, em tubo com EDTA Vacutainer®, para ensaios com leucécitos.

5.5 Delineamento experimental

Figura 13 — Fluxograma do processamento das amostras
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5.6 Processamento dos leucocitos

Dois mililitros de sangue total foram divididos em volumes de quinhentos
microlitros em 4 tubos identificados: ndo marcado (NM), marcado com controle isotipo
(ISO), marcado para monocitos e neutrofilos painel 1 (P1), marcado para linfocitos
painel 2 (P2) e incubados por 20 minutos, a temperatura ambiente, com uma solugdo de
tampao de lise de eritrocitos (ACK). Apds a incubagdo, a amostra foi centrifugada por
10 minutos, 460g e lavadas duas vezes com solucdo de PBS e soro fetal bovino a 2%
(Cultilab®) (tampdo FACS 2%).

A camada de buffy coat obtida em cada tubo, foi incubada nas seguintes
condicdes estabelecidas conforme protocolo operacional padrao desenvolvido pelo
Laboratério de Imunologia Médica — LIME/UFC : tubo NM - células sem nenhuma
marcagdo; tubo ISO - células marcadas com anticorpos sem alvo especifico ligados aos
fluorocromos PE, FITC e APC ; tubo P1 - células marcadas com anticorpos anti-CD35-
FITC (CR1), anti-CD14-PE (monocitos), anti-CD11b-APC(neutrofilos); tubo P2 -
células marcadas com anticorpos anti-CD35-FITC (CR1), anti-CD19-PerCP (linfécito
B) e anti-CD3-APC (linfocito T); apds marcagdo, foram incubadas a temperatura a 4°C,
por 45 minutos, no escuro, lavadas por duas vezes com tampdo FACS 2% e
centrifugadas a 460g por 10 minutos.

Os sobrenadantes foram descartados e o precipitado de leucdcitos foi
ressuspendido em 500 microlitros de tampdo de fixagdo com paraformaldeido a 1%
(Sigma®™) para serem analisados no citémetro de fluxo (FACSCalibur-

Becton Dickinson®).

5.7 Quantificacio do nimero de CR1 e CR3 nas populacées celulares por
citometria de fluxo

5.7.1 Ensaio de citometria de fluxo

O tubo (ISO) com células marcadas com os fluorocromos foram utilizados para
o ajuste das compensagdes das fluorescéncias, enquanto que o tubo (NM) ndo marcado

foi utilizado para os ajustes das voltagens e do ponto de corte (threshold). A defini¢do
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de células positivas e negativas foi dada pelo controle isotipico, a fim de fixar as gates e
distinguir entre células coradas positivamente, autofluorescéncia e ligagdes
inespecificas.

A mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) foi utilizada para identificar as
células e quantificar os niveis de expressdo de CR1 (CD35) e CR3 (CDl11b) em
mondcitos (CD14-PE), neutréfilos (CD11b-APC), linfécitos T (CD3-APC) e linfocitos
B (CD19-PerCP). A analise por histograma foi utilizada para a quantificacdo da MIF
por célula, e a andlise utilizando grafico de pontos (dotplot) forneceu a frequéncia de
células positivas na gate para essas duas moléculas nas populagdes-alvo.

Durante a aquisicdo dos leucdcitos de cada tubo, foram obtidos 5.000
eventos para gate R3 (PMNs), gate R2 (monoécitos) e gate RI1

(linfocitos) através da detecgao das dispersdes das luzes frontal (FSC) e lateral (SSC).

5.8 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, analisados no programa estatistico
GraphPadPrism versao 6.0.

Nas analises dos dados entre pacientes e controles foram utilizados teste ndo

pareado - teste ¢ (paramétrico) para analise do CR1 e CR3 dos leucocitos.
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6 RESULTADOS

6.1 Perfil clinico e epidemioldgico dos pacientes

Foram obtidas 18 amostras de sangue periférico de pacientes com
diagnostico confirmado de leishmaniose visceral, segundo critérios clinicos de manejo
da doenca e com diagnostico laboratorial positivo para teste rapido
imunocromatografico IT LEISH-K39 que resultou em 100% dos pacientes; destes
foram ainda realizadas pesquisa direta para Leishmania através de aspirado de medula
Ossea com positividade para 33% dos 18 pacientes.

O perfil epidemiolégico dos pacientes mostrou que 15 eram homens e 3
mulheres com média de idade =DP de 40 + 16,87 anos (var. min. 18 ¢ max 74 anos)
(Figura 14); 13provenientes da zona urbana e 5 da Zona rural (Figura 14), segundo o
domicilio de residéncia, pertencentes aos municipios de Fortaleza (8), Quixada (2), Sdo

Luiz do Curu (2), Apuiares, Aquiraz, Ibaretama, Itapipoca, Miraima e Palhano

Figura 14 — Distribuig@o dos pacientes por género ¢ idade.
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O tempo médio do inicio dos sintomas dos pacientes até a busca do
atendimento médico no HSJ foi de 67 + 83,46 variando de 14 a 365 dias. O perfil
clinico dos pacientes foi distribuido, conforme a frequéncia dos sinais e sintomas no
momento da admissdo (Tabela 1). Todos os pacientes apresentaram o padrao clinico da
doenga no momento da admissdo, com febre, aumento do volume abdominal,
hepatomegalia, esplenomegalia, falta de apetite e adinamia. Pacientes que apresentaram
sintomas de maior gravidade e/ou intercorréncia tiveram o seguinte perfil clinico no
momento da admissdo para o internamento: edema de membros inferiores, dispneia,

desidratacao, ictericia e hiporexia

Tabela 1 - Distribuicdo das frequéncias dos principais sintomas no momento da

admissao dos pacientes.

SINAIS E SINTOMAS NA ADMISSAO PACIENTES
n=18 %
Febre 15 83
Aumento do volume abdominal 15 83
Perda de peso 13 72
Hepatoesplenomegalia 11 61
Falta de apetite 10 55
Tosse 10 55
Diarréia 3 16
Esplenomegalia 3 16
Hepatomegalia 1 5

Fonte: Elaborado pelo autor

O perfil hematologico dos pacientes demonstrou diferencas nas
caracteristicas frequentes da doenga, apresentando anemia e trompocitopenia com maior

gravidade, quando comparados entre pacientes tratados no ambulatério ou internos
(Tabela 2).



Tabela 2 - Perfil hematoldgico dos pacientes na admissao.

