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“De tudo ficaram trés coisas...

A certeza de que estamos comecgando...

A certeza de que é preciso continuar...

A certeza de que podemos ser interrompidos antes de
terminar...

Facamos da interrup¢ao, um caminho novo...
Da queda, um passo de danga...

Do medo, uma escada...

Do sonho, uma ponte...

Da procura, um encontro!”

Fernando Sabino
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RESUMO



A leishmaniose visceral €& caracterizada pela visceralizacdo da
leishménia pelo sistema fagocitico-mononuclear. A expressdo clinica da
doenca depende de fatores como a espécie e viruléncia da cepa e o tipo de
resposta do sistema imunitario, caracteristicas individuais, genética e o meio
ambiente em que o individuo esta inserido. O glucantime continua sendo a
droga de primeira escolha no tratamento desta doenca e a resposta clinica ao
tratamento depende da inter-relacdo de varios fatores. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia do glucantime sobre a fungdo dos mondcitos e
neutréfilos de criangas com leishmaniose visceral. Foram avaliados os
parametros clinico-evolutivos e a funcdo dos fagdécitos de 23 criangas com
leishmaniose visceral e 18 criancas controles sem a doenca. A capacidade
fagocitaria dos mondcitos e neutrofilos e a capacidade microbicida foram
avaliadas antes, apds 48 h e ao final do tratamento com glucantime. O teste de
fagocitose foi realizado utilizando-se Saccharomyces cerevisiae, pelos
receptores que reconhecem padroes moleculares de patdégenos e pelos
receptores que reconhecem os componentes do complemento e por¢cao Fc da
IgG. A producdo de anions superoxido foi avaliada pelo teste do nitroblue
tetrazolium. A desnutricdo foi mais freqluente entre as criancas com
leishmaniose visceral, e 0 escore z da estatura para idade (E/lI) mostrou relagao
direta com a capacidade microbicida. Infeccdo bacteriana foi observada em
35% das criangas, sendo o pulmao o local mais frequentemente acometido.
Hepatite ocorreu em 74% dos casos e insuficiéncia hepatica foi observada em
uma crianga. Provavelmente houve hepatotoxidade em 13% dos casos. O

tamanho do bago mostrou relagdo inversa com a concentragédo de hemoglobina
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e com o indice fagocitario dos mondcitos. Observou-se melhora da febre em
61% das criangas no sétimo dia de tratamento, reducdo do tamanho do baco e
do figado das criancas em 55% e 54%, respectivamente, na segunda semana,
melhora da pancitopenia com aumento em 20% da concentragcdo de
hemoglobina, em 46% no numero de globulos brancos e em 67% no numero
das plaquetas e tendéncia a diminuicdo das enzimas hepaticas na segunda
semana de tratamento. Houve dois Obitos devidos a insuficiéncia respiratoria e
hepatica. O indice fagocitario de neutréfilos e mondcitos estava aumentado nas
criangas com leishmaniose visceral antes do tratamento, devido ao aumento da
média de levedura ingeridas por fagocito, o que sugere um aumento na
expressao de receptores para complemento e porgdo Fc das IgG nestes
fagécitos, induzidas pela infecgdo parasitaria. Entretanto, observamos uma
diminuicdo na capacidade microbicida dos fagdcitos nas criangas com
leishmaniose visceral antes do tratamento especifico. O tratamento com o
glucantime contribuiu para a melhora dos parédmetros clinicos e laboratoriais e
aumentou a capacidade microbicida dos fagédcitos. Entretanto, esta droga
modulou negativamente a capacidade fagocitaria. Mostramos a acéo desta
droga como moduladora da resposta do sistema de fagocitos. A aumentada
capacidade fagocitaria associada com a diminuida produgdo de moléculas
microbicidas pode fazer parte dos mecanismos de escape do parasita da
resposta imune do hospedeiro e o tratamento com o antimonial possivelmente
esta atuando como um mecanismo de contra-escape, aumentando a

competéncia microbicida destas células.
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Visceralizing of leishmaniasis is in part due to the mononuclear
phagocyte system. The clinical manifestations depend on several factors as
parasite and virulence of the strain, the type of immune response, genetic and
environment. The meglumine antimoniate remains the first choice for the
treatment of the disease and the cure depends on several factors. This work
aimed to evaluate the influence of meglumine antimoniate on phagocytosis and
superoxide production by phagocytes from visceral leishmaniasis children.
Phagocytosis was assessed in 16 infected children, before, 9 children 48h after
treatment and in 16 children at the end of the therapy, and in 18 normal control,
using Saccharomyces cerevisiae, through pattern recognition receptors and
opsonin receptors. The production of superoxide was assessed by the nitroblue
tetrazolium test. Clinical and laboratorial parameters of 23 children were
evaluated and followed up. The malnutrition was frequent in children with
visceral leishmaniasis and the z score height for age showed positive
relationship with the microbicidal capacity. Bacterial infection was observed in
35% of the diseased children and the lung was the most frequent site of
infection. Acute hepatitis was observed in 74% of the cases and hepatic
insufficiency was present in one patient. In 13% of the cases hepatotoxicity was
observed, probably secondary to meglumine antimoniate use. The spleen size
showed negative relationship with the hemoglobin concentration and phagocytic
index of monocytes. The fever decreased in 61% of the children in the seventh
day of treatment. After two weeks there was 55% and 54% reduction of spleen
and liver, respectively, 20% increase of hemoglobin concentration, 46%

increase of leukocytes and 67% increase of platelets and showed tendency to
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reduction of hepatic enzymes. There were two deaths due to hepatic
insufficiency and respiratory failure. The phagocytic index of monocytes and
neutrophils was increased in children with visceral leishmaniasis before
treatment due to an increase of the median of ingested S. cerevisiae by
phagocyte. This suggests an increase of opsonin receptors expression induced
by parasitic infection. However, it was observed reduction of microbicidal
capacity of phagocytes in children with visceral leishmaniasis before specific
treatment. The antimoniate treatment contributed to improve the clinical and
laboratorial parameters and the microbicidal capacity of phagocytes. However,
the antimoniate modulated negatively the phagocytic capacity. The increased
phagocytic capacity associated with the reduction of microbicidal molecules
may play a role in the escape mechanism of the parasite from the host immune
response and the antimonial treatment is probably acting as a counter escape

mechanism, therefore increasing the microbicidal capability of these cells.
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1. INTRODUGAO



As leishmanioses sdo um conjunto de doengas caracterizado por uma
grande diversidade e complexidade. A diversidade ocorre porque pode ser
causada por 21 a 30 espécies de protozoarios do género Leishmania (Shaw,
1994), transmitida por cerca de 30 espécies de vetores (Desjeux, 1996). A sua
distribuicdo é endémica em 88 paises, atingindo o subcontinente indiano,
Africa, Asia, bacia do mediterraneo e sul da América (Herwaldt, 1999).

Sua complexidade esta no fato de que é o produto da inter-relagao desta
enorme variedade de espécies e de vetores associada a diferentes
hospedeiros com diversas respostas do sistema imunitario sob a influéncia de
diferentes condicdbes ambientais. Esta complexidade determina diferentes
apresentacdes clinicas, que se manifestam principalmente de quatro formas:
cutanea (LC), mucosa (LM), cutdneo-mucosa (LMC) e visceral (LV). Estes tipos
de apresentacdes clinicas dependem da espécie da Leishmania, do vetor e
reservatorio envolvidos, da distribuicdo geografica, como também da resposta
imune do hospedeiro frente ao parasita, caracterizando a especificidade desta
nosologia (Ashford, 1996).

Dentre as varias sindromes clinicas existentes, a leishmaniose visceral é
a forma de maior gravidade, pois se nao tratada, pode ter evolugao fatal, ou
seja, relaciona-se com letalidade e mortalidade, enquanto as outras formas se
relacionam principalmente com morbidade. Estima-se que sua incidéncia seja
de 500.000 casos novos por ano, dos quais 90% estao distribuidos em cinco
paises: Bangladesh, nordeste da india, Nepal, Sud&o e Brasil (Desjeux, 2004).

No Brasil, a leishmaniose visceral se distribui em todas as regides

administrativas, exceto na regido sul. O Nordeste € considerado o maior foco



endémico do pais. Até a década de 90, apresentava cerca de 90% dos casos
do pais, no entanto, a partir de 2002, tem se observado uma redugcao dos
casos para 77% devido ao aumento da doenga nas regides sudeste e centro-
oeste (Ministério da Saude, 2006). Associado, tem se observado modificagbes
epidemioldgicas, a leishmaniose visceral deixando de ser uma doenca
principalmente rural, como ocorre no nordeste, passando a atingir cidades de
grande e médio porte, principalmente nas regides sudeste e centro-oeste.
Ademais, tem sido observada sua associacdo, como infecgdo oportunista, em
pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Pintado, 2001) e o
surgimento de casos importados apds viagem a areas endémicas (Kafetiz e
cols, 2002) tém contribuido para o0 aumento do numero de casos.

Nos ultimos anos, a letalidade pela leishmaniose visceral no Brasil vem
aumentando paulatinamente, passando de 3,6% no ano em 1994 para 6,7%
em 2003 e a analise parcial dos dados de novembro de 2004 demonstrou um
aumento de 26% na letalidade, demonstrando a urgéncia de um melhor
entendimento das manifestagdes clinicas, laboratoriais e imunoldgicas desta
doenga (MS, 2006).

No Distrito Federal n&o havia até o ano de 2005 nenhum caso registrado
de leishmaniose visceral autéctone, sendo que, os casos registrados e tratados
eram procedentes de outros estados. Em agosto de 2005, foi confirmado o
primeiro caso autoctone da regido, refletindo a importancia desta doenga para
a regiao centro-oeste.

A leishmaniose visceral € causada por protozoario pertencente a ordem

Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e do género Leishmania, sendo que a



espécie endémica no Brasil € a L. chagasi, que faz parte do complexo
donovani. Este género apresenta-se sob duas formas evolutivas: a forma
aflagelada (amastigota), parasito intracelular obrigatorio, e a forma flagelada
(promastigota). A primeira se reproduz no citoplasma  dos
macrofagos/mondcitos do hospedeiro, enquanto que a segunda o faz no
intestino do inseto vetor, as fémeas do flebotomineo do género Lutzomyia.

O Lutzomyia longipalpis € a principal espécie transmissora no Brasil,
sendo antropozoofilica, e com caracteristica de transmissdo domiciliar e
peridomiciliar (Barata e cols, 2004). No meio urbano, os caes s&o as principais
fontes de infecg¢ao, pois quando infectados podem permanecer assintomaticos
ou oligossintomaticos, perpetuando o ciclo e promovendo a disseminagédo da
doenga (Marzochi e cols, 1994). J& no meio silvestre, as principais fontes de
infeccdo sé&o as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) (Silva e cols,
2001) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (Sherlock, 1996).

A transmissao ocorre apos a inoculagao da forma promastigota existente
na saliva do vetor durante o repasto sanguineo. A saliva do flebétomo parece
ter um papel importante na transmissao da forma infectante bem como no
escape do parasita a defesa do organismo. Nela existem substancias que
interferem na apresentagdo de antigenos (Kamhawi, 2000) e estimulam a
producdo de IL-4 e IL-10 que modulam negativamente a fungdo dos
macrofagos (Roger e cols, 2002), inibindo a produc¢do de oxido nitrico (NO) e a
morte dos parasitas por estas células (Hall e cols, 1995).

Apds a introdugao no hospedeiro, o parasita se liga a receptores, como

os receptores para componentes do complemento, CR1, CR3 e C3b, na



superficie dos macrofagos, antes de ser interiorizado (Saha e cols, 2004).
Dentro do macrofago, a forma promastigota metaciclica se transforma em
amastigota onde se divide por multiplicagdo binaria. Com o rompimento do
macrofago, as formas amastigotas produzidas se espalham e infectam outros
macrofagos perpetuando o ciclo no hospedeiro.

Somada a capacidade de disseminagao por meio do sistema fagocitico-
mononuclear a leishméania desenvolveu mecanismos de escape a resposta do
hospedeiro contra o parasita conseguindo sobreviver em locais nos quais
outros organismos seriam rapidamente destruidos. Estes mecanismos
possibilitam a sobrevivéncia do parasito dentro do fagolisossomo por meio da
ativacao da bomba de H*, modificando o pH do meio intracelular, pela presenca
de moléculas de superficie capazes de inibir ou digerir as enzimas do
hospedeiro, pela capacidade de entrar na célula do hospedeiro sem ativar a
producdo de radicais de oxigénio e nitrogénio, pela inibicdo da fusdo do
fagolisossomo e pela presenga de moléculas com capacidade de inibir a
producado de NO em resposta ao IFNy (Homell, 1999).

Inicialmente, a disseminacao dos parasitos acontece primeiramente para
0s ganglios linfaticos regionais e depois por meio da circulagédo sanguinea sao
levados dentro dos macréfagos para o figado, bago e medula éssea, quando
estimulam a resposta imune mediada por células que podera resultar apenas
em infec¢cao ou doenga em graus variaveis. Como a doenga se manifestara no
hospedeiro dependera de fatores como a viruléncia e a espécie da Leishmania

envolvida, o tipo de resposta imune do hospedeiro, bem como do estado



funcional do seu sistema imunitario e das caracteristicas individuais e genéticas
do hospedeiro (Gangneux e cols, 2000).

Desta forma, o tipo de resposta do sistema imunitario mediada pelos
linfocitos T CD4*, bem como o padrao das citocinas envolvidas, determinarido a
apresentacao clinica do paciente. Em até 85% dos pacientes a infeccdo pode
se apresentar assintomatica ou nas formas subclinica ou oligossintomatica e
muitos casos podem resolver espontaneamente ou nao requerer tratamento
(Berman e cols, 1997; Badar6 e cols, 1986; Holaday e cols, 1993). Nestes
pacientes observa-se a ativagdo de linfocitos T auxiliar do tipo 1 (Ta4),
especificos para antigenos das leishménias, com capacidade de secretar
citocinas que ativam macrofagos, como IFN-y e IL-12, respondem ao teste
cutaneo de hipersensibilidade retardada aos antigenos de leishmania e
apresentam granulomas nos tecidos envolvidos (Meller-Melloul e cols, 1991;
Sacks e cols, 1987; Carvalho e cols,1992).

Ja nos pacientes sintomaticos ou com infecgcbes mais graves, que sao
consequéncia da multiplicacdo desenfreada do parasita no sistema fagocitico-
mononuclear, as respostas associadas as células Ta1l podem estar deprimidas
e seus efeitos inibidos pela ativacdo da resposta dos linfécitos CD4*Ta,. Desta
forma, as citocinas relacionadas aos linfocitos Ta, (IL-4, IL-10, IL-13)
redirecionam as respostas dos linfécitos CD4* e inibem a secregcao das
citocinas pré-inflamatérias, desativando os macrofagos e perpetuando a
infeccao intracelular (Reiner e cols, 1995; Ghalib e cols, 1993; Murray e cols,

1997). Assim, ocorre uma baixa producao de IL-12 com menor produgao de

IFN-y (Carvalho, 1992) e o aumento na produg¢ao de TGF-3, o que propicia a



inibicdo dos macréfagos e a menor produgao de IFN-y (Barral e cols, 1992;
Wilson e cols, 1998).