PERFIL HEMATOLOGICO
N Ly Atendimento Internamento
PARAMETROS Me]flhj 1i8DP Min - Max Referéncia Ambulatorial (n =9) n=9) P=005

Média = DP Média + DP
Hemoglobina (g/dL) 8,7+23 56-14,9 11,4 - 18,0 9,98 + 2,36 7,53 £1,78 0,0247
Hematocrito (%) 27,1+6,5 16,7 - 43,8 36-54 30,98 £6,11 23,7+£5,15 0,0148
Leucocitos (n°. céls/mmz) 3506 + 2898 950-12.150 4.000 - 10.000 4627 +£ 3514 2637 £ 1909 0,1549
Neutrofilo (n°. céls/mm?) 2.054 +1919 608 - 7.898 4.300 - 5.300 2656 + 2351 1452+ 1219 0,1913
Linfocitos (n°. céls/mmz) 1.091 £701 219 -2795 1.600 - 2..200 1294 £ 791,70 889 + 569,90 0,2314
Mondcitos (n°. céls/mm3) 374 £ 291 65-1215 840 - 1.680 475 + 350,30 271,90 £+ 186,60 0,1442
Eosinofilos (n°. céls/mm3) 70 £ 169 0-704 210 - 840 128,2 +£229,2 12,33 £ 23,51 0,1509
Basofilos (n°. céls/mm’) 9+15.2 0 -54 0-210 9,88 £12,38 7,77 £ 18,12 0,7766
Plaquetas (n°. x10’céls/mm”) 123321 + 80058 19.000 - 334.000 | 150.000 - 440.000 169778 £85671 79233 + 49090 0,0142

Fonte: Elaborado pelo autor. Teste 7 ndo paramétrico (p=0,05)
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Um paciente apresentou quadro clinico de leishmaniose visceral grave, com
anemia, hepatoesplenomegalia, astenia, anorexia, diurese espontinea, desidratacao,
ictericia, litiase biliar, ventilacdo mecanica, hematomas, choque séptico, evoluindo para
obito.

6.2 Estratégia de analises em gatepara observacio da frequéncia e expressdo do
CD35/CR1 eCD11b/CR3 na membrana dos leucdcitos

No ensaio utilizado, neutrofilos, monoécitos e linfocitos; possuem
propriedades de dispersdo da luz distintas de acordo com o tamanho (FSC) e a
granularidade (SSC). Assim a medida da intensidade de fluorescéncia dada por FSC x
SSC em uma escala linear, proporcionou a identificagdo das populagdes celulares e
formagdo das gates: gateR1 - populacdo de linfocitos, gate R2 - populagdo de

monocitos e gate R3 - populacdo de neutrofilos; como demonstrado na figura 15.

Figura 15 - Citograma da distribuicdo leucocitarias conforme padrdes de tamanho e

granulosidade (FSC x SSC)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a identificagdo de neutréfilos, monocitos e linfocitos, em cada gate foi
realizada a separacdo da populacdo celular especifica a ser estudada, conforme
marcadores de superficie e emissdo de luzdo fluorocromo. Para parametros da mediana
de intensidade de fluorescéncia (MIF) e da frequéncia de células, serdo representados
através de histograma e grafico do tipo dot plot (Figura 16). Analises estatisticas Tabela

3 e Tabela 4.



Figura 16 - Estratégia de analise emgate. A — Formacao das gates. B — Separacdo da populagdo celular a ser estudada. C- Analise em grafico dot plot
da populagéo celular conforme marcadores de superficie celular. D — Analise da intensidade de fluorescéncia através de histograma. E — Analise da
populagdo celular conforme marcadores de superficie celular e intensidade de fluorescéncia através de grafico dot plot.
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 3 - Distribuigdo da frequéncia de leucocitos CD11b", CD14", CD3" e CD19" e expressdo do CR1

FREQUENCIA % EXPRESSAO MIF
LEUCOCITOS Co‘ntrole Pa(?lente P =005 antrole Pac?lente P =005
média £ DP média £ DP média + DP média = DP
PMN - neutréfios
CD11b"CD35" 98,48 + 2,96 96,54 + 3,26 0,0707 39,81 + 10,40 43,49 + 9,26 0,2697
CD11b"CD14°CD35"| 67,25+ 23,29 40,96 + 31,22 0,0014 40,63 + 9,59 64,59 + 38,28 0,0145
Monocitos
CD14°CD35" 13,66 + 14,54 46,35 +£20,15 | <0,0001 18,27 + 4,30 33,82 49,11 <0,0001
CD14°CD11b'CD35"| 7,45+ 8,90 26,94 + 22,57 0,0017 26,16 £ 5,64 62,24 + 51,4 0,0056
Linfocitos T
CD3'CD35" 9,5+5,12 6,94 + 6,26 0,1893 14,02 + 3,06 15,95+ 7,14 0,2999
Linfocitos B
CD19°CD35" 95,84 + 1,83 86,43 + 10,92 0,001 55,99 + 8,18 65,48 + 28,04 0,1774

Fonte: Elaborado pelo autor. Teste ¢ ndo paramétrico (p=0,05)
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Tabela 4 - Frequéncia de leucocitos CD11b", CD14" e expressdo do CR3 e CD14

FREQUENCIA % EXPRESSAO MIF — CR3
LEUCOCITOS Co‘ntrole Pa(?lente P =005 antrole Pac?lente P =005
média = DP média + DP média + DP média £ DP
PMN - neutrofios
CD11b"CD35" 98,48 £2,96 96,54 + 3,26 0,0707 121,7 £ 43,48 69,44 + 48,85 0,0018
CD11b"CD14°CD35"| 67,25+ 23,29 40,96 + 31,22 0,0014 124,8 £ 44,02 100 +127,2 0,4415
Monocitos
CD14°CDI11b" 31,85 +£26,34 59,17 £29,17 0,0057 48,79 £ 12,33 88,03 + 81,5 0,0514
CD14°CD11b'CD35" 7,45 + 8,90 26,94 + 22,57 0,0017 48,79 £ 12, 33 88,03 + 81,5 0,0514
EXPRESSAO MIF - CD14

CD14'CD35" 13,66 + 14,54 46,35 + 20,15 <0,0001 504,6 £ 129,7 534,5 +£280,7 0,6848

Fonte: Elaborado pelo autor. Teste 7 ndo paramétrico (p=0,05)
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6.2.1 Neutrdfilos

Cinco mil eventos foram adquiridos na gateR3 para cada paciente e
individuos saudaveis.As células foram separadas conforme marcadores de superficies na
membrana; populagio de neutréfilos CD11b'CD35" e neutréfilos CD11b'CD14'CD35"™

Para neutrofilos CD11b"CD35", individuos saudaveis apresentaram média
de 98,48 £ 2,96 células positivas para CR1e média da MIF de 39,81 + 10,4 para a
expressdo do CRI1 em células positivas para a molécula. Em pacientes a média de
células positivas foi de 96,54 = 3,23 e média da MIF de 43,49 + 9,26. Para a expressdo
do CR3 em células positivas para CR1 foi encontrado média de 121,7 £ 43,48 em
individuos saudaveis e de 69,44 + 48,85 em pacientes.

Os resultados obtidos para o CR1 (Graficol), nd3o demonstraram
significancia estatistica entre pacientes e individuos sauddveis quanto a quantidade de
células positivas para a molécula (p=0,0707) e expressdao do CR1 pela MIF (p=0,2697).
Quando observados a expressdo do CR3 (Grafico 2) em células positivas para CRI,
houve diminui¢do na expressdo do CR3 entre individuos saudaveis e pacientes, com

significado estatistico (p=0,0018).

Gréfico 1 — Frequéncia de neutréfilos CD11b"CD35 e expressio do CR1
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste ¢ (p=0,0707) e Teste ¢ (p=0,2697)
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Grafico 2 — Expressdo do CR3 em populagio de neutréfilos CD11b'CD35"
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste ¢ (p=0,0707) e **Teste ¢ (p=0,0018)

Para neutréfilos CD11b"CD14°CD35" individuos saudéaveis apresentaram
média de 67,25 £+ 23,29 células positivas para CR1 e média da MIF de 40,63 &+ 9,59 para
expressdao do CRI1 em células positivas para a molécula. Em pacientes a média de
células positivas foi de 37,69 = 27,67 e média da MIF de 64,59 + 38,28. Para a
expressdo do CR3 em células positivas para CR1 foi encontrada média de124,8 + 44,02
em individuos saudaveis e de 100 + 127,2 em pacientes.

Os resultados obtidos para o CR1 (Grafico 3), demonstraram significado
estatistico entre pacientes e individuos saudaveis, com diminuicdo na quantidade de
células positivas para a molécula (p=0,0014) e aumento da expressdo do CR1 pela MIF
(»=0,0145). Quando observados a expressdao do CR3 (Grafico 4) em células positivas
para CR1, ndo houve significado estatistico (p=0,4415).
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Gréfico 3 — Frequéncia de neutréfilos CD11b"CD14'CD35 e expressdo do CR1
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Fonte: Elaborado pelo autor. **Teste ¢ (p=0,0014) e *Teste ¢ (p=0,0145) MIF CD35 pacientes com DP
alto devido a alta expressdo de CR1 paciente 22 (MIF = 116,58)

Grafico 4 — Expressdo do CR3 em de neutr6filos CD11b"CD14'CD35"
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Fonte: Elaborado pelo autor. **Teste ¢ (p=0,0014) e Teste ¢t (p=0,4415) MIF CD11b pacientes com DP
alto devido a alta expressdo de CR3 paciente 26 (MIF = 552,32)
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6.2.2 Mondocitos

Cinco mil eventos foram adquiridos na gateR2 para cada paciente e
individuos saudaveis. As células foram separadas conforme marcadores de superficies
na membrana, populacgio de mondcitos CDI4'CD35" e  mondcitos
CD14'CD11b'CD35™

Para monécitos CD14'CD35", individuos saudaveis apresentaram média de
13,66 = 14,54 células positivas para CR1 e média da MIF de 18,27 + 4,30 para a
expressdo do CR1 em células positivas para a molécula. Em pacientes a média de
células positivas foi de 46,35 + 20,15 e média da MIF de 33,82 = 9,11. Para a expressao
de CD14 foi encontrada a média da MIF de 504,6 + 129,7 em individuos saudaveis e de
534,5 + 280,7 em pacientes.

Os resultados obtidos para o CR1 (Grafico 5), demonstraram significancia
estatistica entre pacientes e individuos saudaveis com aumentona quantidade de células
positivas para a molécula (p<0,0001) e aumento da expressio do CR1 pela MIF
(»<0,0001). Quando observados a expressao de CD14 (Grafico 6) em células positivas
para CR1, ndo houve significado estatistico (p=0,6848).

Gréfico 5— Frequéncia de mondcitosCD14'CD35 e expressdo do CR1
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Fonte: Elaborado pelo autor. **Teste ¢ (p<0,0001) e **Teste t (p<0,0001)
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Grafico 6 — Expressdo do CD14 em populagio de mondcitos CD14'CD35"
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Fonte: Elaborado pelo autor. **Teste ¢ (p<0,0001) e Teste ¢ (p=0,6848)

Para monécitos CD14'CD11b"CD35", individuos saudaveis apresentaram
média de 7,45 £ 8.90 células positivas para CR1 e média da MIF de 26,16 = 5,64 para a
expressdo do CR1 em células positivas para a molécula. Em pacientes a média de
células positivas foi de 26,94 + 22,57 e média da MIF de 62,24 = 51,4. Para a expressao
do CR3 foi encontrado média da MIF de 48,79 + 12, 33 em individuos saudaveis e de
MIF de 88,03 + 81,5 em pacientes.

Os resultados obtidos para o CR1 (Grafico 7), demonstraram significancia
estatistica entre pacientes e individuos sauddveis com aumento na quantidade de células
positivas para a molécula (p=0,0017) e aumento da expressio do CR1 pela MIF
(»=0,0056). Quando observados a expressdo do CR3 (Grafico 8) em células positivas
para CR1, houve significado estatistico com aumento da expressio do CR3 entre

pacientes e individuos saudaveis (p=0,0514).
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Gréfico 7 — Frequéncia de monécitos CD14"'CD11b"'CD35" e expressdo do CR1
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Fonte: Elaborado pelo autor. **Teste ¢ (p=0,0017) e **Teste ¢ (p=0,0056)
Gréfico 8 — Expressdo do CR3 em populagdo de mondcitos CD14'CD11b'CD35"
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Fonte: Elaborado pelo autor. **Teste t (p=0,0017) e *Teste t (p=0,0514)

Foram analisados monoécitos CD14+CD11b; individuos saudaveis
apresentaram média de 31,85 + 26,34 na frequéncia de células positivas para CR3 e
meédia da MIF de 48,79 + 12,33 quanto a expressdo do CR3. Em pacientes a frequéncia
de células positivas para CR3 foi de 59,17 + 29,17 ¢ média da MIF de 88,03 + 81,5 na
expressao do CR3.

Os resultados obtidos para o CR3 (Grafico 9), demonstraram significado

estatistico entre pacientes e individuos saudaveis com aumento na quantidade de células
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positivas para a molécula (p=0,0057) e aumento da expressio do CR3 pela MIF
(»=0,0514).

Gréfico 9 — Frequéncia de monécitos CD14'CD11b"e expressio do CR3
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Fonte: Elaborado pelo autor. **Teste ¢ (p=0,0057) e *Teste ¢ (p=0,0514)

Dentro populagio de mondcitos CD14'CD11b'CD35", foi encontrada
diferencas entre a expressdo de CD14 em células positivas para CR1 em 5 individuos
sauddveis.  Foram  observados de  mondcitos ~ CDI14"¢"CD11b"CD35"e
CD14°CD11b'CD35".

Para a populagio de mondcitos CD14"€"CD11b"CD35" foi encontrada
média de 1,1 + 0,91 de células positivas e média da MIF de 22,63 + 2,70 para expressao
do CR1, para expressdo do CR3 a média da MIF foi de 56,8 + 34,85 e para expressdo do
CD14 a média da MIF foi de 548,7 + 121,2.

Para a populacdo de mondcitos CD14"°"CD11b'CD35" foi encontrada
média de 14,8 + 8,90 de células positivas e média da MIF de 22,58 + 4,39 para
expressdao do CR1, para expressdo do CR3 a média da MIF foi de 35,58 + 7,79 e para
expressdao do CD14 a média da MIF foi de 61,07 + 7,86.