A proliferagdo exacerbada de parasitas na forma sintomatica da doenga
leva a exposicéo do sistema imunitario a uma grande quantidade de antigenos,
estimulagdo da resposta imune humoral, dependente de linfécitos CD4* Taz2,
com liberacdo de IL-4 e IL-10, ativando os linfécitos B, e levando a
plasmocitose medular e hipergamaglobulinemia policlonal. A ativagdo da
resposta imune humoral, com o aumento dos titulos de anticorpos anti-
leishmania, acontece no inicio da infeccdo e depois das alteracbes
imunologicas celulares, no entanto, o papel destes anticorpos na resolugéo da
doenca ou na imunidade protetora ainda € desconhecido (Saha, 2006).

As manifestagdes clinicas da LV sintomatica s&o caracterizadas por
sinais e sintomas que variam no grau de intensidade e gravidade de acordo
com o periodo da evolugéo clinica da doenga e do 6rgdo acometido. Estao
presentes: febre intermitente prolongada (pela produgdo de FNT-a) (Ortega,
2003), palidez cutdanea (devido ao acometimento da medula &ssea,
hiperesplenismo, mecanismos autoimunes, infiltracdo medular, hemdlise,
hemorragias e deficiéncia de ferro associada) (Ortega, 2003), inapeténcia e
perda de peso (sindrome consumptiva pelo efeito catabdlico e anorético da
producao exacerbada de FNT-a) (Ortega, 2003; Pearson, 1992), distensao
abdominal e diarréia (pelo acometimento dos linfonodos mesentéricos e por
causar uma enteropatia perdedora de proteinas) (Mugai e cols, 1983), tosse
(pela pneumonite intersticial) (Duarte, 1989), petéquias, equimoses e

sangramentos pela diminuicdo do numero e presenca de anticorpos anti-



plaquetas (Pollack e cols, 1988) e pela alteracdo da fungdo hepatica
(Rodrigues e cols, 1958) e hepatomegalia e/ou esplenomegalia (pela
hiperplasia do sistema fagocitico-monuclear) (Ortega, 2003). A ictericia
também pode ocorrer em casos avangados (Ortega, 2003).

Manifestacbes raras podem acontecer como alteragcdes hepaticas
cursando com cirrose e insuficiéncia hepatica (Rodrigues e cols, 1958),
hepatite fulminante (Singh e cols, 1995) ou hepatite aguda (Khaldi e cols,
1990); alteragdes renais causando desde quadros leves até insuficiéncia renal
aguda, com nefrites e depdsitos de imunocomplexos levando a
glomerulonefrites (Salgado Filho e cols, 2003), sindrome hemofagocitica
(Gagnaire e cols, 2000) e sindrome de Guillain-Barre (Ortega,2003).

As alteragbes laboratoriais, que auxiliam no diagnostico desta doenga,
podem refletir tanto o acometimento dos 6rgaos e tecidos afetados quanto
podem determinar o estagio da doencga, ser preditor de pior progndstico ou
demonstrar a melhora apds o tratamento instituido. Os achados mais comuns
sdo a anemia normocrémica—normocitica, neutropenia, trombocitopenia e
inversdo da relacdo albumina/globulina, com hipoalbuminemia e
hipergamaglobulinemia (Ortega, 2003). Outros achados podem ser o aumento
das enzimas hepaticas, elevacdo da bilirrubina sérica e atividade de
protrombina entre 60 e 80% (Ortega, 2003), proteinuria, hematuria
macroscopica, aumento das escorias nitrogenadas e diminui¢do do clearance
de creatinina, conforme o 6rgao envolvido (Salgado Filho e cols, 2003).

Devido ao fato de na leishmaniose visceral haver acometimento do

sistema fagocitico-mononuclear, a compreensao da fungdo dos macrofagos é



fundamental, pois estas células podem atuar tanto na defesa quanto na
imunopatogenia da doenga. Atuam na defesa anti-leishménia por meio da
fagocitose, processando e apresentando antigeno com ativagdo da resposta
imune mediada por células, mas, por outro lado, servem como célula na qual
os parasitos se multiplicam e podem escapar do sistema de defesa do
hospedeiro e disseminar a infecgao.

A fagocitose ocorre desde a fase inicial da infeccdo, sendo parte da
resposta imune inata. Os macréfagos também estimulam a resposta mediada
por células. Dependendo do tipo de contato entre o agente infeccioso e os
fagocitos, sinais intracelulares sdo induzidos e ativam varios processos
celulares, como rearranjo do citoesqueleto, alteragdes no trafico de membrana,
ativacdo de mecanismos microbicidas, produgdo de quimiocinas e citocinas
pro- e anti-inflamatdrias, ativagcao da apoptose e produgao de substancias que
atuam na apresentagdo de antigeno para o sistema imunitario adaptativo
(Ozinsky e cols, 2002).

O reconhecimento do agente infeccioso pelas células fagociticas pode
ser dependente ou ndo de opsoninas (Ofek, 1995), que sdo componentes
séricos que ligam o microorganismo a receptores especificos na superficie dos
fagécitos. Entre as opsoninas estdo os componentes do sistema do
complemento, como o fragmento C3bi do componente C3 do complemento que
se liga ao receptor para complemento tipo 3 (CR3) e as imunoglobulinas que se
ligam ao dominio Fc no receptor para porgdo Fc da IgG nos fagdcitos (FcR).
Além destas, existem outras opsoninas séricas, como as colecitinas (Kuhlman,

1989). A fagocitose independente de opsoninas ¢é mediada pelo



reconhecimento diretamente de estruturas na superficie dos microorganismos
por receptores especificos da superficie dos fagécitos, os receptores que
reconhecem padrdes moleculares de patdégenos, como os receptores para
manose, glucana, fibronectina e receptores de limpeza (Gordon, 2002).

Na infecgdo pela leishmania, apos a aderéncia do parasita ao fagdcito
pelos receptores, o parasita € interiorizado. Neste processo, varios receptores
presentes na superficie dos fagocitos podem ter um papel facilitador, como os
receptores para fragdes do complemento (CR1, CR3) (Cunnigham, 2002). No
entanto, a resposta que se segue apds interiorizagado por determinado receptor
pode variar, podendo auxiliar no escape do parasita aos mecanismos de
defesa do hospedeiro ou ajudando no clareamento da infecgdo. Assim, a
fagocitose da leishméania por meio do receptor CR3 inibe a explosédo
respiratéria e a produgcdo de IL-12 (Bradonisio e cols, 2000), inibindo a
imunidade celular e contribuindo para o escape dos mecanismos de defesa do
hospedeiro. Por outro lado, ha relatos que a ligacdo ao CR1 pode aumentar a
fagocitose mediada via FCR com o aumento da liberagdo de superoxido e,
consequentemente, o aumento do mecanismo microbicida (Ozisky e cols,
2002). Ja os receptores que reconhecem padrées moleculares de patdégenos
parecem estar relacionados a invasado do fagocito pelos parasitas (Peiser e
cols, 2002), com a estimulagdo da produgédo de radicais intermediarios de
oxigénio e citocinas (Ozisky e cols, 2002; Gordon, 2002).

A capacidade fagocitaria dos mondcitos pelos receptores para opsoninas
e por receptores para padrbes moleculares de patdgenos em pacientes

portadores de leishmaniose tegumentar americana encontra-se diminuida
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(Martins-Papa, 2007). Entretanto, ndo esta ainda esclarecida a capacidade
fagocitaria de mondcitos e de neutrédfilos por vias dependentes ou
independentes de opsoninas em pacientes portadores da forma visceral da
doenca.

A fagocitose pode ocorrer tanto por células mononucleares quanto
polimorfonucleares. Dentre as primeiras estdo os mondcitos e macrofagos,
sendo que os macrofagos sao células residentes em varios tipos de tecidos do
organismo do hospedeiro. A ativacdo dos macréfagos € o primeiro mecanismo
de defesa inata que ocorre para eliminar a leishmania, mediada pela explosao
oxidativa, com a produgdo de anion superoéxido (O7), peroxido de hidrogénio
(H20;2) e oxido nitrico (NO) (Assreuy, 1994). Ao mesmo tempo, representa
também o primeiro evento que liga a resposta imune inata com a adquirida.
(Trinchieri, 1997).

Além do desencadeamento dos mecanismos microbicidas, os

macrofagos ativados sao capazes de produzir diferentes citocinas como FNT-a,
IL-6, IL-18, IL-12 e IFN-y, que participardo do clareamento da infecgéo. A IL-12
atua como adjuvante e € um pré-requisito para a ativagcado da resposta imune
tipo Tal (Afonso, 1994). Geralmente quando associada a IL-18, induz a
producao de IFN-y por macrofagos murinos (Munder, 1998). O IFN-y apresenta
grande importancia, pois pode, independentemente de outras citocinas,
estimular a transcrigao de 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e a liberagao de
NO por macréfagos peritoneais estimulados (Ding, 1988). Ademais, varias

citocinas que aumentam a producdo de NO, sado sinérgicas com o IFN-y no

controle da leishmania in vivo (Saha e cols, 2004). Dentre elas esta o FNT-a
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que é sinérgico com o IFN-y na indug¢ao da iNOS e na producgao de 6xido nitrico
pelos macrofagos in vitro (Ding, 1993).

Além da atuagdo dos macrofagos no combate a leishmania mediante a
fagocitose, os polimorfonucleares (PMN) parecem também estar envolvidos
neste processo, mas seu papel na defesa contra a leishméania ainda ndo esta
bem esclarecido. Os neutrofilos s&o as primeiras células a migrar para o sitio
de infeccao (Pearson, 1981; Chang, 1981). Apos a fagocitose, o parasita pode
ser destruido pelas enzimas e granulos armazenados e também pela produgéo
de radicais de oxigénio pela resposta oxidativa com produgdo de anion
superoxido (O3,) e peréxido de hidrogénio (H.O;) (Pearson, 1981; Chang,
1981).

Laufts e cols (2002) demonstraram que os PMN possuem mecanismos
de fagocitose dependentes ou ndo de opsoninas, e dependendo de qual
mecanismo for ativado, pode-se ou ndo induzir ativacdo dos mecanismos
microbicidas e levar ou ndo a morte do parasita. Desta forma a fagocitose
dependente de componentes séricos leva a ativagdo do PMN com ativagao da
resposta oxidativa e eliminacdo da leishmania, conforme verificado em céaes
(Bradonisio e cols, 1996), enquanto que a fagocitose sem componentes
séricos, ndo induz ou leva a baixa ativacdo da respiracdo oxidativa, de forma
que apods a fagocitose, os parasitas sobrevivem em seu interior, servindo como
um mecanismo de escape. Somado a capacidade microbicida pela produgao

de radicais oxidativos, os PMN também s&o capazes de produzirem varias

citocinas que modulam a resposta imune, como IL-12 e TNF-a (Bliss, 1999).
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Além deste mecanismo de escape, parece que a leishmania sobrevive
no interior dos PMN devido a mecanismo de inibicdo da caspase-3, que retarda
a apoptose desta célula. No processo de limpeza dos PMN apoptdticos, a
ingestdo pelos macrofagos dos PMN infectados e apoptoticos ndo leva a
ativagédo da fungédo microbicida dos macrofagos (Meagher e cols, 1992) e seria
um meio para entrada “silenciosa” da leishméania na célula do hospedeiro.

Os polimorfonucleares parecem ter papel importante logo no inicio da
infeccdo. Rosseau e cols (2001) demonstraram que os neutréfilos contribuem
para o controle da replicacdo parasitaria no inicio da infecgao por Leishmania
infantum em bacgo de camundongos BALB/c, mas sem nenhum efeito em fases
tardias da infeccdo e em nenhum 6rgdo acometido. Smelt e cols (2000)
mostraram que em camundongos C57BL/6 infectados por Leishmania
donovani a deplecdo de neutréfilos determinou importante aumento na
multiplicagdo do parasita no figado e baco, demonstrando a importancia dos
neutrofilos no clareamento da infeccéo.

Tanto os mondcitos quanto os PMN podem ativar mecanismos
microbicidas, com a ativagdo da explosao oxidativa, que € um dos principais
mecanismos efetores contra a leishmania (Bogdan e Rollinghoff, 1998). Além
da acgao antimicrobicida, os oxidantes, principalmente o Oxido nitrico, tém
apresentado efeito também na sinalizagdo, na regulagcdo da atividade das
células natural killer (NK) e no recrutamento das células inflamatorias
(Dienfenbach, 1999). Os diferentes estagios da leishmania ativam
diferentemente a resposta oxidativa. No inicio da infeccdo a fagocitose da

forma promastigota opsonizada pode estimular a resposta oxidativa, sendo a
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producdo do anion superoxido (O7) o radical oxidativo mais critico no controle
da infecgdo neste periodo, sendo produzido por macréfagos murinos e
humanos (Gantt e cols, 2001). A forma promastigota da leishmania tem se
mostrado susceptivel a morte pela exposicdo ao O3 e radical hidroxila (OH")
gerado na produgéo de H.O. (Miller e cols, 2000; Zarley e cols, 1991), processo
que pode ser toxico para uma pequena porcentagem dos organismos ja
fagocitados (Pearson e cols, 1982).

A producdo de superoxido € catalisada pela NADPH oxidase existente
no plasma e nos fagolisossomas. Esta enzima € precursora de varios outros
oxidantes microbicidas, como o peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso
(produzido pela acdo da mieloperoxidase) (Hoffman, 2005), tendo papel
importante no desencadeamento da resposta oxidativa. Kumar e cols (2002)
demonstraram a diminuigdo da producdo desta enzima e da mieloperoxidase
por monécitos de pacientes portadores da forma visceral da leishmaniose,
sugerindo que a diminuicdo destas enzimas pode contribuir para a persisténcia
do parasita nesta doenca, pela menor produgcao dos radicais intermediarios de
oxigénio.

A forma amastigota, ao contrario da forma promastigota, estimula muito
pouco a resposta oxidativa durante o processo fagocitico. A morte da forma
amastigota intracelular é mediada pela ativagdo dos macréfagos pela acéo de
citocinas como FNT-a e IFN-y que ativam tanto as vias oxidativas quanto as
nao oxidativas (Bogdan e cols,1990; Murray e cols, 1983; Murray e cols, 1982).
A producgao de radicais de nitrogénio, principalmente o 6xido nitrico, ocorre pela

acao da enzima oOxido nitrico sintase induzida, que quando reage com o0s
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componentes dos radicais intermediarios do oxigénio formam os peroxinitritos,
compostos altamente toxicos para os microorganismos (Abbas, 2005). O NO
que é produzido pelos macrofagos ativados e estimulados pelo FNT-a e IFN-y
representa o principal mecanismo microbicida para a forma amastigota (Liew e
cols, 1990).