Estes resultados demonstraram diferengas entre estas populagdes, com
significancia estatistica.Na populacdo de monocitos com alta expressdo de CD14, foi
observada aumento na expressdo de CR3; na populagdo de mondcitos com baixa

expressdao de CD14, foi observada baixa expressdo do CR3. Quando comparados ambas
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populagdes pela expressdao do CR1, foi observado significado estatistico na quantidade

de células positivas para o CR1 (p=0,0088).

6.2.3 Linfocitos

Cinco mil eventos foram adquiridos na gateR1 para cada paciente e
individuos saudaveis. Foram separadas conforme marcadores de superficies celular,
populacdo de linfocito T CD3'CD35" e linfécitos B CD19'CD35™

Para linfécitos T CD3"°CD35", individuos saudaveis apresentaram média de
9,5 + 5,12 células positivas para CR1 ¢ média da MIF de 14,02 + 3,06 para a expressao
do CRI1 em células positivas para a molécula. Em pacientes a média de células positivas
foi de 6,94 + 6,26 ¢ média da MIF de 15,95 +7,14.

Os resultados obtidos para o CRI1 (Grafico 10), ndo demonstraram
significancia estatisticas entre pacientes e individuos saudaveis quanto a quantidade de

células positivas (p=0,1893) e expressdo do CR1 pela MIF (p=0,2999).

Grafico 10 — Frequéncia de linfécitos T CD3'CD35" e expressio do CR1
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste 7 (p=0,1893) e Teste ¢ (p=0,2999)

Para linfécitos B CD19°CD35", individuos saudaveis apresentaram média

de 95,84 + 1,83 células positivas para CR1 e média da MIF de 55,99 + 8,18 para a
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expressdo do CR1 em células positivas para a molécula. Em pacientes a média de
células positivas foi de 86,43 = 10,92 ¢ média da MIF de 65,48 + 28,04.

Os resultados obtidos para o CR1 (Grafico 11), demonstraram significancia
estatisticas entre pacientes e individuos saudaveis, com diminuicdo de células positivas
para o CR1 (p=0,001) mas, ndo houve significado estatistico para expressao do CR1

pela MIF (p=0,1774).

Grafico 11 — Frequéncia de linfécitos T CD119°CD35" e expressio do CR1
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Fonte: Elaborado pelo autor. **Teste ¢ (p=0,001) e Teste t (p=0,1774)
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7 DISCUSSAO

A Leishmaniose Visceral é uma doenca endémica, negligenciada e acomete
principalmente a populacdo em zonas de alta vulnerabilidade social. Uma vez no
hospedeiro, o parasita tem por principal célula-alvo o macrofago, onde mudam a forma
inicial promastigota para a forma final amastigota, ocorre sua replicagdo e invasdo de
outras células. As interagdes parasita-hospedeiro definem o desenvolvimento ou ndo da
doencga. A resposta protetiva serd mediada pela imunidade celular através de células do
tipo Thl, com ativacdo de macréfagos pela citocina IFN-y e morte do parasita; a
modulagdo da resposta protetiva para uma resposta celular do tipo Th2 de

susceptibilidade, favorecem o estabelecimento da doenga. (RODRIGUES et al.,, 2016)

Os pacientes apresentaram caracteristicas clinicas comuns, como descrito na
literatura (BRASIL, 2014; FALEIRO et al, 2014, GRIENSVEN; DIRO, 2012)
apresentando, febre, perda de peso, adinamia, falta de apetite e aumento abdominal. Em
adultos a doenga ¢ mais sintomatica, associada a busca tardia por atendimento médico e

demora no diagnoéstico, conforme relatos da maioria dos pacientes.

O acometimento quanto ao género, afeta ambos os géneros, porém com
maior ocorréncia do género masculino em nosso estudo de 15 homens em relacdo a 3
mulheres, nao diferindo de outros estudos no Nordeste (ALBUQUERQUE et al., 2009;
GOES; GERALDO, 2013; LEITE; ARAUJO, 2013) o que sugere que a maior
exposicdo de homens ao adoecimento, esteja ligado as condi¢des climaticas (calor) que
provocam o habito do ndo uso de camisas e por consequéncia maior parte do corpo fica

exposta a picada do flebotomineo (COSTA et al., 1990)

O comprometimento hematologico ¢ comum na leishmaniose visceral, onde
a pancitopenia foi observada em todos os pacientes, resultando a um quadro de anemia,
leucopenia e trombocitopenia. Em 88 % dos pacientes, apresentaram niveis de
hemoglobina menores que 10,0 g/dl, dentro dos achados frequentes revisados por
Varma e Naseem (2010) que encontraram valores entre 7-10,0 g/dl na LV, mas a

patogénese na anemia nao ¢ totalmente compreendida.

A leucopenia ¢ frequentemente encontrada em pacientes com LV. Em nosso
estudo, 83% dos pacientes apresentaram leucopenia e 83% apresentaram neutropenia e
linfopenia. A trombocitopenia foi observada em 77% dos pacientes, com valores

inferiores a 150 mil/ mm3; acredita-se que estes valores diminuidos estejam associados
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a depressdo medular, sequestro esplénico, hiperesplenismo e a carga parasitaria na

medula (VARMA; NASEEM, 2010).

Varios estudos foram realizados, com objetivo de investigar a associagdo do
CR1 com as doengas, devido a observacdo de polimorfismo, multiplas fungdes na
resposta imune e a relagdo com doengas autoimunes e infecciosas. O CR1 ¢ CR3 estdo
presentes nos leucocitos realizando inumeras fungdes desde a regulagdo da cascata do
complemento, adesdo e fagocitose de microrganismos por neutrofilos e mondcitos e na
regulagio da proliferacio celular de linfécitos B. (LUKACSI ef al., 2017; JAVA et al.,
2015)

De acordo com os nossos achados, nos pacientes com leishmaniose visceral,
houve uma diminuicdo na frequéncia de neutréfilos CD11b'CD14"CD35" positivos
para CR1 e que passaram a expressar mais CR1 na membrana; observamos também,
uma reducio na expressio de CR3 em neutréfilos CDI1b'CD35", sugerindo a
associagdo destes receptores na internalizagdo do parasita por fagocitose na fase inicial e
no estabelecimento da doenga. Neutrofilos sdo as primeiras células a chegar ao local da
infeccdo (PETER, 2008) e quando ativados aumentam a expressdo do CRI1 na

membrana (CHANGELIAN et al., 1985).

Diversos fatores podem estar relacionados com a modulagdo
positiva/negativa destes receptores em neutrofilos, mas aqueles que explicariam melhor
seriam a expressdao de LPG e a GP63, receptores de membrana do parasita comumente
estudado por Cabezaser al., 2015. Estes receptores atuam no processo de evasdo do
parasita a destrui¢do pelo complemento. A LPG liga covalentemente ao fragmento C3b
¢ desativa a atividade da C5 convertase e formac¢do do complexo C5b-9 (MAC),
liberando na forma soltivel; a GP63 cliva o C3b soluvel em iC3b com ligagdo covalente
ao receptor. Opsonizado por C3b e iC3b, o parasita é reconhecido pelos receptores para

complemento CR1 e CR3 em neutroéfilos.

Estes receptores ativam o neutrdfilo, que por sua vez, passa-os a expressar
mais e ter a funcdo da fagocitose aumentada do parasita por adesdo ao CR1 e CR3 com
formagdo do fagossoma (CHANGELIAN et al., 1985; ISNARD et al, 2012). Esta
internalizacdo mediada por CR1 e CR3 colabora com os nossos achados na regulacdo
negativa destes receptores, sugerindo sua internaliza¢do junto com parasita, podendo
atuar na regulacdo da explosdo oxidativa e sobrevivéncia intracelular como descrito por

Rosenthal e cols (1996) em estudos in vitro com as espécies L. donovanie L. major.
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A diminui¢do na frequéncia de neutréfilos positivos para o CR1 observados
sugerem a translocacdo de receptores atuando na regulacdo na internalizacdo de mais
Leishmanias; neutrofilos infectados, tornam-se apoptoticos através da ligacdo do
parasita a anexina A5, que estimula a producdo de TGF-B modulando a sua sobrevida,
que por sua vez, aumenta a expressdo de fosfatidilserina (PS) prorrogando a entrada

tardia dessas células em apoptose como descrito por Van Zandberger (2002).

Monocitos possuem semelhangas no padrdo de expressdo do CR1 e CR3
quando ndo ativados, podendo ocorrer uma rapida translocacdo destes receptores na
membrana quando ativados (VAN FURTH, 1985). Observamos um aumento na
frequéncia de mondcitos CD14"'CD35" e de mondcitos CD14'CD11b'CD35" positivos
para CR1, indicando uma possivel estimulacdo por neutrofilos apoptoticos infectados,
uma vez que estes neutrofilos ligam-se ao CD14, induzindo a uma estimula¢do na
producdo acelerada de IL-10 anti-inflamatoria e altamente reguladora (BYME E REEN,
2002; MIKOLAJCZYK et al., 2016), favorecendo a entrada destas células apoptoticas -

“Cavalo de Tréia” por endocitose e infecgdo indireta do parasita de forma silenciosa.

Uma vez liberadas dentro do mondcito, estas células passam a servir como
hospedeiras potenciais nas mudangas morfologicas da Leishmania. A alta producdo de
IL-10 estimulada pelo parasita, desativa a maquinaria oxidativa da célula, tornando-o
habil a sua replicacgdo, até serem liberadas pelo rompimento celular e infec¢cdo em novos
monocitos (ANTOINE, 1990). No meio extracelular o parasita na forma amastigota,
possui maior resisténcia ao complemento e ainda expressa suas proteinas de membrana

essenciais a sua sobrevivéncia.

A GP63 presente na forma amastigota cliva o C3b soluvel em iC3b,
ocorrendo opsonizagdo do parasita por ambos os fragmentos, favorecendo a ligacdo a
receptores para complemento CR1 e CR3. Observamos diferengas entre a expressao
destes receptores em mondcitos CD14"CD35" e em monocitos CD14'CD11b'CD35" de
pacientes quando comparados a individuos saudaveis. O CR1 tem aumento na
expressdo em ambas as populagdes ¢ o CR3 tem um aumento em mondcitos

CD14'CD11b'CD35".

Populagdes de mondcitos que expressam CDI14" possui aumento na
expressdo do CR3 em infecgdes por microrganismos (SERBINA et al., 2008) e possui
alta relacdo com o receptor CR1 na internalizagdo de L. donovaniem ensaios in vitro

(DA SILVA et al., 1989) sugerindo que o alvo celular preferencial na leishmaniose
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visceral sdo monécitos CD14'CD11b"CD35", favorecendo a internalizacio do parasita

e inducdo a diferenciagdo em macrofagos anti-inflamatorios.

Subpopulagdes de mondcitos sdo objetos de estudo no entendimento dos
processos fisioldgicos e na doenca. As diferencas de expressao do CD14 na membrana,
desempenha inumeras fungdes na fagocitose, processos inflamatorios, reparacdo
tecidual, apresentagdo de antigeno, aumento na mobilidade e no comportamento de
patrulhamento (PENG et al., 2016; ROJAS et al., 2015). O que colabora com nossos
achados em individuos saudaveis com diferengas na expressdo do CD14, observamos
em 5 destes individuos, mondcitos CD14™"CD11b+CD35 e mondcitos
CD14°CD11b+CD35+ sugerindo sua importancia fisiolégica na homeostase,

necessitando de melhor investigacdo e estudos adicionais.

O padrio de resposta imune desenvolvido pelo individuo durante a LV
determina o caminho na infeccao sist€émica, com a diminui¢ao na producao de citocinas
pro-inflamatérias [FN-y e IL-12 e aumento de citocinas anti-inflamatorias IL-4, IL-10 e
TNF-a. A TNF-a ¢ responsavel pelos sintomas da febre, perda de peso, palidez e
desempenha papel importante na ativagdo policlonal de linfocitos B (PERUHYPE-
MAGALHAES, et al, 2005). A regulagio da ativagdo policlonal esta relacionado ao
CR1 (KHERA et al, 2008), observamos que em linfocitos B CD19+CD35+ de pacientes
comparados a individuos saudaveis uma diminui¢do na frequéncia de células positivas

para CR1, sugerindo esta possivel fun¢do na regulacio fisioldgica no doente.

A modulagdo na frequéncia e expressao de receptores para complemento em
leucocitos na leishmaniose visceral, necessita de melhor compreensdo e avaliagdo na
associacdo com outros receptores. O CR1 e CR3 sdo moléculas com valor relevante
para novas pesquisas, podendo assim surgir como possiveis marcadores para o
entendimento do caminho na infec¢do por microrganismos e suas interagdo parasita-

hospedeiro.
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8 CONCLUSAO

v

Ha diferengas na expressdo dos receptores CR1 e CR3 em leucécitos CD11b",
CDI14", CD3", CD19" em pacientes com leishmaniose visceral sem tratamento
quando comparados com individuos saudaveis;

Nos pacientes com leishmaniose visceral sem tratamento, a expressao de CR3
diminui na populagdo de neutréfilos e a expressdo de CR1 diminui na populacio
de neutréfilos CD14", que também se apresenta com menor frequéncia;

Nesses mesmos individuos, tanto CR1 como CR3 tem expressdao aumentada em
mondcitos e na populagdo de monécitos CD11b", assim como a frequéncia de
ambas populacdes celulares;

Aquelas alteracdes podem indicar modulagdo de CR1 e CR3 tanto em
neutrofilos e mondcitos, células-alvo da infeccdo, induzidas pela Leishmania;
Nos pacientes com leishmaniose visceral sem tratamento, apenas a frequéncia
dos linfocitos B CD35", apresentou queda em relagio aos individuos saudaveis,
indicando um possivel controle da ativac@o policlonal que ocorre nos individuos
acometidos com o Calazar;