Tanto as formas amastigotas como as promastigotas das leishméanias
desenvolveram mecanismos capazes de diminuir a explosdo oxidativa e com
issO escapar dos mecanismos microbicidas do hospedeiro. A primeira pode
diminuir a mobilizacdo de calcio e com isso alterar a fosforilagdo da proteina
cinase C (PCC) que é um fator essencial para a ativagdao da NADPH oxidase e
também diminuir a acdo do IFN-y (Oliver e cols, 1992). Ja a forma
promastigota, que expressa em sua superficie uma forma diferente da
lipofosfoglucana (LFG), favorece o mecanismo de escape pela inibicdo da
fusdo do fagossomo com o lisossoma e consequentemente a agdo dos radicais
hidroxilas e dos anions de superdxido (McNeely e cols, 1989), favorecendo a
transformagao do parasita para a forma amastigota, que é mais resistente a
acao das enzimas e ao pH acido do fagolisossomo (Bogdan, 1998).

Kumar e cols (2001) demonstraram que a explosdo oxidativa estava
diminuida em pacientes portadores de leishmaniose visceral em atividade,
apresentando diminuicdo da producdo dos anions superoxido e peroxido de
hidrogénio e dos niveis de IFN-y, e observaram apds o tratamento com
anfotericina-B aumento significativo destes radicais e desta citocina, sendo
dificil avaliar se a melhora foi devido a recuperagao da imunidade do paciente

ou pela acao da droga utilizada.
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A influéncia do glucantime sobre a capacidade microbicida de mondcitos
e neutrofilos de individuos normais foi avaliada in vitro pela producédo de
radicais de oxigénio, sendo observado aumento na produgdo de anions
superoxido (O7) apds o uso de diferentes doses do antimoniato de meglumina
(Coelho, 2003). No entanto, se o glucantime esta relacionado com o aumento
da capacidade microbicida no tratamento de pacientes com leishmaniose
visceral ainda ndo esta esclarecido.

O antimoniato de meglumina (glucantime) e o estibogluconato de sédio
(Pentostam) sdo metaldides pentavalentes que tém sido utilizados no
tratamento da leishmaniose visceral a mais de 7 décadas. Mesmo apesar do
surgimento de cepas resistentes & droga, principalmente na india, e de se
desconhecer se a resisténcia deve-se a fatores relacionados ao hospedeiro ou
parasita, associada ao fato de serem drogas téxicas e seu mecanismo de agao
ainda nado estar totalmente esclarecido (Basu e cols, 2006; Balafa-Fouce,
1998), os antimoniais ainda s&o a terapéutica de primeira escolha no
tratamento desta doenga (Herwaldt,1999; Murray e cols, 2005).

Os antimoniais pentavalentes parecem ter uma ag¢ao anti-parasitaria, por
influenciar a bioenergética do parasita, pela inibicdo da glicdlise, da [3-oxidagao
dos acidos graxos do parasita e da fosforilagdo do ADP (Berman e cols, 1985;
Berman e cols, 1987). Tem sido demonstrado que também podem promover o
efluxo de tidis, glutationa e tripanotiona, com alteragdo no metabolismo de
reducdo dos tidis, tornando o parasita mais sensivel ao estresse oxidativo

(Wyllie e cols, 2004).
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Apds a administracdo, os antimoniais pentavalentes precisam ser
convertidos para sua forma trivalente para que possam exercer seu efeito anti-
leishméania (Ouelette, 2004). Esta redugdo pode ocorrer tanto nos macréfagos
(Frezard e cols, 2001) quanto no parasita (Shaked-Mishan e cols, 2001), de
forma que podem ter agdo tanto na forma amastigota no interior dos
macrofagos, quanto nas formas amastigotas e promastigotas extracelulares.
No entanto, a atividade in vitro dos antimoniais revelou-se menor na forma
promastigota extracelular em relagcdo a forma amastigota intracelular,
evidenciando, possivelmente, uma maior concentragdo da droga nos
fagolisossomos contendo o parasita com uma forma mais ativa no interior dos
macrofagos ou uma diferengca na susceptibilidade dos diferentes estagios do
parasita ao antimonio (Carrio e cols, 2000).

Os antimoniais parecem modular o sistema imunitario (Basu e cols,
2006). Varios trabalhos tém demonstrado a interferéncia da acé&o de
interleucinas (IL-2, IL-4, IL-12) na efetividade da quimioterapia com os
antimoniais pentavalentes (Murray e cols, 1993; Murray e cols, 2000; Nabors e
Farell, 1994).

Acao do antimoniato sobre as células do sistema imunitario, estimulando
0s mecanismos de defesa antiparasitarios, também tem sido sugerida (Murray
2000 e cols, Berger e Fairlamb, 1992). Coelho (2003) demonstrou o aumento in
vitro da capacidade fagocitaria, bem como da capacidade microbicida, em
fagocitos de individuos normais apos o tratamento com glucantime em
diferentes doses. O glucantime estimulou os mecanismos leishmanicidas dos

fagécitos de individuos normais, sugerindo uma defesa antiparasitaria mais
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adequada. No entanto, se o antimoniato possui a mesma ag¢ao em individuos
com a doenca e qual seu papel durante a evolugdo do tratamento ainda nao
estd esclarecido. O esclarecimento da acdo do glucantime sobre os
mecanismos de defesa antiparasitaria em criangas com leishmaniose visceral
pode propiciar o melhor entendimento da acdo desta droga como também
propiciar um tratamento mais adequado desta doenca.

Desta forma, o conhecimento das manifesta¢des clinicas, laboratoriais,
das complicagbes e da funcdo dos fagécitos de criangas com leishmaniose
visceral antes do tratamento, bem como da influéncia do glucantime neste
processo, se faz necessario para que possamos entender melhor a agao desta
droga durante o tratamento e, com isso, contribuir para a diminuicdo da

morbidade e mortalidade desta doencga.
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2. OBJETIVOS
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Objetivos Gerais

Avaliar a acédo do glucantime sobre a imunidade inata, pelo sistema de

fagécitos, em criangas com leishmaniose visceral.

Objetivos Especificos

Caracterizar a influéncia do glucantime sobre o perfil clinico, laboratorial
e complicagdes em criangas com leishmaniose visceral.

Avaliar a influéncia do glucantime sobre a fagocitose e produgao de
radicais de oxigénio em criangas com leishmaniose visceral e suas

possiveis relacbes com os parametros clinicos.

Os objetivos foram alcangados por meio de:

Avaliagéo da influéncia do glucantime sobre a capacidade fagocitaria de
mondcitos e neutrofilos do sangue periférico para Saccharomyces
cerevisiae, pelos receptores que reconhecem padrbes moleculares de
patdgenos e pelos receptores para componentes do complemento em
criancas com leishmaniose visceral antes, com 48 horas e no final do
tratamento e criangas controles.

Avaliacao da influéncia do glucantime sobre o metabolismo oxidativo dos
fagécitos pelo teste do nitroblue tetrazolium (NBT) em criangas com
leishmaniose visceral antes, com 48 horas e no final do tratamento e
criancas controles normais.

Avaliacdo do perfil clinico, laboratorial e complicagdes pelo

acompanhamento durante a internagéo.

20



3. MATERIAL E METODOS
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O presente trabalho é um estudo prospectivo, cujos individuos foram
selecionados no setor de Doencas Infecciosas da Pediatria do Hospital
Regional da Asa Sul e a parte experimental foi desenvolvida no Laboratério de
Imunologia Celular da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

Foi composto por trés partes: 1) A primeira foi a avaliacédo do perfil
clinico, laboratorial e de complicacbes do tratamento de criangcas com
diagnostico confirmado de leishmaniose visceral que necessitaram de
internacdo para tratamento. 2) A segunda parte foi a analise da fungdo dos
fagécitos destas criangas por meio do teste de fagocitose e NBT, bem como a
influéncia do antimoniato de meglumina sobre a fungédo fagocitaria. 3) E a
terceira foi a avaliacdo das relagdes entre a evolugao clinica, caracteristicas
clinicas e laboratoriais e complicacées observadas e a resposta do sistema de
fagécitos do hospedeiro.

O delineamento experimental encontra-se na figura 1.
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3.1. Delineamento experimental
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3.2. Grupos de estudos

Foram incluidas no estudo criangas com leishmaniose visceral (LV)
sintomatica, com idades entre 11 meses e 12 anos, internadas para tratamento
no Hospital Regional da Asa Sul no periodo de fevereiro de 2006 até maio de
2007. Foram estudadas 23 criangas com as idades variando entre 11 meses e
20 dias a 132 meses. A médiatDP de idade das criancas foi de 49+37 meses,
sendo 9/23 (39%) menores que 2 anos; 8/23 (35%) entre 2 e 6 anos e 26%
(6/23) entre 6 e 12 anos; 15 do sexo feminino e 8 do sexo masculino.

Dos 23 pacientes, 22 completaram o tratamento em regime de
internacdo no Hospital Regional da Asa Sul, sendo que um deles terminou seu
tratamento em sua cidade de origem apds o décimo terceiro dia de internagao.
O tratamento foi feito com antimoniato de meglumina (Glucantimeld, Aventis
Pharma), 20mg/kg/dia do antiménio base por 20 dias para 20 pacientes, tendo
sido necessario o prolongamento para 30 dias em 3 pacientes por falta de
resposta clinica a terapia inicial.

O Hospital Regional da Asa Sul é o hospital de referéncia do Distrito
Federal para atendimento de criangas com leishmaniose visceral e recebe
criangas do proprio DF e de outros estados do Brasil. Desta amostra, 57%
eram procedentes de Minas Gerais, 22% da Bahia, 9% de Goias, 9% do Piaui,
3% de Tocantins.

Foram considerados critérios de inclusdo: criangas com diagnostico de

LV (forma sintomatica) por meio de dados clinicos, laboratoriais, imunolégicos,
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parasitologicos ou epidemioldgicos, virgens de tratamento ou uso prévio do
glucantime ha mais do que 3 meses e que tiveram como indicagéo terapéutica
o antimoniato de meglumina pelo seu médico assistente. Dos incluidos, os pais
ou responsaveis, leram e assinaram o termo de consentimento que se encontra
no anexo 1.

Foram excluidas todas as criangas, com base na histéria clinica, com
qualquer condi¢cdo clinica possivel de influenciar as fungcbes do sistema
imunitario, lupus eritematoso sistémico, doengas auto-imunes, idade menor do
que 11 meses, cirurgias ha menos de um ano, diabetes, alteragbes renais ou
cancer.

Como grupo controle normal foram estudadas criangas normais, sem
fatores que pudessem interferir com as fungbes do sistema imunitario e
provenientes de area ndao endémica para leishmaniose visceral. Este grupo
consistiu-se de 18 criancas com idades variando de 7 a 144 meses, médiaDP
de 68143 meses, sendo 6 do sexo feminino e 12 do sexo masculino.

A definic&o clinica e epidemioldgica de leishmaniose visceral dos nossos
casos foi feita com base na historia e exame fisico consistindo de criangas com
febre e esplenomegalia, provenientes de area com ocorréncia de transmissao
de LV, descartados clinicamente outros diagnosticos diferenciais. O diagnostico
laboratorial especifico consistiu do encontro do parasito nos exames
parasitologicos pela demonstragcdo de formas amastigotas no aspirado de
medula 6ssea ou pela reagdo soroldgica reativa, sendo utilizado o método de
imunofluorescéncia indireta. Foi considerado também a resposta favoravel ao

teste terapéutico em crianga com manifestagéo clinica sugestiva, proveniente
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de area endémica para leishmaniose visceral (Campos, Jr, 1992; Carvalho,

1995).

3.3. Aspectos éticos

As normas éticas para pesquisa cientifica em seres humanos,
estabelecidas pela declaragdo de Helsinki (WMA, 2004) e pelo Ministério da
Saude Brasileiro, resolugao 196/96 (MS, 196/1996), foram rigorosamente
observadas e o presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (Anexo 2) e da
Secretaria de Saude do Distrito Federal (Anexo 3). Este projeto foi

desenvolvido com total isencao de conflitos de interesse.

3.4. Caracterizagao clinica, laboratorial e das complicagoées

Os dados foram coletados e organizados em uma ficha de protocolo que
se encontra em anexo, que continha informacdes sobre identificacéo,
procedéncia, estado nutricional, dados clinicos e laboratoriais e complicagdes
clinicas (Anexo 4).

Os grupos etarios foram divididos em lactentes (criangas menores que
02 anos de vida), pré-escolares (entre 02 e 06 anos de vida) e escolares (entre

06 e 12 anos) (Needlman, 2002).
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A avaliagao nutricional dos pacientes foi feita pelo escore Z utilizando-se
as tabelas do National Center for Health Statistics (NCHS). Foi avaliado o
escore Z do peso/idade (P/l); peso para estatura (P/E), e estatura para idade
(EM).

A avaliacao clinica foi realizada por meio do exame clinico dos pacientes
sempre pelo mesmo observador (VVC), em cinco periodos durante a
internacdo (na admiss&o, com 48 horas, na 1 semana, na 2% semana e ao final
do tratamento).

Foram considerados sintomas relatados pelo responsavel como tempo
de febre antes da internagdo, aumento do volume abdominal, dor abdominal,
apatia, emagrecimento, tosse, vomito e diarréia e os sinais e achados clinicos
verificados pelo exame clinico realizado sempre pelo mesmo observador (VVC)
como palidez, visceromegalias, taquipnéia, edema, ictericia e petéquias.

A medida do baco e do figado foi feita utilizando uma fita métrica
inextensivel, sendo o figado medido na linha hemiclavicular direita em linha
reta abaixo do rebordo costal. O bago foi medido em seu maior eixo abaixo do
rebordo costal esquerdo (Pastorino e cols, 2002).

A definicdo de taquipnéia seguiu as normas do manual de assisténcia e
controle das infec¢des respiratérias agudas do Ministério da Saude (1994) que
considera taquipnéia em menores de 2 meses uma frequéncia respiratoria (FR)
> 60irpm; entre 2 meses e 1 ano- FR > 50 irpm; entre 1 e 5 anos- FR > 40 irpm
e acima de 5 anos FR > 30 irpm.

Os exames laboratoriais foram avaliados em trés periodos: na admissao,

na 12 semana e na 2° semana, sendo analisados hemograma completo,
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enzimas hepatica (TGO e TGP), eletrdlitos, proteinas totais e fragbes, exame
sumario de urina, velocidade de hemossedimentacdo (VHS) e tempo de
protrombina (TAP). Outros exames analisados foram o eletrocardiograma
(ECG) e radiografia de térax quando pertinente.

Do hemograma foram considerados 1) a série vermelha e determinagéo
da hemoglobina para avaliagcdo da anemia; 2) série branca para analise de
leucopenia e neutropenia; e 3) a contagem de plaquetas.

Da determinacao de proteinas séricas foram analisados a presenca de
hiperglobulinemia e a inversao da relagéo albumina/globulina.

A leucopenia foi definida como contagem de leucdcitos abaixo de
5000/mm?3. A anemia foi definida como hemoglobina<11g/dl para pacientes
entre 6 meses e 5 anos, <11,5 g/dl para pacientes com idade entre 5 e 9 anos
e <12g/dl para adolescentes femininos e <12,5g/dl para adolescentes
masculinos. Trombocitopenia foi definida quando a contagem absoluta de
plaquetas foi inferior a 150.000 (Queiroz, 2004)

Considerou-se que a crianga estava neutropénica quando a contagem
absoluta de neutréfilos apresentava valores inferiores a 500 células/mm?®ou a
1000 células/mm?® com tendéncia a queda para 500 células/mm?® (Hughes,
2002). A contagem absoluta de neutréfilos incluiu o somatério dos
segmentados e bastdes.

O diagnostico imunologico foi feito pelo método de imunofluorescéncia
indireta e considerado positivo para titulos acima de 80. O diagndstico
parasitologico foi feito pela demonstragdo de formas amastigotas da leishmania

no aspirado de medula realizado na crista iliaca pdstero-superior pelo exame
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ao microscopio, com aumento de 1000X, das laminas fixadas com metanol e

coradas com Giemsa. Os resultados encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1- Diagnéstico imunolégico e sorolégico das criangas com calazar

Numero de  Mielograma Titulagao Dados Resposta cllinica Prolongamento
identificagao sorolégica epidemilégicos ao tratamento do tempo de
do paciente tratamento

1 positivo Nao realizada Sim Sim Nao

2 negativo Nao realizada Sim Sim Nao

3 positivo >80 Sim Sim Nao

4 positivo >80 Sim Sim Nao

5 positivo > 80 Sim Obito Nao

6 positivo > 80 Sim Sim Nao

7 positivo 40 Sim Sim Nao

8 positivo > 80 Sim Sim Nao

9 positivo >80 Sim Sim Nao

10 positivo > 80 Sim Sim Nao

11 positivo > 80 Sim Sim Nao

12 negativo > 80 Sim Sim Nao

13 positivo > 80 Sim Sim Nao

14 positivo > 80 Sim Sim Nao

15 positivo > 80 Sim Sim Nao

16 positivo >80 Sim Sim Nao

17 positivo >80 Sim Nao Sim

18 positivo >80 Sim Obito Nao

19 positivo > 80 Sim Nao Sim

20 negativo > 80 Sim Sim Sim

21 positivo > 80 Sim Sim Nao

22 positivo > 80 Sim Sim Nao

23 negativo >80 Sim Sim Nao

As complicagbes analisadas foram: infeccdo bacteriana associada,
particularmente infecgbes respiratérias e disturbios hematoldgicos e a
toxicidade ao glucantime foi avaliada pelas alteragcdes hepaticas, renais e
cardiacas.

Foi considerado como portador de infeccao bacteriana aquele paciente
que necessitou de antibioticoterapia durante seu periodo de internagdo e o

local da infecgao foi identificado.
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Os pacientes que evoluiram com epistaxes, sangramento em cavidade
oral (gengivorragia), vias digestivas (hematémese, hematoquezia), cutaneas
(petéquias, equimoses) ou coagulapatia (prolongamento do TAP) foram
considerados como portadores de disturbio hematoldgicos (Gurgueira, 2004).

Os efeitos colaterais do glucantime foram avaliados pela presenca de
mialgia, artralgia, tromboflebite; a toxicidade hepatica pela alteragcdo das
enzimas hepaticas 5 vezes acima do valor normal (TGO=200 U/l e
TGP=280U/l); e a -cardiotoxicidade pela presengca de disturbios de
repolarizagao inversao e achatamento da onda T e aumento do intervalo QTC,
ao eletrocardiograma.

Foi considerado como recidiva o recrudescimento da sintomatologia em
até 12 meses apos cura clinica (MS, 2006).

O Glucantime utilizado para o tratamento das criangas incluidas no
trabalho foi do mesmo lote (nUmero 503644) e foi fornecido pelo Ministério da

Saude.

3.5. Caracterizagao da analise da funcgao fagocitaria

A fungao imunoldgica dos fagocitos foi avaliada pela realizagéo do teste
de fagocitose e do teste da porcentagem de redugdo do NBT, apds coleta de 5
a 10ml de sangue venoso, feitos em trés momentos (antes do tratamento, 48
horas e ao término no vigésimo primeiro dia) individualmente para as 23
criangas com leishmaniose visceral. Como controle normal foram estudadas 18
criancas clinicamente normais, ndo procedentes de area endémica para

leishmaniose visceral.
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O primeiro ponto foi perdido em 7 criangas; o segundo em 14 e o terceiro
em 7, por dificuldades técnica que, depende do manuseio de células vivas, pelo
fato de criancas terem alta sem a coleta da ultima amostra e na admissao e em
48 horas pela recusa dos responsaveis.

Dos pacientes incluidos, o sangue foi coletado com vacutainer
heparinizado com agulha de coleta multipla, da regido da fossa cubital, com
material estéril e descartavel, sendo utilizado para as analises das fun¢des dos
fagécitos. A capacidade fagocitaria dos mondcitos e neutrdfilos foi avaliada
pelos receptores que reconhecem padrdes moleculares de patégenos e pelos
receptores para componentes do complemento e fracédo Fc da IgG pelo teste
de fagocitose descrito por Brandi (1993), enquanto que a producdo de radicais
de oxigénio pelos fagocitos foi analisado pelo teste do NBT (Campbell and

Douglas, 1997).

3.5.1. Teste de fagocitose

O teste de fagocitose em lamina utilizado permite avaliar a fagocitose
pelos neutrofilos e mondcitos na mesma preparacao. A fagocitose foi analisada
pela ingestdo de particulas pelos receptores que reconhecem padrbes
moleculares de patégenos, entre eles, os receptores para manose, glucana e
receptores de limpeza, presentes na superficie dos fagécitos (Gordon, 2002) ou
pelos receptores para opsoninas, como o0s componentes do sistema

complemento e os receptores para a fracdo Fc dos anticorpos. Foi utilizada a
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levedura Saccharomyces cerevisiae como particula a ser fagocitada, pois elas

séo fagocitadas pelos mesmos receptores que fagocitam as leishmanias.

3.5.1.1. Teste de fagocitose pelos receptores que reconhecem

padrées moleculares de patégenos

Apdés a coleta, o sangue era disposto em volumes de 40uL por
escavagao, em laminas para microscopia, previamente marcadas com epoxi,
delimitando uma area de 7mm de didmetro, contendo 8 areas cada lamina. Em
seguida as laminas eram incubadas, em camara umida, a 37°C por 45 minutos,
e as células ndo aderentes, principalmente hemacias e linfocitos, eram
retiradas pela lavagem das laminas com solugéo salina tamponada com fosfato

(STF), pH 7,2 a 37°C, em ambiente umidificado. Apds a lavagem, as
escavagdes eram incubadas, em camara umida, por 30 minutos, a 37°C, com
uma suspensao de Saccharomyces cerevisiae, nas propor¢des de 5 ou 20
leveduras por fagoécito, contendo 6,25x10* ou 2,5x10° leveduras em 20 L,
respectivamente, em Hanks-triz (Gibco), na presengca de soro fetal bovino
(SFB). A média de fagoécitos aderidos a lamina ja havia sido previamente
padronizado, 12,534+5,050 células/area, 5,63+£0,85% mondcitos e 93,5+1,08%
neutréfilos (Muniz-Junqueira, 2003). Em seguida as preparagbes eram
novamente lavadas com STF para retirar as leveduras nao fagocitadas, sendo
que a ultima lavagem era realizada com Hanks-triz (Gibco), contendo 30% de

SFB, para melhor preservar as preparagoes. As preparagdes eram entdo secas
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em vento quente, fixadas com metanol absoluto (Vetec) por um minuto e
coradas com Giemsa (Dinamica) a 10%, por 10 minutos. Os fagocitos eram
analisados ao microscopio Optico em imersao (aumento de 1000X), sendo
contados 200 neutréfilos e 200 mondécitos por preparagao, para a determinacao
do indice fagocitario. As laminas eram identificadas somente ao final da leitura.

O indice fagocitario era calculado pela multiplicagdo da média de
Saccharomyces cerevisiae aderidas/ingeridas por fagoécito pela proporgao de
fagécitos envolvidos na fagocitose (Shaw e Griffin, 1981), sendo quantificada

individualmente para mondcitos e para neutrofilos.

3.5.1.2. Teste de fagocitose pelos receptores para opsoninas:

componentes do complemento e fragao Fc da imunoglobulina

O procedimento para analise da fagocitose pelos receptores para
opsoninas foi realizado pela mesma técnica acima descrita, substituindo as
leveduras nao sensibilizadas por leveduras previamente incubadas com o soro
fresco do proprio individuo, por 30 min, em banho Maria, a 37°C (Muniz-
Junqueira e cols, 2003). O soro fresco é fonte de componentes do sistema do
complemento e anticorpos, e quando incubado com as leveduras podem
adsorver-se a superficie das mesmas. Brandi (1993) demonstrou que
anticorpos presentes no soro podem também adsorver-se as leveduras quando

preparadas pela técnica acima descrita.
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3.5.1.3. Preparacao da suspensao de estoque de leveduras para

utilizagao no teste de fagocitose

Para a realizagdo dos testes, as leveduras foram previamente
preparadas para uso e mantidas a 4°C.

Para a preparagao da suspensao de estoque de leveduras foi utilizada a
técnica de Lachman e Hobart (1978). Com esta técnica ocorre uma
modificagdo na superficie do fungo Saccharomyces cerevisiae que facilita a
adsorcdo do componente C3 do complemento e de anticorpos presentes no
SOro.

Um tablete de 50 g de fermento fresco para pao (Fleischmann) foi
dissolvido em 220 ml de STF e autoclavado a 121°C, em uma atmosfera, por
30 minutos. Em seguida a suspensao foi lavada com STF por varias vezes por
centrifugacao até obter-se o sobrenadante limpido. O sedimento foi suspenso
em 28 ml de STF contendo 0,1M de 2- mercaptoetanol e em seguida foi
incubado a 37°C, por 2h, em agitacdo. A suspensao foi lavada trés vezes para
retirar o 2-mercaptoetanol e suspensa em 55ml de solucdo de iodocetamida
0,02M em STF. Foi feita outra incubagao a temperatura ambiente, por 2h, com
agitacao, e em seguida a suspensao foi lavada trés vezes por centrifugacdo em
STF, suspensa em 220ml de STF e o pH acertado para 7,2. A suspenséo foi
autoclavada novamente por 30 minutos, a 121°C, em seguida lavada por
centrifugacao até obter-se o sobrenadante limpido e foi suspensa em 110ml de
tampao veronal, pH 7,2, contendo 200mg/L de azida sddica como preservativo.

O estoque foi mantido a temperatura de 4°C tendo sido utilizada em 6 meses.

34



3.5.1.4. Preparacao das leveduras para uso no teste de

fagocitose

A preparacdo das leveduras para uso era feita em cada experimento,
sendo retirado 40 pL da suspensao estoque, o volume completado para 1mL
de STF e a suspensédo lavada trés vezes por centrifugagdo. Apds a ultima
centrifugacéo a preparagao era homogeneizada e quantificada em camara de

Neubauer.

3.5.2. Teste do nitroblue tetrazolium (NBT)

A produgdo de radicais de oxigénio pelos fagécitos de pacientes
portadores de leishmaniose visceral e individuos controles normais foi realizada
pelo teste do nitroblue tetrazolium. Este teste detecta de maneira indireta a
producao de anions superoxido (Nydegger,1973) pela transformagao do NBT
de um composto amarelo e soluvel para outro de coloragcdo azul e insoluvel,
visivel no citoplasma do fagdcito, sendo que a proporgcao de células que
reduzem o NBT tém relac&o direta com a produg¢ao de radicais de oxigénio pela
célula (Campbell e Douglas, 1977).

Os fagodcitos do sangue total eram separados por aderéncia a lamina
como acima descrito. Em seguida eram incubados com uma solugdo de NBT
(Sigma) a 0,05% em Hanks-triz (Gibco), por 20 minutos, em camara umida, a
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37°C, para avaliar a produgdo basal de radicais de oxigénio. Para testar a
producao de radicais de oxigénio apos estimulo, os fagocitos eram incubados
com uma suspensao de NBT (Sigma) a 0,05%, em Hanks-triz (Gibco),
contendo 6,25x10* leveduras, por 20 minutos, em camara Umida, a 37°C. Apos
a incubacgao as laminas eram lavadas com STF, sendo a ultima lavagem feita
com Hanks-triz (Gibco), contendo 30% de STF. As preparagbes eram secas
com vento quente, fixadas com metanol absoluto (Vetec) por um minuto e
contra-coradas com safranina a 0,05% (Reagen), por 5 minutos.

As preparagdbes eram examinadas ao microscopio Optico sendo
determinado em 200 células por preparacdo, basal ou estimuladas,

determinando-se a porcentagem de fagdcitos que reduziram o corante NBT.

3.6. Analise estatistica

As anadlises estatisticas e as apresentacbes graficas foram realizadas
empregando-se o software Prism( 4 for Windows (GraphPad Software, Inc.,
USA, 2005).

Antes da aplicacao dos testes estatisticos verificou-se a normalidade ou
nao das variaveis amostrais. Para comparacdo entre duas variaveis
independentes com distribuicdo normal foi utilizado o teste t de Student e para
aquelas que nao apresentaram distribuicdo normal foi utilizado o teste de
Mann-Whitney. Para andlise de mais do que duas variaveis com distribuigdo
normal foi utilizado o teste de ANOVA seguido do método de Student-Newman-

Keuls para comparagao entre os grupos, e para aquelas com distribuigdo nao
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normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn
para comparagao entre 0s grupos.

Para analisar a relagdo entre as variaveis foi aplicado o teste de
correlacdo de Pearson se a distribuicdo amostral dos dados era normal e a de
Spearman para aquelas com distribuicdo anormal.

As diferengcas entre as variaveis comparadas foram consideradas
estatisticamente significantes quando a probabilidade bi-caudal da sua
ocorréncia devida ao acaso (erro tipo |) foi menor que 5 % ( p<0,05).

Para homogeneidade das representagdes os dados foram expressos
graficamente como mediana, quartis e extremos e as tabelas respectivas
encontram-se no anexo. Os parametros clinicos foram representados em

histograma.
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4. RESULTADOS
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4.1. Parametros Clinicos

Foram estudadas 23 criancas que tiveram indicacdo de internagao para
o tratamento de leishmaniose visceral com glucatime no Hospital Regional da
Asa Sul e que preenchiam os critérios de inclusdo no trabalho, das quais 22

eram primoinfectadas e uma era recidiva.