Nao foram observadas diferencas entre pacientes com leishmaniose visceral
segundo a forma de tratamento, ambulatorial ou internamento, indicando néo

haver correlagdo com as diferencas na apresentagdo clinica da doenga.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado pela Dra. Lilia Maria Carneiro Camara para participar da pesquisa:
ESTUDOS DA EXPRESSAO CRI EM CELULAS SANGUINEAS DE INDIVIDUOS
INFECTADOS COM LEISHMANIA INFANTUM. Vocé ndo deve participar contra a sua
vontade. Leia atentamente as informagdes abaixo e faga qualquer pergunta que desejar, para que
todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos. A pesquisa tem por objetivo estudar
a quantidade da molécula CR1 presente nas células do sangue, que é responsavel pela retirada
de impurezas no seu sangue e iremos verificar se esses valores refletem no desenvolvimento da
doenga Calazar. Serdo colhidas duas amostras de 5ml de sangue de uma veia do brago no
momento do seu internamento. Isto ndo trard risco a sua vida, mas podera ocasionar um
desconforto e dor no local da coleta. Ndo havera mudanga em qualquer tratamento que vocé
esteja fazendo. Além disso, sera preenchido um formulario com informagdes como idade, data
de nascimento, telefone, endereco, sinais e sintomas da doenca e exames laboratoriais. As
informagdes referentes aos exames laboratoriais serdo retirados do prontuario. Vocé ndo pagara
e nem receberda qualquer valor em dinheiro pela participacdo neste estudo. A sua participagio
estara contribuindo para novas estratégias no controle do Calazar. Destacamos que a qualquer
momento o participante podera recusar a continuar a pesquisa e também podera retirar o seu
consentimento sem que isso lhe traga qualquer prejuizo. Garantimos que as informagdes
conseguidas através de sua participagido ndo permitirdo a identificagio de sua pessoa, exceto aos
responsaveis da pesquisa, e que a divulgacgio das informagdes mencionadas s sera feita entre os
profissionais estudiosos do assunto. Os pesquisadores envolvidos serdo encontrados no
endereco: Rua Coronel Nunes de Melo n°. 1315, bairro Rodolfo Tedfilo. Vocé tera todas as
informagdes que desejar sobre os resultados da pesquisa através da coordenagdo responsavel
pelo projeto: Prof* Dr*. Lilia Maria Carneiro Camara (85) 99973-2748 / 3366-8641 / 3023-
2084.

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideragio ou duvida, sobre a sua participagdo na pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ na Rua Coronel
Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344. (Horario: 08:00-12:00 horas de
segunda a sexta-feira). O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceara
responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos.

O abaixo assinado A

anos, RG: , declara que é de livre e espontinea
vontade que estd como participante de uma pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds sua leitura, tive a oportunidade de
fazer perguntas sobre o seu conteudo, como também sobre a pesquisa, e recebi explicagdes que
responderam por completo minhas duvidas. E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada
deste termo.

Fortaleza, / /

Nome do participante da pesquisa Data:  / /

Nome do Pesquisador Data:  / /

Nome da testemunha Data: )

Nome do profissional que aplicou 0o TCLE Data:  / /
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APENDICE B

FICHA DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE

Nome:

Idade: | Data de nascimento:

Enderego:

Telefone (incluir dois ou mais):

Prontuario: | Data de admissio:

Inicio dos sintomas (em semanas/meses):

Diagnostico: clinico () laboratorial { )

Biopsia: medula ossea () figado( )bago( )

Mielograma:

Cultura para leishmania: nio realizada ( ) realizada ( ): positiva( ) negativa( )

Sorologia para calazar: nio realizada ( ) realizada( ): positiva( ) negativa( )

Inicio quadro: Febre ( ) Perda de peso( ) Aumento do vol. abdominal { )

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

Gengivorragia () Palidez cutineo-mucosa ( ) Tosse( ) Diarréia( )

Inicio do tratamento:

Tipo de tratamento (drogas utilizadas, posologia e duragio em dias):

Teve complicagdes? Nio( )Sim( )

Quais complicagbes:

DADOS LABORATORIAIS:

Sorologias:

Hemoglobina: Hematocrito: Leucocitos totais:

Leucograma (% e totais):

Provas de fungiio hepatica: Bilirrubina total () Bilir. Direta( ) Bilir Ind( )

TGO/AST ( ) TGP/ALT ( ) Fosfatase alcalina ( )

Albumina ( ) Globulina ( ) Rel. albumina/globulina( )

Radiografias/ultrassonografias:

COLETA DE AMOSTRAS:

Data da 1* Coleta de sangue: Sangue ( / / ) Soro( / /

Data da 2 Coleta de sangue: Sangue ( / / ) Soro( / /

OBSERVACOES ( no verso):




APENDICE C - PLANILHA COM BANCO DE DADOS
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Linfécitos T

Linfocitos B

Neutréfilos

oct | 1baoe | GENERO CD3'CD35" cD19"CD35" CD11b'CD35" NeutréfilosCD11b"'CD14°CD35" | Monécitos CD14°CD35" | MonécitosCD14'CD11b*'CD35"
% C“[/:;FS % C“Igi:s % C“[/:;FS Clli\),lllib % MIF CD35 MIF CD11b % C“SL’FS MIF CD14 % MIF CD35 MIF CD11b

5 42 Fem 2,2 | 12,86 | 87,6 | 56,23 | 99,3 | 67,93 | 38,54 26,4 70,01 3555 | 51| 39,6 | 410,47 | 18,2 53,21 61,31
7 39 Masc 42| 12,24 | 66,7| 3539 | 939 | 33,98 | 34,91 6,5 47,69 50,48 | 41,1 | 24,58 | 153,99 9,5 43,89 34,7
10 44 Masc 6,1 | 12,75 | 76,2 51,4 | 99,2 | 46,14 | 81,31 6,8 52,78 58,56 | 72,5 | 46,98 | 352,27 | 52,5 63,17 52,55
12 72 Masc 6,1 | 11,76 | 79,5| 57,51 | 87,9 | 43,71 | 93,06 73,1 45,59 105,54 | 35,4 | 34,29 | 784,39 | 35,9 39,66 105,51
13 40 Fem 18,1 | 19,46 | 95,3 | 127,49 | 92,8 | 36,19 | 27,63 11,5 40,29 31,34 | 29,8 | 17,0 | 176,24 1,4 29,44 56,76
17 27 Masc | 12,2 | 13,46 | 97,6 | 130,39 | 96,8 | 33,38 | 40,32 93,0 35,91 40,32 | 29,9 | 30,78 | 1074,61 7,2 43,53 44,38
19 18 Fem 2,1 | 12,63 | 90,9 | 58082 | 94,9 | 46,14 | 25,95 9,2 76,35 17,15 | 53,5 | 28,9 | 385,42 6,6 248,47 54,56
20 74 Masc 0,1| 18,77 | 72,9 | 55,23 93,3 | 4573 | 17,15 25,0 53,52 15,4 | 79,8 | 24,69 | 323,42 11,9 33,49 21,23
22 20 Masc | 13,3 13,1 | 93,89 | 96,47 | 97,1 | 44,91 | 25,48 1,7 116,58 26,18 | 32,5 | 19,99 | 355,45 5,7 33,26 38,08
24 31 Masc 6,3| 13,95 | 96,41 | 63,78 | 99,6 | 52,33 | 124,09 54,4 55,09 130,97 | 71,8 | 46,98 | 471,88 | 56,2 59,32 68,26
26 55 Masc 7,1 | 42,17 | 82,32 | 58,29 | 99,0 | 46,56 | 101,82 98,9 44,91 552,32 | 37,0 | 40,32 | 943,21 | 37,9 131,01 353,71
27 44 Masc 1,4 | 13,82 | 948 | 66,71 | 96,5 | 27,38 | 45,73 54,3 31,61 57,77 | 15,1 | 30,78 | 1084,32 6,1 47,4 48,03
28 20 Masc 39| 14,39 | 87,5| 60,43 | 98,8 | 42,17 | 42,17 49,3 49,82 35,23 | 68,5 | 41,05 | 552,32 | 49,8 54,78 61,56
30 35 Masc 1,3 | 13,04 | 97.0| 44,71 | 98,8 | 40,32 | 134,56 1,3 55,83 235,01 | 62,8 | 48,26 | 336,78 | 64,6 56,3 230,53
32 31 Masc 24| 12,69 | 90,0 | 41,42| 989 | 474| 67,93 62,8 58,05 72,34 | 15,3 | 28,13 | 547,37 8,4 45,51 72,91
35 18 Masc 21| 22,47 | 93,4| 8896 | 92,9 | 3491 | 71,69 61,8 42,31 75,67 | 43,2 | 35,55 604,3 | 36,2 45,52 71,28
39 54 Masc | 14,8 | 14,33 | 92,38 54,0 | 99,3 | 54,74 | 207,21 42,6 88,49 186,01 | 66,2 | 36,52 | 378,55 | 64,6 39,71 137,75
40 49 Masc 2,4 | 13,22 | 61,44 | 31,34 | 98,8 | 38,89 | 70,41 58,7 48,28 74,99 | 28,9 | 34,29 | 685,39 12,2 52,73 71,34