4.1.1. Estado nutricional

O estado nutricional das criangas foi avaliado pelo escore z do peso para
a idade (P/l), estatura para idade (E/I) e do peso para estatura (P/E) (Tabela 2
e Figura 2). As criangas com calazar foram mais desnutridas em relagéo ao E/I
do que as criangas normais, senda a mediana do escore z da E/| menor do que
o das criangas normais, p=0,02, pelo teste t. Das criangas com calazar, 30%
apresentavam algum grau de desnutricdo pelo escore z do P/I, 22% pelo
escore z do P/E e 35% pelo escore z da E/l, enquanto 22%, 6% e 17%,
respectivamente, das criangas normais apresentaram algum grau de

desnutricdo. Os dados encontram-se discriminados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Estado nutricional avaliado pelo escore Z em criangas com
calazar e controles normais

Peso /idade Estatura/idade Peso/altura
Escore Z
Controle Calazar Controle Calazar Controle Calazar
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
>-1 14 16 17 15 15 18
Bem nutrido (78%) (70%) (94%) (65%) (83%) (78%)
A>Z2-2
Desnutrigao 4 5 1 5 3 2
leve (22%) (22%) (6%) (22%) (17%) (9%)
2>72-3
Desnutricéo 0 1 0 1 0 3
moderada (0%) (4%) (0%) (4%) (0%) (13%)
<-3
Desnutrigao 0 1 0 2 0 0
grave (0%) (4%) (0%) (9%) (0%) (0%)
4.1.2. Febre

O tempo de febre relatado pelos responsaveis dos pacientes até o

momento da admissao variou de 4 a 150 dias, com médiatDP de 26430 dias,
sendo que em 61% (14/23) das criangas o tempo de febre foi menor do que 30
dias (Tabela 3).

Na evolucdo da febre durante a internagdo observamos que na
admissao, 100% dos pacientes apresentavam febre, na primeira semana de
tratamento houve reducédo de 61% no numero de criangas que apresentaram
febre, na segunda semana do tratamento a reducao foi de 83% e ao final do

tratamento a febre estava ausente em 100% das criangas (Figura 3).
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Figura 2- Estado nutricional pelo escore z do peso para idade (P/l) (A), peso para
estatura (P/E) (B) e estatura para idade (E/I) (C) de criangas com leishmaniose

visceral e controles normais, p=0,02 teste t.
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Tabela 3 - Freqliéncia do tempo de febre até a admissao

Tempo de febre n (%)

<30 dias 14 (61%)
30-60 dias 8 (35%)

>60 dias 1(4%)

100+

75+

50+

Febre (%)

25-

0 | | | | | | | | | |
Diazero 48hs 1sem 2sem Alta

Figura 3- Tempo de reducdo da febre durante o tratamento com glucantime de

criangas com calazar.
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4.1.3. Sintomas e sinais clinicos

Pela analise dos sintomas relatados pelo acompanhante observamos
que a febre e o aumento do volume abdominal foram os sintomas mais
frequentes. A febre estava presente na histéria em 100% dos casos no
momento da admissdo e o aumento do volume abdominal em 74% (17/23).
Apatia ocorreu em 52% dos casos (12/23), emagrecimento em 48% (11/23),
tosse em 39% (9/23), vémito em 26% (6/23), dor abdominal em 26% (6/23) e
diarréia em 17% (4/23) (Figura 4A).

O exame clinico na admissdo mostrou que a palidez cutanea e a
visceromegalia estevam presentes em 100% dos casos, a taquipnéia em 26%
(6/23), edema em 17% (4/23), ictericia em 9% (2/23) e petéquia em 9% (2/23)

(Figura 4B).

4.1.4. Evolugao da visceromegalia

A mediana do tamanho do bago na admissao foi de 9 cm, variando de 2
a 13 cm. Ao término do tratamento a mediana foi de 3 cm variando de zero a
8cm. O tratamento ocasionou uma diminuigdo da mediana do tamanho do baco
de 9 cm para 3 cm, p<0,0001, Kruskal-Wallis, seguida pelo método de Dunn

para a comparacgao entre os grupos (Figura 5A).
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Figura 4- Sintomas relatados pelos responsaveis (A) e sinais observados (B) na

admissao de criancas com calazar. Vol Abd= aumento volume abdominal, emagr=

emagrecimento, dor abd= dor abdominal, esplen=esplenomegalia, hepat= hepatomegalia,

taquip=taquipnéia.
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A mediana do tamanho do figado abaixo do rebordo costal direito na
admisséao foi de 5,5 cm variando de 3 a 9 cm. Na alta, a mediana foi de 2 cm
variando de 0 a 5 cm, p< 0,0001, Kruskal-Wallis, seguida pelo método de Dunn

para a comparagao entre os grupos) (Figura 5B).

4.1.5. Alteragcdes hematoloégicas

A analise do hemograma mostrou que na admissdo 100% (23/23) das
criangas apresentavam anemia, 96% (22/23) plaquetopenia, 78% (18/23)
leucopenia e 35% (8/23) neutropenia. A evolugao destas variaveis foi analisada
durante o tratamento destas criancas com glucantime, demonstrando uma
melhora dos parametros hematimétricos durante a internagdo, pois em duas
semanas de tratamento estes valores eram 65% (15/23), 22% (5/23), 35%
(8/23), respectivamente.

A mediana da concentracdo de hemoglobina foi de 7,4 g/dl variando de
4,5 a 11,1 g/dl. A mediana da concentragao de hemoglobina aumentou de 7,4
para 9,3 apds duas semanas do tratamento clinico com glucantime, p=0,001,
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para a comparagao entre os
grupos (Figura 6A).

A mediana da contagem absoluta de leucdcitos foi de 3000/mm?,
variando de 1700 a 9600/mm3. Apds duas semanas do tratamento o valor foi de
5600/mm?3, p=0,004, Kruskal-Wallis, seguida pelo método de Dunn para a

comparagao entre os grupos) (Figura 6B).
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Figura 5- Evolugao do tamanho do bago (A) e do figado (B) de criangas com

calazar durante o tratamento clinico com o glucantime, p < 0,0001, Kruskal-Wallis

seguido de Dunn. (Dunn- Dia zero vs 2 semana/ Dia zero vs alta/ 48hs vs 2 semana/ 48hs vs alta/ 1 semana vs

alta; p< 0,05 para A // Dunn- Dia zero vs 2 semanal/ Dia zero vs alta/ 48hs vs 2 semana/ 48hs vs alta; p<0,05 para B)
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A mediana da contagem absoluta de neutréfilos foi 1344/mm?® variando
de 360 a 4482/mm3. Apds duas semanas do tratamento, os valores dos
neutréfilos passaram de 1344 para 2640/mm?®, p=0,0007, Kruskal-Wallis,
seguida pelo método de Dunn para a comparagao entre os grupos ( Figura 6C).

A mediana da contagem absoluta de plaquetas foi 74000/ mm? variando
de 25000 a 270000/ mm?3. Apdés duas semanas do tratamento, observou-se
aumento deste valor de 74000 para 228000/ mm?, p=0,0007, Kruskal-Wallis,

seguido pelo método de Dunn para a comparagao entre os grupos (Figura 6D)

4.1.6. Alteracoes das enzimas hepaticas

A analise das enzimas hepaticas mostrou que na admissao a mediana
da TGO foi de 69 U/L variando de 15 a 1040 U/L. Sendo que em 74 % (17/23)
das criancas com calazar encontrava-se com este valor elevado. Apds a
segunda semana de tratamento a mediana foi de 46 U/L, p=0,2, Kruskal-Wallis.
A mediana da TGP foi de 44 U/L variando de 10 a 698 U/L. Apds duas

semanas a mediana foi de 33 U/L, p=0,46, Kruskal-Wallis (Figura 7).
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Figura 6- Evolugdo das alteracbes hematolégicas de criangas com
leishmaniose visceral durante as primeiras duas semanas de tratamento com
glucantime. Em A: hemoglobina (g/dl), p=0,001,Kruskal-Wallis seguido de Dunn. Em B:
numero absoluto de leucécitos, p=0,0043, Kruskal-Wallis seguido de Dunn. Em C:

numero absoluto de neutrofilos, p=0,0007, Kruskal-Wallis seguido de Dunn. Em D:

numero absoluto de plaquetas, p<0,0001, Kruskal-Wallis, seguido de Dunn. (Dunn- Dia

zero vs 2 semana; p< 0,05 para A,B,C, D/ Dia zero vs 1semana; p<0,05 para C e D)
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Figura 7- Evolugao dos niveis séricos de TGO (U/l) (A) e TGP(U/I) (B) até a segunda

semana de tratamento com glucantime de criangas com calazar, para A: p=0,21,

Kruskal-Wallis, seguido de Dunn, e para B: p=0,46, Kruskal-Wallis seguido de Dunn.

49



4.1.7. Relagao entre albumina e globulina

Na admissao, a mediana das concentracdes séricas de albumina foi de 3
g/dl, sendo que 72% (13/18) das criangas com calazar mostravam
concentracdes séricas de albumina abaixo de 3,5 g/dl. A mediana dos niveis
séricos de globulina foi 3,4 g/dl. Observamos uma tendéncia estatistica de
relagdo inversa entre albumina e globulina nos pacientes com calazar.

Coeficiente de correlagcao de Pearson r,= - 0,41, p=0,08

Pearson
4.5 Tp=-0,41
| p=0,08
© °® o0
D 3.5 ° o
p ®
£ o ® Q
g °®
2 2.5-
© °®
% ®
1-5 | | | | 1
0 2 4 6 8

globulina (g/dl)

Figura 8- Relacdo negativa entre concentragdo sérica de albumina (g/dl) e globulina
(g/dl) de criangas com calazar antes do inicio do tratamento. Coeficiente de correlagéo
de Pearson, r,= - 0,41, p=0,08
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4.1.8. Complicagoes

Observamos infecgdo bacteriana associada em 35% dos pacientes
(8/23) com calazar, sendo que destes, 62,5% (5/8) também apresentavam
neutropenia. Os locais de infecgao foram: pulmonar em 75% (6/8) dos
pacientes e de partes moles em 25% (2/8) das criangas, sendo um abscesso
em membro superior € 0 outro abscesso perianal. Um dos pacientes com
infeccao pulmonar evoluiu para septicemia e 6bito em insuficiéncia respiratoéria.

Observamos disturbios hematolégicos em 13% (3/23) dos casos, sendo
que 9% (2/23) das criangas apresentaram apenas petéquia e em uma delas
ocorreu disturbio hemorragico associado a coagulapatia, com hemorragia no
local de puncgédo e alteragdo das provas de fungao hepatica (TAP 51% e
dosagem sérica de albumina 2 g/dl). Este ultimo caso evoluiu com insuficiéncia
hepatica e obito.

Os efeitos colaterais ao glucantime evidenciados foram mal-estar e
mialgia e/ou artralgia em 13% (3/23) das criangas tratadas e a sintomatologia
ocorreu durante a infusdo da droga. Houve provavel toxicidade hepatica em
13% (3/23) das criangas tratadas, pois nao tém como diferenciar entre a agao
da leishménia e a hepatotoxidade da droga. Nao observamos complicacdes
renais ou cardiacas.

Houve dois 6bitos. O primeiro caso foi de um paciente que apresentava
na admissao histéria de febre ha 30 dias, com queixas de aumento abdominal,
emagrecimento, apatia e tosse. Ao exame clinico palidez cutanea, figado a 4,5

cm e baco a 6 cm, taquipnéia e edema. Os exames laboratoriais mostravam
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anemia (Hb=6g/dl), leucopenia (3200/mm?), e plaquetopenia (103000/mm?3).
Apresentou na enfermaria queda da contagem de neutréfilos para o qual foi
introduzido cefepime por ser neutropénico febril. Foi introduzido cefepime e a
crianca evoluiu bem sem intercorréncias, sendo suspenso cefepime apds o
décimo dia de tratamento. Apresentou piora do quadro da tosse e dificuldade
respiratoria sendo transferido a unidade de terapia intensiva devido ao quadro
de pneumonia e insuficiéncia respiratoria. Morreu no vigésimo dia do
tratamento. Ndo foi possivel analisar a lamina da fagocitose pelo numero
restrito de células aderidas na lamina. A porcentagem de redugédo basal do
NBT foi de 94% e 96% em 48 horas. A porcentagem de redugéo apos estimulo
foi de 100% ao inicio e 98% em 48 horas.

O outro caso foi de um paciente que na admissao apresentava 19 dias
de febre, com queixas de aumento abdominal, emagrecimento, apatia, diarréia,
vOmito e ao exame clinico apresentava palidez cutanea, ictericia, edema
generalizado com ascite e figado a 4,5 cm e bagco a 6cm. Os exames
revelavam anemia (Hb=4,5 g/dl), leucopenia (2500/mm?), neutropenia (450/
mm?, plaquetopenia (44.000/mm3), TGO=480U/L e TGP=130U/L, albumina
2g/dl, TAP= 19,8 (51%). Evoluiu com sangramento em local de puncdo 6ssea
e foi removido para unidade de terapia intensiva no dia seguinte. Fez uso de
uma dose de glucantime, sendo modificada para anfotericina lipossomal no
primeiro dia de internagdo na unidade de terapia intensiva, por isso somente foi
avaliado o teste de fagocitose na admissdo. Nesta crianga a capacidade
fagocitaria dos mondcitos estava alterada apresentando o menor indice

fagocitario observado para receptores para opsoninas, mesmo apos aumento
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das particulas a ser fagocitadas. A capacidade dos neutréfilos neste paciente

nao pbde ser verificada pela escassez de neutréfilos aderida na lamina.

4.2. Avaliacao funcional do sistema de fagécitos

Foram utilizados como parametro para avaliar a capacidade fagocitaria
dos mondcitos e dos neutrdéfilos o indice fagocitario, a propor¢cao de fagocitos
envolvidos na fagocitose e a média de leveduras ingeridas/aderidas por
fagocito.

A fagocitose foi avaliada pelos receptores que reconhecem padrdes
moleculares de patégenos quando as leveduras foram sensibilizadas com soro
fetal bovino inativado e pelos receptores para complemento e anticorpos
quando as leveduras foram sensibilizadas com o soro fresco do préprio
individuo. Na sensibilizagao com soro fresco, particularmente as fragcbes C3 do
sistema do complemento ligam-se as leveduras facilitando a fagocitose.
Anticorpos podem também adsorver-se a superficie das leveduras (Brandi,
1993).

A capacidade microbicida dos fagécitos foi avaliada pela porcentagem

de reducao do nitroblue tetrazolium basal e estimulada.
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4.2.1. CAPACIDADE FAGOCITARIA DOS MONOCITOS

4.2.1.1. Influéncia do glucantime sobre a capacidade fagocitaria
de monécitos de criangas com leishmaniose visceral pelos

receptores para complemento e fragcao Fc da imunoglobulina

Com objetivo de avaliar a influéncia da infecgao pela leishmania sobre a
funcao fagocitaria o indice fagocitario dos mondécitos foi avaliado em criangas
com leishmaniose visceral em comparagao com criangas controles normais.

Observamos que a mediana do indice fagocitario dos mondécitos das
criangas com leishmaniose visceral foi significantemente maior do que o das
criangas normais, tanto quando foi utilizado 6,25x10* leveduras por escavacao
(199,5 versus 132, respectivamente, p=0,01, ANOVA, seguido pelo método de
Student-Newman-Keuls para comparagdo entre os grupos, quanto 2,5x10°
leveduras por escavagao (272 versus 215, respectivamente, p=0,04, Kruskal
Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos). O
mesmo padrdo ocorreu para o numero de leveduras ingeridas por mondcitos
(2,7 versus 1,8, respectivamente para 6,25x10* leveduras por escavacgéo,
p<0,001, Kruskal Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre
0os grupos), e 4 versus 2,7, respectivamente para 2,5x 10° leveduras por
escavagao, p=0,003, Kruskal Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparagao entre os grupos. Nao houve diferenga estatistica na proporgao de

mondcitos envolvidos na fagocitose entre os dois grupos (77 versus 73
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respectivamente, para 6,25x10* leveduras por escavacdo p=0,33, Kruskal
Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos; e para
2,5 x 10° leveduras por fagécito 82 versus 76, p=0,89, Kruskal Wallis, seguido
pelo método de Dunn para comparacgao entre os grupos (Figura 9 e 10)

A influéncia do glucantime sobre a capacidade fagocitaria dos mondcitos
foi avaliada apds 48 h e 21 dias de tratamento. Observamos diminuigdo do
indice fagocitario ao final do tratamento, tanto para 6,25x10* (de 199,5 versus
199 versus 135,5, p=0,01, ANOVA, seguido pelo método de Student-Newman-
Keuls para comparagdo entre os grupos), quanto para 2,5x10° leveduras por
escavagao (de 272 versus 265 versus 215, p=0,04, Kruskal-Wallis, seguido
pelo método de Dunn para comparagdo entre os grupos). Esta diminui¢cdo
ocorreu pela ingestdo de menor numero de leveduras por fagoécito ao final do
tratamento (de 2,7 versus 2,6 versus 2,1, p<0,001, Kruskal-Wallis, seguido pelo
meétodo de Dunn para comparagao entre os grupos, quando avaliado utilizando
6,25x10* leveduras por escavagdo. O mesmo ocorreu quando foi utilizado
2,5x10° leveduras por escavacdo (de 4 versus 3,4 versus 2,7, p=0,003,
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre os
grupos). Nao houve diferenca na propor¢gdo de mondcitos envolvidos na
fagocitose até o final do tratamento para 6,25x10* e para 2,5x10° leveduras por
escavacgao (73 versus 62 versus 60,5 apos 21 dias, p=0,33, Kruskal-Wallis; e
76 versus 71 versus 75, p=0,89, Kruskal-Wallis, respectivamente) (Figura 9 e

10).
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Figura 9- Influéncia do tratamento com glucantime em criangas com leishmaniose visceral, apos 48 horas e
ao final do tratamento, sobre a capacidade fagocitaria de mondcitos, utilizando 6,25x10* Saccharomyces cerevisiae por
escavacao, na presenga de soro do proéprio individuo, comparados com a capacidade fagocitaria antes do tratamento e
com criangas normais. Média de leveduras ingeridas por mondcito (A); Proporgdo de mondcitos envolvidos na
fagocitose (B); indice fagocitario (C). Em A: aumento da média de leveduras ingeridas por mondécito comparadas com
criangas normais e redugdo ao final do tratamento (p<0,001, Kruskal-Wallis seguido de Dunn). Em B: ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos na proporgao dos mondcitos envolvidos na fagocitose. (p=0,33,
Kruskal-Wallis seguido de Dunn). Em C: aumento do indice fagocitario comparado com criangas normais e redugao ao
final do tratamento (p=0,01, ANOVA, seguido de Newman-Keuls). Dados expressos como mediana, quartis e extremos.

(Dunn-controle vs inicio/ controle vs 48hs; P<0,05) (Student-Newman-Keuls-controle vs inicio / inicio vs final; p<0,05)
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Figura 10- Influéncia do tratamento com glucantime em criangas com leishmaniose visceral com 48 horas e
ao final do tratamento sobre a capacidade fagocitaria de mondcitos utilizando 2,5x10° Saccharomyces cerevisiae por
escavagao, na presenga de soro do proprio individuo, comparados com a capacidade fagocitaria antes do tratamento e
com criangas normais. Média de leveduras ingeridas por mondcito (A); Proporcdo de mondcitos envolvidos na
fagocitose (B); indice fagocitario (C). Em A: aumento da média de leveduras ingeridas por mondcitos comparadas com
criangas normais e redugdo ao final do tratamento (p<0,003, Kruskal-Wallis seguido de Dunn). Em B: ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos na proporgédo dos monécitos envolvidos na fagocitose. (p=0,89,
Kruskal-Wallis seguido de Dunn). Em C: aumento do indice fagocitario comparado com criangas normais e redugao ao
final do tratamento (p=0,04, Kruskal-Wallis seguido de Dunn). Dados expressos como mediana, quartis e

extremos.(Dunn-controle vs inicio / inicio vs final; p<0,05)
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4.2.1.2. Influéncia do glucantime sobre a capacidade fagocitaria
dos mondcitos pelos receptores que reconhecem padroes
moleculares de patégenos em criangas com leishmaniose

visceral.

Nenhuma diferenga pode ser observada quando a fagocitose foi avaliada

pelos receptores para padroes moleculares de patégenos (Figuras 11 e 12).

4.2.2. CAPACIDADE FAGOCITARIA DOS NEUTROFILOS

4.2.1.1. Influéncia do glucantime sobre a capacidade fagocitaria
de neutréfilos de criangas com leishmaniose visceral pelos

receptores para complemento e fragao Fc da imunoglobulina

Para avaliar a influéncia da infecgao sobre a capacidade fagocitaria dos
neutréfilos foi analisado o indice fagocitario dos neutrofilos, a proporgcéo de
neutréfilos envolvidos na fagocitose e a média de particulas fagocitadas por
neutrofilo de criangas com leishmaniose visceral antes do tratamento com

glucantime em comparagao com criangas normais.
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Figura 11-Influéncia do tratamento com glucantime em criangas com leishmaniose visceral com
48 horas e ao final do tratamento sobre a capacidade fagocitaria de mondcitos utilizando
6,25x10* Saccharomyces cerevisiae por escavagdo, na presenga de soro fetal bovino,
comparados com a capacidade fagocitaria antes do tratamento e com criangas normais. Média
de leveduras ingeridas por mondcito (A); Propor¢gdo de mondcitos envolvidos na fagocitose (B);
indice fagocitario (C). Em A, B e C ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos. (p=0,46; p=0,72; p=0,86; respectivamente). Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn.
Dados expressos como mediana, quartis e extremos.
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Figura 12- Influéncia do tratamento com glucantime em criangas com leishmaniose visceral
com 48 horas e ao final do tratamento sobre a capacidade fagocitaria de mondcitos utilizando
2,5x10° Saccharomyces cerevisiae por escavagdo, na presenga de soro fetal bovino,
comparados com a capacidade fagocitaria antes do tratamento e com criangas normais. Média
de leveduras ingeridas por mondcito (A); Proporgcdo de mondcitos envolvidos na fagocitose (B);
indice fagocitario (C). Em A, B e C ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos. (p=0,61; p=0,74; p=0,82; respectivamente). Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn.
Dados expressos como mediana, quartis e extremos.
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A mediana do indice fagocitario dos neutrofilos das criangas com
leishmaniose visceral foi significantemente maior do que o das criangas
normais tanto para 6,25x10* quanto para 2,5x10° leveduras por escavagéo (261
versus 151, p=0,006, ANOVA, seguido pelo método de Student-Newman-Keuls
para comparagdo entre os grupos; e 347,5 versus 264, p=0,012, teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre o0s
grupos, respectivamente). O mesmo padrdo ocorreu quando avaliamos o
numero de leveduras ingeridas por neutrofilo (3,1 versus 2, p<0,0001, ANOVA ,
seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para comparagcéo entre os
grupos; 3,7 versus 2,9, p=0,001, respectivamente). Nao houve diferenga na
propor¢ao de neutréfilos envolvidos na fagocitose entre as criangas normais e
aquelas com leishmaniose visceral (82,5 versus 76, p=0,25, ANOVA seguido
pelo método de Student-Newman-Keuls para comparagéo entre os grupos; 91
versus 86, p=0,42, Kruskal-Wallis seguido de Dunn, respectivamente) (Figura
13 e 14).

A influéncia do glucantime sobre a fungdo dos neutrofilos foi avaliada
apos 48h e ao final do tratamento. As medianas do indice fagocitario dos
neutréfilos das criangas com LV antes do tratamento encontravam-se elevadas
em comparagao com as criangas normais e passou a valores semelhantes as
das criangas normais apos o final do tratamento. Os valores do indice
fagocitario em 48 horas e ao final do tratamento, tanto para 6,25x10* quanto
para 2,5x10° leveduras por escavagdo foram: 261 versus 256 versus 180,
p=0,0006, ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para

comparagao entre os grupos; 347,5 versus 297 versus 263,5, p= 0,012,
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Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre o0s
grupos, respectivamente. Resultados semelhantes foram observados para a
média de leveduras ingeridas por neutrofilos (3,1 versus 3,3 versus 2,1,
p<0,0001, ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para
comparagao entre os grupos; 3,7 versus 3,6 versus 3,0 , p=0,001, ANOVA
seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para comparagéo entre os
grupos). Nao houve diferenga estatistica na propor¢ao de neutroéfilos envolvidos
na fagocitose em 48 horas e ao final do tratamento (82,5 versus 73 versus
75,5, p=0,25, ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para
comparagao entre os grupos; 91 versus 85 versus 88, p=0,42, ANOVA seguido
pelo método de Student-Newman-Keuls para comparagdo entre os grupos,

respectivamente (Figura 13 e 14).

4.2.1.2. Influéncia do glucantime sobre a capacidade fagocitaria
dos neutréfilos pelos receptores que reconhecem padroes
moleculares de patégenos em criangas com leishmaniose

visceral

Nao foi possivel detectar diferengas na fagocitose pelos receptores para
padrées moleculares de patdégenos entre as criangas com leishmaniose
visceral e controles normais € nem apdés o tratamento com o glucantime

(Figuras 15 e 16).
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Figura 13- Influéncia do tratamento com glucantime em criangas com leishmaniose visceral com 48 horas e
ao final do tratamento sobre a capacidade fagocitaria de neutrdfilos utilizando 6,25x10* Saccharomyces cerevisiae por
escavacao, na presenga de soro do proéprio individuo, comparados com a capacidade fagocitaria antes do tratamento e
com criangas normais. Média de leveduras ingeridas por neutréfilo (A); Propor¢do de neutréfilos envolvidos na
fagocitose (B); Indice fagocitario (C).Em A: aumento da média de leveduras por neutréfilos quando comparadas com
criangas normais e reducéo ao final do tratamento (p<0,0001, ANOVA, seguido de Newman-Keuls). Em B: ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos na proporgéo dos neutréfilos envolvidos na fagocitose (p=0,25,
ANOVA, seguido de Newman-Keuls). Em C: aumento do indice fagocitario quando comparado com criangas normais e
reducdo ao final do tratamento. (p=0,0006, ANOVA, seguido de Newman-Keuls). Dados expressos como mediana,
quartis e extremos. (Dunn- controle vs 48hs/ controle vs inicio/ inicio vs final/ 48hs vs final; p<0,05) (Student-Newman-

Keuls - controle vs inicio/ controle vs 48hs/ inicio vs final; p<0,05)
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Figura 14- Influéncia do tratamento com glucantime em criangas com leishmaniose visceral com 48 horas e
ao final do tratamento sobre a capacidade fagocitaria de neutrdfilos utilizando 2,5x10°Saccharomyces cerevisiae por
escavacao, na presenga de soro do proprio individuo, comparados com a capacidade fagocitaria antes do tratamento e
com criangas normais. Média de leveduras ingeridas por neutréfilo(A); Proporgdo de neutréfilos envolvidos na
fagocitose(B); indice fagocitario (C). Em A: aumento da média de leveduras ingeridas por neutrofilo quando
comparadas com criangas normais e redugéo ao final do tratamento (p=0,001, ANOVA, seguido de Newman-Keuls).Em
B: ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos na proporgdo dos neutréfilos envolvidos na
fagocitose. (p=042, Kruskal-Wallis seguido de Dunn). Em C: aumento do indice fagocitario quando comparadas com
criangas normais e redugéo ao final do tratamento (p=0,012, Kruskal-Wallis seguido de Dunn). Dados expressos como
mediana, quartis e extremos. (Dunn - controle vs inicio / inicio vs final p<0,05) (Student-Newman-Keuls - controle vs

inicio/ inicio vs final; p<0,05)
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Figura 15— Influéncia do tratamento com glucantime em criangas com leishmaniose visceral
com 48 horas e ao final do tratamento sobre a capacidade fagocitaria de neutréfilos utilizando
6,25x10* Saccharomyces cerevisiae por escavagio, na presenga de soro de soro fetal bovino,
comparados com a capacidade fagocitaria antes do tratamento e com criangas normais. Média
de leveduras ingeridas por neutrdfilo (A); Proporgao de neutrdfilos envolvidos na fagocitose (B);
indice fagocitario (C). Em A, B e C ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos. (p=0,74; p=0,85; p=0,83; respectivamente). Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn.
Dados expressos como mediana, quartis e extremos.
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Figura 16— Influéncia do tratamento com glucantime em criangas com leishmaniose visceral
com 48 horas e ao final do tratamento sobre a capacidade fagocitaria de neutréfilos utilizando
2,5x10° Saccharomyces cerevisiae por escavagdo, na presenga de soro de soro fetal bovino,
comparados com a capacidade fagocitaria antes do tratamento e com criangas normais. Média
de leveduras ingeridas por neutrdfilo (A); Proporgcao de neutrdéfilos envolvidos na fagocitose (B);
indice fagocitario (C). Em A, B e C ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos. (p=0,79; p=0,52; p=0,47; respectivamente). Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn.
Dados expressos como mediana, quartis e extremos.
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4.2.3. Influéncia do glucantime sobre a producao de radicais de
oxigénio pelos fagoécitos de criancas com leishmaniose

visceral

A influéncia do glucantime sobre a capacidade microbicida dos fagdcitos
foi avaliada pela capacidade de reducao do nitroblue tetrazolium. A mediana da
capacidade de reducao basal do NBT foi significantemente menor nas criangas
com LV antes do tratamento do que a das criangas normais, voltando aos
valores normais ao final do tratamento com o glucantime (97 versus 98,5,
p=0,03, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre
os grupos) (Figura 17A).

Resultados semelhantes foram observados quando a produgdo de
radicais de oxigénio foi testada apds estimulo (99 versus 100, p=0,018,
Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre 0s

grupos) (Figura 17B).

4.3. Relagao entre o tamanho de bacgo e o indice fagocitario dos

monocitos

Observamos relagao negativa entre o tamanho do 6rgao e a capacidade
fagocitaria dos mondcitos na admisséo das criangas com leishmaniose visceral,

p=0,04, r,=0,58, coeficiente de correlacdo de Pearson (Figura 18).
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Figura 17— Influéncia do tratamento com glucantime em criangas com
leishmaniose visceral com 48 horas e ao final do tratamento sobre a porcentagem de
redugdo do NBT comparados com a porcentagem de redugdo antes do tratamento e
com criangas normais. Porcentagem de reducdo do NBT basal (A). Porcentagem de
redugdo de NBT estimulado (B). Em A: houve diminuigdo na porcentagem de redugao
do NBT ao inicio e 48hs comparados com as criangas normais e aumento ao final do
tratamento (p=0,03, Kruskal-Wallis seguido de Dunn). Em B: houve redugéo no inicio e
em 48 horas em relagdo ao controle e aumento ao final do tratamento. (p=0,018,
Kruskal-Wallis seguido de Dunn). Dados expressos em mediana, quartis e extremos.