PCT - pacientes.

% - quantidade de células positivas para CR1

MIF - Intensidade de Fluorescéncia do CR1 (CD35) e CR3 (CD11b)
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Linfécitos T Linfécitos B Neutrofilos . + + + Mondcitos . . + + +

- IDADE | GENERO cD3'cD35" cD19'CD35" CD11b'cD35" NeutréfilosCD11b"CD14°CD35 cDb14*cD3s’ MondcitosCD14 CD11b"CD35

% c“ggs % c“gg:s % c“gl;s cm‘;b % MIF CD35 | MIF CD11b % c%!:s c“;':“ % MIF CD35 | MIF CD11b
CF1 22 Fem 54 | 12,75 | 96,5 | 64,36 | 94 | 29,16 34,60 | 23,6 29,89 35,71 | 18,3 | 14,69 | 523,5 3,8 29,95 49,15
CF2 60 Fem 4,4 13,1 98,1 | 49,14 | 99,6 | 26,66 93,90 48,7 26,72 104,6 | 54 24,14 | 305,05 25,3 34,31 40,88
CF3 26 Fem 8,3 13,95 | 92,8 | 66,12 | 98,4 | 26,42 76,35 88,8 27,79 78,44 | 15,2 | 16,11 | 449,1 5,9 21,15 44,75
CF4 30 Fem 8,7 | 22,27 | 95,5 | 46,14 | 99,9 | 63,21 | 198,10 | 23,8 56,16 177,83 | 42,8 | 29,16 | 813,12 30,9 36,58 68,05
CF5 59 Fem 12,3 | 15,12 | 95,3 | 57,25 | 98,7 | 50,03 | 119,71 89,6 51,23 119,71 | 10,1 | 18,6 661,17 5,2 24,27 33,51
CF6 71 Fem 13,1 | 19,63 | 94,5 | 51,86 | 99,8 | 46,98 | 155,38 93,7 48,43 155,38 | 4,2 | 17,23 | 469,75 1,2 23,08 31,15
cM1 23 Masc 4,1 11,7 93,7 | 68,54 | 99,8 | 46,56 | 138,24 70,1 48,5 140,75 | 12,7 | 17,31 | 626,43 11,2 22,5 72,54
CM2 22 Masc 6,0 11,34 | 95,9 | 66,71 | 96,1 | 27,38 91,40 44,4 29,11 92,22 | 4,2 | 15,12 | 518,61 1,9 21,95 38,97
CM3 24 Masc 6,7 12,08 | 97,3 | 61,53 | 99,9 | 50,48 | 104,60 88,5 52,04 107,46 | 8,4 | 15,61 | 743,18 5,8 36,58 52,31
CcM4 40 Masc 25,7 | 14,33 | 96,9 | 56,74 | 99,7 | 36,19 | 117,57 80,4 37,68 118,64 | 9,1 | 14,46 | 417,92 3,9 19,7 47,96
CM5 61 Masc 3,9 12,41 | 95,2 47,4 99,8 | 48,26 | 135,77 69,3 50,17 138,24 | 30,4 | 20,72 | 509,37 19,8 26,5 53,44
CM6 31 Masc | 10,0 | 11,55 | 97,4 | 50,48 | 99,7 | 50,48 | 196,32 | 65,8 39,16 209,08 | 6,5 | 12,19 | 403,15 | 2,0 16,93 53,25
cm7 30 Masc 54 | 11,44 | 97,4 | 47,4 | 88,4 | 30,51 | 179,43 | 49,6 33,07 199,89 | 11 | 15,96 | 388,91 9,1 21,06 34,26
CcmM8 44 Masc 11,0 | 11,55 | 94,3 | 40,32 | 99,7 | 48,26 | 137,00 44,7 49,71 139,49 | 6,4 | 18,35 | 445,08 3,4 26,96 37,23
cM9 32 Masc 10,2 11,6 97,6 57,0 99,7 | 40,32 87,38 76,0 40,9 92,22 | 2,3 | 16,18 | 425,51 1,2 25,79 39,84
CM10 23 Masc 12,4 | 14,72 | 97,5 | 60,98 | 99,9 | 42,55 74,32 | 66,8 43,48 77,74 | 3,0 | 16,25 | 417,92 1,5 27,98 59,34
cM11 27 Masc 11,3 | 16,62 | 91,8 | 53,28 | 99,9 | 34,29 | 140,75 93,7 34,99 1459 | 0,8 | 24,14 | 469,76 0,3 25,26 65,9
CM12 29 Masc 12,1 | 16,25 | 97,4 | 62,64 | 99,7 | 31,34 | 110,40 93 32,31 112,4 | 6,4 | 22,67 | 495,81 1,8 30,3 55,6

CTL -controles
% - quantidade de células positivas para CR1

MIF - Intensidade de Fluorescéncia do CR1 (CD35) e CR3 (CD11b)




it | ipaDE | GENERG o lg'ggffg?g‘my Monécitos CD14"¢"CD11b"CD35" Monécitos CD14'°*CD11b"CD35"