(Dunn - controle vs 48hs p<0,05 em B)
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Figura 18- Relagc&o negativa entre tamanho do bago na admisséo e indice fagocitario
de mondcitos. Fagocitose de 2,5x10° leveduras sensibilizadas por mondcitos de
pacientes portadores de leishmaniose visceral. Coeficiente de correlagao de Pearson,
r.= - 0,58, p=0,04

4.4. Relagao entre o tamanho do bago e a concentragao de

hemoglobina

Observamos relagdo negativa entre o tamanho do bago e a
concentracdo de hemoglobina na admissao das criangas com leishmaniose

visceral, p=0,01, r,=0,52, coeficiente de correlagao de Pearson (Figura 19).
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Figura 19- Relagdo negativa entre tamanho do baco e a concentragdo de hemoglobina
(g/dl) dos pacientes portadores de leishmaniose visceral na admissao. Coeficiente de
correlagao de Pearson, r,= - 0,52, p=0,01

4.5. Relacao entre porcentagem de reducao do NBT e indice
fagocitario de monoécitos de criangcas com leishmaniose

visceral

Observamos relagao inversa entre a porcentagem de redugédo do NBT e
o indice fagocitario dos mondcitos para 2,5x10° leveduras sensibilizadas por
fagécito na admissao das criangas com leishmaniose visceral, p=0,02, r, = -066

, coeficiente de correlagdo de Pearson (Figura 20).
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Figura 20- Relagdo negativa entre porcentagem de reducdo do NBT basal e indice
fagocitario de mondcitos na admissdo do paciente. Fagocitose de 2,5x10° leveduras
sensibilizadas por mondécitos de pacientes portadores de leishmaniose visceral.
Coeficiente de correlagcédo de Pearson, r, = - 066, p=0,02.

4.6. Relacao entre porcentagem de reducao do NBT e padrao

nutricional avaliado pelo escore z da estatura para a idade das

criangcas com leishmaniose visceral

Observamos tendéncia para uma relagao direta entre a porcentagem de
reducdo do NBT e o indice fagocitario dos mondcitos para 2,5x10° leveduras
sensibilizadas por fagécito na admissdo das criangas com leishmaniose

visceral, p=0,07, r,= 0,43, coeficiente de correlacéo de Pearson (Figura 21).
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Figura 21- Relagdo direta entre porcentagem de redug¢do do NBT e escore z

estatura/idade. Coeficiente de correlagado de Pearson, r,= 0,43, p=0,07.
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5. DISCUSSAO
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As manifestagdes clinicas, laboratoriais e imunoldgicas da leishmaniose
visceral sdo uma consequéncia do acometimento do sistema fagocitico-
mononuclear. As repercussdes nos diversos 6rgdos envolvidos devem-se a
disseminagao das leishmanias pelo sistema de fagocitos e a sua ativagéo. O
esclarecimento das fungdes do sistema de fagdcitos na crianga doente antes e
apos o tratamento com glucantime, bem como a inter-relacdo destes fatores
entre si podem propiciar um maior entendimento dos mecanismos da
imunidade e da imunopatogenia da doenca.

Estas manifestacbes, bem como a resposta ao tratamento, dependem
de fatores como a genética, o meio ambiente e a resposta individual do sistema
imunitario e do sistema de fagocitos de cada hospedeiro; como também de
fatores relacionados a cepa envolvida e a droga utilizada. Por isso, € comum
na pratica clinica pacientes apresentarem manifestacdes clinicas e respostas
diferentes ao tratamento na dependéncia das diferentes interacbes destes
fatores.

Neste trabalho avaliamos a influéncia do glucantime sobre a fungéo dos
fagécitos e os parametros clinicos e laboratoriais em criangas com
leishmaniose visceral e observamos que esta droga foi capaz de melhorar tanto
os parametros clinicos e laboratoriais da doenga, como também modular a
capacidade fagocitaria e microbicida dos mondcitos e neutrofilos das criangas
tratadas. Uma agdo imunomoduladora do glucantime tem sido sugerida, mas
este trabalho mostrou que esta droga pode ter acdo sobre a fungcdo dos

mondécitos e neutréfilos em criangas com leishmaniose visceral, além de sua
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acao na melhora dos parametros clinicos e laboratoriais, também observado
por outras drogas, no processo de cura.

Em nossa amostra a idade de maior incidéncia da doenca foi de 4 anos
e 78% das criangas estudadas tinham menos do que 6 anos de idade. Dados
do Brasil mostram que a faixa etaria de criangas menores do que dez anos
representam 54,4% dos casos, sendo que idade menor do que cinco anos
corresponde a 41% das criangas acometidas. Tem sido sugerido que a
predilecdo da doenca pela populacdo infantil esta relacionada a grande
proporgao de criangas desnutridas, particularmente nas regides mais pobres do
pais, o que pode ocasionar o comprometimento da resposta imune ao parasita,
a imaturidade da resposta do sistema imunitario nas criangas mais novas e a
maior exposi¢ao ao vetor (Ministério da Saude, 2006). De fato, nossos dados
mostraram maior frequéncia e gravidade da desnutricdo nas criangas com
leishmaniose visceral em relacdo as criancas controles sem a doenca. Queiroz
e cols (2004) e Rey e cols (2005) encontraram frequéncias maiores de
desnutricdo nas criangas com LV estudadas nas cidades de Recife e Fortaleza
em comparacdo com os nossos dados. E possivel que este fato deva-se as
diferencas de condicdes soécio-econdmicas e possivelmente de acesso mais
precoce ao tratamento entre as regides nordeste e centro-oeste do pais.

Das criancas com LV por nds estudadas, apenas 22% mostraram
inadequacao no escore z do peso para a estatura, que reflete a gravidade da
desnutricdo recente. E apenas 35% mostraram desnutricdo cronica pelo
parametro do escore z da estatura / idade, que € um parametro da cronicidade

da desnutricdo. Este fato chama a atengao para a importancia do diagnéstico
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da LV em pacientes sem desnutrigdo crbnica, conforme ja observado por
Pastorino e cols (2002).

O real papel da desnutricdo na leishmaniose visceral é ainda
controverso. Nao esta esclarecido se a desnutricido é fator predisponente ou
consequéncia da doencga. Os fatos que sugerem a desnutricdo como fator
predisponente da LV sdo que a desnutricdo € uma das mais frequentes causas
de imunodeficiéncia secundaria (Revillard e cols, 1990) e tem sido descrito
como um dos principais fatores de risco para LV (Harrison e cols, 1986). De
fato, nossos dados do escore z da estatura para idade sugerem que a
desnutricdo crdnica ja estava presente em algumas criangas previamente a
infecgao.

Os fatos que sugerem que a desnutricdo € consequéncia da infecgao
sdo que a LV é uma sindrome consumptiva, resultando na perda de gordura
corporal (Harrison e cols, 1986), provavelmente por meio da produgdo de
citocinas catabolicas, como a IL-1 e o FNT /caquectina (Pearson e cols, 1990;
1992).

E possivel que ambas as hipéteses sejam verdadeiras na dependéncia
de varios fatores, tanto do parasita, como viruléncia e tamanho do in6culo, e do
hospedeiro, como aspectos genéticos e sécio-culturais.

A relagdo entre a capacidade microbicida dos fagocitos e o estado
nutricional pelo escore z da estatura para a idade foi analisada neste trabalho e
verificamos que quanto menor o escore z da estatura para a idade, menor foi a
capacidade de reducdo do NBT, ou seja menor foi a produgdo de anions

superoxido. Isto sugere que os fagodcitos das criangas desnutridas com
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leishmaniose visceral ttm menor capacidade microbicida. De fato a desnutricao
tem sido considerada um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento da forma sintomatica da doenga (Badaro e cols, 1986) e esta
relacionada com alto risco de morte (Searman e cols, 1996). Provavelmente o
menor poder microbicida dos fagocitos destes pacientes facilita a disseminagao
da leishméania e determina uma maior susceptibilidade as infeccdes
bacterianas, o que também é um fator de risco para morte nas criangas com
leishmaniose visceral.

As manifestagdes clinicas e laboratoriais por nds observadas antes do
tratamento foram semelhantes as encontradas na literatura. Em nossa amostra,
a febre na admissdo estava presente em todos os casos (100%), dados
semelhantes aos encontrados por Kafetzis e cols (2002) (95%), Pastorino e
cols (2002) (96,1%), Pedrosa e cols (2004) (96,8%), Queiroz e cols (2004)
(95,6%), Rey e cols (2005) (96%) e Oliveira e cols (2006) (97,3%). Além da
febre, o aumento do volume abdominal (74%) e a apatia (52%) foram os
sintomas mais freqlentes em nossa amostra, seguidos de emagrecimento
(48%), tosse (39%), vomito (26%), dor abdominal (26%) e diarréia (17%). Estes
sintomas também foram relatados em outras séries (Campos Jr e cols, 1995;
Pastorino e cols, 2002; Pedrosa e cols, 2004; Queiroz e cols, 2004; Rey e cols,
2005; Oliveira e cols, 2006).

Os sinais mais freqluentes evidenciados em nossa amostra foram o
aumento do figado e baco (100%) e palidez cutanea (100%), seguidos por
taquipnéia (26%), edema (17%), ictericia (9%) e petéquia (9%). Freqiéncia

semelhante destes sinais foram relatados em outras séries (Campos Jr e cols,
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1995; Pastorino e cols, 2002; Pedrosa e cols, 2004; Queiroz e cols, 2004; Rey
e cols, 2005). A mediana do tamanho do figado e bago apresentou valores
semelhantes aos observados por Pastorino e cols, 2002; Pedrosa e cols, 2004;
Rey e cols, 2005; e quase sempre, o tamanho do bago predominou sobre o do
figado.

Observamos relacdo inversa entre o tamanho do bago e a concentragao
de hemoglobina, como também entre o tamanho do bago e a capacidade
fagocitaria de mondcitos das criangas portadoras de leishmaniose visceral,
antes do tratamento. A presenca de hiperesplenismo pode estar contribuindo
para a anemia como também para a pancitopenia. E possivel que a menor
capacidade fagocitaria dos mondcitos nos individuos com tamanho do bago
maior deva-se a presenga na circulagdo sanguinea de fagdcitos imaturos, pelo
aumento da hematopoiese. E possivel que os fagécitos imaturos tenham menor
capacidade fagocitaria em relagdo as células maduras, como também, o bago
de maior tamanho sugere maior grau de infec¢ao pela leishménia e o estimulo
excessivo dos fagécitos pode resultar em depressdo das fungdes destas
células.

O padrao laboratorial refletiu a pancitopenia periférica e a inversdo no
perfil protéico caracteristicos desta doenga. A anemia, leucopenia e
plaquetopenia estiveram presentes em 100%, 78% e 78% dos casos,
respectivamente, e as medianas de seus valores foram semelhantes aos
encontrados por Campos Jr, 1995; Cascio A e cols, 2002; Pastorino e cols,
2002; Queiroz e cols, 2004 e Rey e cols, 2005. A avaliagdo do perfil das

proteinas no calazar assume importancia no diagnostico desta doencga
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principalmente naqueles casos em que o encontro do parasita esta ausente
(Bouree, 2000). Ha uma relagdo inversa entre os valores de albumina e
globulina, conforme verificado em nossa amostra.

Ja a analise das enzimas hepaticas evidenciou que os valores de TGO e
TGP encontravam-se elevadas em 74% dos casos. O fato de que 0s nossos
pacientes ainda n&o tinham usado o glucantime, sugere que este aumento foi
relacionado a agao da leishmania no figado, causando hepatite (Jerénimo e
cols, 1994; Queiroz e cols, 2004). Além da hepatite aguda (Khaldi e cols, 1990),
as manifestacdes hepaticas podem cursar com insuficiéncia hepatica
(Rodrigues e cols, 1958) e em nossa seérie um paciente evoluiu com
insuficiéncia hepatica, possivelmente causada pela leishméania, desde que a
crianga era virgem de tratamento com o glucantime. A insuficiéncia hepatica foi
a causa de trés 6bitos em Fortaleza (Rey e cols, 2005); dois 6bitos no Mato
Grosso do Sul (Oliveira e cols, 2006) e 14 ébitos em Pernambuco (Queiroz e
cols, 2004), sugerindo que o comprometimento hepatico n&do deve ser um
acometimento raro, principalmente quando associado ao glucantime, que é
hepatotoxico. De fato, 13% dos nossos pacientes tiveram esta alteragao,
embora ndo posssamos distinguir se as alteragdes foram devidas a infec¢ao
pela leishmania ou a toxicidade do antimonial.

Com a introdugcdo do glucantime observamos melhora dos padrbes
clinicos e laboratoriais. A febre em 61% dos nossos casos ja havia
desaparecido no sétimo dia de tratamento, dados semelhantes ao que tem sido
observado, de um tempo médio para desaparecimento da febre variando nos

diversos trabalhos de 5 a 8 dias (Campos Jr, 1995; lito e cols, 2002; Pedrosa e
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cols, 2004). O acompanhamento da visceromegalia durante a internacdo
mostrou que na segunda semana de tratamento ja havia reducdo de 55% na
mediana do baco e de 54% na do figado, sendo que a velocidade de reducao
foi maior para o bago do que para o figado, e os dados sdo concordantes com
a literatura (Pedrosa e cols, 2004). A importancia da redugdo da visceromegalia
esta no fato de que pode ser um marcador indireto da cura clinica, sendo
necessario uma reducao de 40% ou mais para ser considerada como um
paréametro de cura clinica (Ministério da Saude, 2006).

Observamos recuperagao da pancitopenia apdés a introducdo do
glucantime, com aumento de 20% na mediana da concentragdo da
hemoglobina, de 46% nos globulos brancos e 67% nas plaquetas ja na
segunda semana do tratamento, dado compativel com a literatura que mostra a
recuperacado destes parametros geralmente apdés 2 semanas de tratamento
(Kafetizs, 2002).

A evolucdo das enzimas hepaticas durante o tratamento apresentou
tendéncia a diminuicdo de seus valores, mas sem significancia estatistica,
provavelmente pela flutuagdo dos niveis séricos em alguns pacientes, em que
houve aumento das enzimas, ndo sendo possivel esclarecer se foram devidas
a acgao da propria leishmania ou pela hepatoxicidade do glucantime (Jerdnimo
e cols, 1994).