% MIF CD35 MIF CD11b % MIF CD35 MIF CD11b MIF CD14 % MIF CD35 MIF CD11b MIF CD14
CF5 | 59 Fem | 52 | 2427 | 3351 | 1,4 | 265 4429 | 76351 | 206 | 23,65 30,42 67,93
CF6 | 71 Fem | 1,2 | 23,08 | 31,15 | 04 | 23,75 28,9 518,61 | 43 | 22,73 31,3 66,12
CM6 | 31 | Masc | 20 | 1693 | 53,25 | 02 | 1938 | 117,68 | 482,61 | 7,1 | 16,78 49,22 66,12
CM7 | 30 | Masc | 9,1 | 21,06 | 3426 | 25 | 2246 | 4839 | 50029 | 252 | 20,87 32,18 50,94
CM8 | 44 | Masc | 34 | 2696 | 3723 | 1 | 21,05 | 4473 | 47829 | 172 | 28,87 34,8 54,25

CTL -controles

% - quantidade de células positivas para CR1

MIF - Intensidade de Fluorescéncia do CR1 (CD35), CR3 (CD11b) e CD14
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA E PESQUISA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
CEARA/ PROPESQ %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDOS DA EXPRESSAO CR1 EM CELULAS SANGUINEAS DE INDIVIDUOS
INFECTADOS COM LEISHMANIA INFANTUM

Pesquisador: Lilia Maria Carneiro Camara

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 52870716.1.0000.5054

Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.482.462

Apresentacao do Projeto:

Serdo avaliados trinta pacientes com diagnoéstico positivo de Leishmaniose visceral, considerando aspectos
clinicos, parasitologico e soroldégico em pacientes atendidos no Hospital Sdo José de Doengas Infecciosas,
referéncia em doengas infecciosas do Estado do Ceara, sem critérios de sexo,idade e regides endémicas.

Objetivo da Pesquisa:

Serao avaliados trinta pacientes com diagnoéstico positivo de Leishmaniose visceral, considerando aspectos
clinicos, parasitolégico e sorolégico em pacientes atendidos no Hospital Sdo José de Doengas Infecciosas,
referéncia em doengas infecciosas do Estado do Ceara, sem critérios de sexo,idade e regides endémicas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O presente trabalho podera ocasionar no participante da pesquisa um desconforto e dor no local da coleta
Se o participante da pesquisa se sentir

constrangido ou desconfortavel tera a total liberdade em desistir em qualquer momento independente do
motivo.

Beneficios:

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-275

UF: CE Municipio: FORTALEZA

Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
CEARA/ PROPESQ %"01'

Continuacao do Parecer: 1.482.462

O Leishmaniose visceral ou Calazar &€ uma das doengas com maior prevaléncia no estado do Ceara,
gerando alto custo nas agdes de combate ao

vetor, controle e vigilancia humano e canino. Analises epidemiolégicas a partir dos nimeros de casos de
leishmaniose visceral demonstram uma alta

crescente durante os ultimos dez anos com aumento da letalidade nos 184 municipios do Estado.

Este trabalho ira contribuir na compreensao do papel da cinética de infecgdo em pacientes doentes com
leishmaniose visceral, e sua associagdo na mudanga no padrao da resposta imune do paciente. Caso nossa
hipétese se confirme, as acdes de vigilancia e controle de doencas infecciosas devem ser repensadas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Sem comentarios.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos obrigatorios foram apresentados e estdo de acordo com a Resolugdo 466/12.
Recomendagodes:

Sem comentarios.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
sem comentarios.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

FORTALEZA, 07 de Abril de 2016

Assinado por:

FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
(Coordenador)

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 50.430-275

UF: CE Municipio: FORTALEZA

Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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ANEXO B - PARECER CQMITE DE ETICA E PESQUISA DO HOSPITAL
SAO JOSE DE DOENCAS INFECCIOSAS

HOSPITAL SAO JOSE DE
DOENCAS INFECCIOSAS - HSJ W"“’
/ SECRETARIA DE SAUDE DE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDOS DA EXPRESSAO CR1 EM CELULAS SANGUINEAS DE INDIVIDUOS
INFECTADOS COM LEISHMANIA INFANTUM

Pesquisador: Lilia Maria Carneiro Camara

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 52870716.1.3001.5044

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.598.261

Apresentacdo do Projeto:

As leishmanioses estao entre as principais doengas negligenciadas e entre as seis doengas infecto
parasitarias de maior importancia no mundo. A leishmania € um patégeno intracelular obrigatorio com pelo
menos 11 espécies de importancia médica, destacando a Leishmania infantum no nordeste do pais,
contribuindo com 50% dos casos de leishmaniose visceral. O estudo a ser desenvolvido é do tipo caso
controle, prospectivo e composta por 30 individuos sadios e 30 pacientes com diagnostico positivo de
Leishmaniose visceral.

Objetivo da Pesquisa:

Compreender a dinadmica da expresséao do receptor para complemento tipo 1 (CR1) em células sanguineas
de pacientes com leishmaniose visceral e sua correlagdo com invasao celular por Leishmania infatum.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos se limitam ao desconforto e dor no local da coleta de sangue. A contribuigdo dar-se-a pelo
conhecimento sobre a compreenséo da cinética de infecgdo em pacientes acometidos pela doenga e sua
associa¢cao na mudanga no padrdo de resposta imunologica.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A evolucgdo da leishmaniose depende de uma serie de fatores envolvidos entre hospedeiros e

Enderego: Rua Nestor Barbosa, 315
Bairro: Parquelandia CEP: §0.455-610
UF: CE Municipio: FORTALEZA

Telefone: (85)3452-7880 Fax: (85)3101-2319 E-mail: melmedeiros@hotmail.com
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HOSPITAL SAO JOSE DE
DOENGAS INFECCIOSAS - HSJ € Q8racey orme
/ SECRETARIA DE SAUDE DE

Continuagdo do Parecer: 1.598.261

patogenos, principalmente das diversas estratégias de escape do parasito, capaz de modular a resposta
imune e regular as principais fungoes da célula hospedeira. Estudos mostram a importancia do CR1 nas
interacbes parasita com o sangue do hospedeiro. Parece que a ligacdo de formas promastigotas ac CR1 de
eritrocitos relaciona-se com o perfil de resposta antes e apos o tratamento. Espera-se que essa andlise
contribua para melhorar estratégias no controle da doenga e aprofunde sua influéncia no agravo e
prevaléncia da doenca em areas endémicas.

Consideragées sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

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

Recomendacées:

Ha necessidade de melhor definir os casos de pacientes acometidos pela doenca. Diante de muitos
métodos diagnosticos é preciso definir o teste padrao ouro que caracterizara o individuo acometido pela
doenca.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sd0 José ANALISOU e NAO INDICOU PENDENCIAS

concluindo parecer favoravel a realizagao do projeto.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Situac¢ao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

FORTALEZA, 20 de Junho de 2016

Assinado por:

Melissa Soares Medeiros
(Coordenador)

Enderego: Rua Nestor Barbosa, 315

Bairro: Parguelandia CEP: §0.455-610

UF: CE Municipio: FORTALEZA

Telefone: (85)3452-7880 Fax: (85)3101-2319 E-mail: melmedeiros@hotmail.com
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