Observamos neutropenia em 30% dos casos, sendo a mediana do
numero total de neutrofilos semelhante as encontradas por Campos Jr, 1995;
Cascio e cols, 2002; Pastorino e cols, 2002; Queiroz e cols, 2004 e Rey e cols,

2005. Observamos recuperagao do numero absoluto dos neutréfilos em 49%
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dos pacientes na segunda semana de tratamento. A neutropenia no calazar
aumenta a susceptibilidade as infec¢des, sendo a frequéncia e a gravidade das
infecgdes inversamente proporcionais ao numero absoluto dos neutréfilos
(Bodey e cols, 1996; Lucas e cols, 1996). De fato, em nossa amostra, dos 8
pacientes que apresentaram neutropenia, 62,5% (5/8) apresentaram infec¢ao
bacteriana associada, confirmando a importancia da alteragdo quantitativa de
neutrofilos. Esta deficiéncia numérica, associada a alteragao funcional destas
células, como a diminuicdo do poder microbicida dos fagdcitos observada por
nos, propiciam o desenvolvimento da infec¢do, que € a maior causa de 6bito
nesta infecgdo parasitaria (Peter, 2000). De fato, observamos infec¢ao
bacteriana em 35% dos pacientes analisados, sendo o pulmao o local mais
frequente de infecgdo (75%). Sugerindo a gravidade da infecgdo neste local,
uma das nossas criangas foi a ébito por complicagao da infeccdo pulmonar,
que evoluiu com septicemia e insuficiéncia respiratéria. O pulmao tem sido
relatado como o local mais frequente de infeccédo por varios autores: Guerreiro
e cols, 1985; Campos Jr, 1995; Carvalho, 1995; Pastorino e cols, 2002;
Pedrosa e cols, 2004; Queiroz e cols, 2004; Rey e cols, 2005; Oliveira e cols,
2006, e tem sido o local de infecgdo mais frequentemente relacionado com o
obito (Carvalho, 1995; Queiroz e cols, 2004; Rey e cols, 2005).

A maior susceptibilidade as infec¢gdes € uma caracteristica da doenca e
foi bem estabelecida por Andrade e cols (1990) que verificou intercorréncia de
infeccado 4,8 vezes maior em doentes de calazar quando comparadas com
criangas controles desnutridas internadas. Tem sido considerado que o

aumento das infec¢des nos pacientes com leishmaniose visceral € multifatorial,
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podendo estar relacionada com a desnutricdo, as alteragdes hematoldgicas
encontradas (anemia, leucopenia e neutropenia), as alteragdes do sistema
imunitario dependente dos linfocitos T, e como nossos dados sugerem, podem
também estar relacionadas com a alteragédo da fung¢do do sistema de fagocitos,
pelo comprometimento da capacidade microbicida.

A infecgdo bacteriana além de ser um fator relacionado com mortalidade,
pois se associa a um curso fatal em cerca de 50% dos casos (Campos JR,
1995; Andrade, 1990) e aumenta o risco de morte em 3,34 vezes (Rey e cols,
2005), pode ser um fator preditivo de falha terapéutica, pois pacientes com co-
infeccdo apresentaram risco 7,1 vezes maior de falha terapéutica com o
glucantime. A co-infecgdo bacteriana esta relacionada a imunodepressao
causada pela LV, pois quanto menor for a resposta celular do paciente, menor
sera a resposta a terapéutica especifica e maior sera o surgimento de
microorganismos oportunistas (Santos e cols, 2002). De fato, dos nossos 3
pacientes que tiveram necessidade de prolongar a terapéutica especifica com o
glucantime para 30 dias, todos apresentavam infec¢cdo bacteriana associada
com necessidade de antibioticoterapia, e um deles apresentava desnutricao
grave pelo escore z do peso para a idade e da estatura para a idade,
confirmando a influéncia da deficiéncia da resposta imune pela prépria doenca
ou pela desnutricdo no surgimento de complicagdes infecciosas, como a
possivel influéncia da infecgao na resposta terapéutica.

A capacidade funcional dos fagdcitos na leishmaniose visceral foi
avaliada pela comparagdo da capacidade fagocitaria e microbicida entre as

criangas com leishmaniose visceral e controles. Nossos resultados mostraram
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aumento da capacidade fagocitaria dos mondcitos e neutrofilos nas criangas
com leishmaniose visceral em relacéo as criangcas controle, devido ao aumento
da média de leveduras ingeridas por fagdcito, quando analisada pelos
receptores para os componentes do sistema do complemento. Esta diferenca
entre os grupos nao foi observada quando a fagocitose foi avaliada pelos
receptores que reconhecem padrdes moleculares de patdégenos. O fato de o
aumento da capacidade fagocitaria ter ocorrido pelo aumento do numero de
leveduras ingeridas por fagécito sugere que houve aumento da expressao
destes receptores na superficie dos fagdcitos estimulados pela prépria infecgéo
parasitaria.

Nao estdo esclarecidos os mecanismos pelos quais poderia ocorrer
aumento da expressdo de receptores na superficie dos fagocitos durante a
infecgao pela leishmania, entretanto uma possivel explicacdo para isto estaria
relacionada a aumentada producao de fator de necrose tumoral-a que pode
ocorrer em pacientes com leishmaniose visceral (Saloméao e cols, 1996). De
fato tem sido demonstrado que esta citocina pode aumentar a expressao de
receptores na superficie dos mondcitos (Georgiev e Albright, 1993; Muniz-
Junqueira e cols, 2001), como também tem sido demonstrado que a ligagao do
FNT ao seu receptor na superficie da célula pode modular as vias de
sinalizagdo de outros receptores da mesma célula (Kwiatkowska e Sobota,
1999).

Observamos também que a producao de anion superéxido estava menor
nas criangas com leishmaniose visceral, 0 que sugere que o poder microbicida

dos fagdcitos esta deficiente nesta infecgéo, o que pode estar dificultando os
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mecanismos de defesa antiparasitarios e facilitando a persisténcia da infecgao
no hospedeiro. De fato, tem sido observado que a fagocitose via receptores
para o complemento CR3 esta relacionada com a inibicdo da explosao
respiratoria e produgao de IL-12 (Bradonisio e cols, 2000), inibindo, portanto, a
imunidade celular e contribuindo para o escape do parasita dos mecanismos de
defesa do hospedeiro (Cunningham, 2002; Mosser e cols, 1997).

Os mecanismos pelos quais ocorre a diminuicado da producédo de anion
superoxido nao estdo esclarecidos, porém algumas possibilidades podem ser
sugeridas. Quando a fagocitose € mediada pelos receptores para por¢éo Fc da
IgG e CR3 dos fagocitos ocorre ativagdo da proteina cinase C (PCC) que
funciona como uma via de transducdo dos sinais apds a ativacdo dos
receptores (Kwiatkowska e Sobota, 1999) e a sua fosforilagdo esta relacionada
com a ativagdo da NADPH oxidase (Oliver e cols, 1992). Tem sido sugerido
que na leishmaniose um dos mecanismos de escape do parasita € a inibicao
desta via, que pode levar a diminuicdo da explosdo respiratéria pela nao
ativacdo da NADPH oxidase, podendo propiciar a perpetuagao da leishmania
no hospedeiro (Oliver e cols, 1992; Cunningham, 2002). De fato, Kumar e cols
(2001) mostraram que a produgao de superdxido e peroxido de hidrogénio por
mondcitos de adultos com leishmaniose visceral em atividade estava diminuida
nos pacientes sem tratamento, e apds o tratamento com anfotericina-B houve
aumento da produgado destes radicais de oxigénio, peroxido de hidrogénio e
anion superoxido. Observaram também diminuicdo das enzimas NADH

oxidase, NADPH oxidase e mieloperoxidase envolvidas nos mecanismos
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microbicidas dos mondcitos e sugeriram que isto poderia facilitar a persisténcia
das leishméanias nos macrofagos (Kumar e cols, 2002).

Nossos dados foram diferentes dos observados por Martins-Papa (2007)
em individuos com leishmaniose tegumentar americana, os quais mostraram
deficiente capacidade fagocitaria de mondcitos e aumentada produgédo de
peréxido de hidrogénio e fator de necrose tumoral-a, possivelmente pelo
diferente tipo de relacdo hospedeiro-parasita que ocorre nas duas formas
clinicas da leishmaniose.

Observamos uma relagao inversa entre a capacidade fagocitaria e a
microbicida. Embora a capacidade fagocitaria estivesse aumentada, havia
diminuigdo da produgao de anions superoxido, sugerindo que além do poder
microbicida dos fagocitos das criangas com leishmaniose visceral estar
comprometido, o fato de a fagocitose estar aumentada pode estar também
propiciando o escape das leishméanias dos outros mecanismos de defesa do
organismo nao relacionados aos macrofagos, pelo fato dos parasitas
permanecerem no meio intracelular de um fagécito incapaz de destruir o
parasita.

Pelo tratamento com o glucantime observamos aumento na capacidade
dos fagécitos produzirem radicais oxidativos. Este aumento do poder
microbicida, portanto, deve estar se contrapondo aos mecanismos de escape
do parasita.

A acdo moduladora do glucantime sobre a capacidade fagocitaria e
microbicida nao foi observada apds 48 horas, sendo evidente apenas ao final

do tratamento, com o retorno das fungbes dos fagdcitos aos valores
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semelhantes aos observados nas criangas controles. Possivelmente ha
necessidade de algum tempo para que ocorra a recuperagdo das vias
metabdlicas alteradas pela infecgéo.

Coelho (2003) observou que o tratamento in vitro de fagdécitos de
individuos normais com o glucantime induziu aumento da capacidade
fagocitaria dos mondcitos e neutréfilos pelos receptores para padrdes
moleculares de patdégenos e componentes do complemento, como também
induziu aumento da capacidade microbicida dos fagdcitos. Diferentemente,
observamos em criancas com leishmaniose visceral que a capacidade
fagocitaria destas células estava aumentada antes do tratamento e que a
utilizacdo do antimonial modulou negativamente a fagocitose, em direcédo aos
valores observados nos individuos normais. Esta diminuicdo da capacidade
fagocitaria deveu-se a diminuicdo do numero de particulas fagocitadas, o que
sugere que isto ocorreu pela diminuicdo na expressao dos receptores para
componentes do complemento e/ou fragdo Fc da IgG. Resultado oposto
ocorreu com 0 mecanimos microbicida dos fagocitos que sofreu um incremento
pelo tratamento com o antimonial. E possivel que o glucantime tenha
estimulado a producéo de citocinas pelos fagécitos ativados.

De fato, a producédo de citocinas pelos macréfagos ativados relaciona-se
com o clareamento da infecgdo (Holaday e cols, 1993). A produgéo de citocinas
pro-inflamatorias resulta na sintese do 6xido nitrico e de radicais de oxigénio

(Brunet e cols, 2001), e as citocinas produzidas pelo macréfago ativado, como

FNT-a, IL-12 e IFN-y, participam do controle da infecgdo. Dessa forma as
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citocinas contribuem para a produgao dos radicais intermediarios de nitrogénio,
que associado aos radicais oxidativos tém potente poder microbicida.

Tem sido desmonstrada a importancia dos mecanismos imunoldgicos na
resposta terapéutica ao antiménio (Berger e cols, 1992). As citocinas
inflamatdrias estdo envolvidas no processo de clareamento da infecgdo apos o
tratamento com antimoniais (Murray e cols 1989; Roberts e cols, 1993, Kocyigit
e cols, 2002), e o IFN-y parece amplificar a eficacia do antiménio (Croft e cols,
2003; Salomao e cols, 1996). Rais e cols, 2000 demonstraram que antimoniato
pentavalente (pentostam) potencializa a ativagao dos mecanismos oxidativos
em fagécitos murinos e humanos in vitro. Basu e cols, 2006 demonstraram que
o pentostam induz a ativagédo de radicais de oxigénio e de Oxido nitrico via a
ativacao PCC in vitro.

Nao foi possivel avaliar a capacidade fagocitaria e os mecanismos
microbicidas como fatores de risco ou de pior progndstico pelo pequeno
tamanho da amostra, mas dos dois pacientes que foram a dbito, em um deles o
indice fagocitario dos mondcitos foi um dos menores, ndo sendo possivel
avaliar a capacidade fagocitaria dos neutrdéfilos devido a intensa neutropenia da
crianga, e na outra crianga houve diminui¢do da porcentagem de reducdo NBT
apos 48 horas de tratamento. Em nossa amostra os parametros de pior
prognostico isoladamente ndo se mostraram suficientes como preditivo de
gravidade.

Em conclusdo, nossos dados mostraram pela primeira vez que a
capacidade fagocitaria dos mondcitos e neutrofilos pelos receptores para

componentes do complemento e fragcdo Fc da IgG de criangas com

87



leishmaniose visceral estava aumentada e o tratamento com o glucantime
tornou a fagocitose semelhante ao valores das criangas controle. Entretanto, a
capacidade microbicida de producédo de anions superdxido por estas células
estava diminuida e foi estimulada apds o tratamento com o glucantime. O
glucantime melhorou os parametros clinicos e laboratoriais e foi capaz de
aumentar a capacidade microbicida dos fagdcitos. Mostramos a acdo desta
droga como moduladora da resposta do sistema de fagocitos. A aumentada
capacidade fagocitaria associada com a diminuida produgdo de moléculas
microbicidas pode fazer parte dos mecanismos de escape do parasita da
resposta imune do hospedeiro e o tratamento com o antimonial possivelmente
esta atuando como um mecanismo de contra-escape, aumentando a

competéncia microbicida destas células.
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6. CONCLUSOES
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1. As criangas com leishmaniose visceral estavam mais desnutridas,

observado pela menor estatura para idade pelo escore z. Entre as
manifestagdes clinicas, a febre (100%) e o aumento do volume abdominal
(74%) foram as queixas mais frequentes e a palidez (100%) e
hepatoesplenomegalia (100%) foram os sinais mais frequentemente
encontrados. A febre esteva presente em todos os casos na admisséo e
desapareceu em mais da metade dos casos (61%) na primeira semana de
tratamento. O aumento do figado e do bago estava presente em todos os
pacientes na admissao e apresentou reducdo do tamanho em 54% e 55%,
respectivamente, na segunda semana de tratamento. Acometimento
hepatico estava presente em 74% das criangas, com manifestacbes de
hepatite e de insuficiéncia hepatica, sendo que apds o tratamento com
glucantime houve diminuigdo das enzimas hepaticas. Das complicagbes, a
infecgdo bacteriana com o acometimento pulmonar foi a mais frequente.
Disturbio hematolégico estava presente em 13% das criangas.
Hepatotoxicidade em 13% das criancas foi observada como possivel efeito
colateral do glucantime.

O indice fagocitario dos mondcitos e neutrofilos das criangas com
leishmaniose visceral foi maior do que a das criangas normais, quando
analisado pelos receptores para componentes do complemento devido ao
aumento da meédia de leveduras ingeridas por fagécito. Entretanto, a
capacidade microbicida dos fagécitos das criangas com leishmaniose

visceral foi menor do que a das criangas normais.
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3. Apds o tratamento com glucantime das criangas com leishmaniose visceral
observou-se aumento da capacidade microbicida dos fagocitos e diminui¢ao
da capacidade fagocitaria pela diminuigdo do indice fagocitario dos
mondécitos e neutréfilos, devido a diminuicdo da média de leveduras
ingeridas por fagdcitos, quando avaliada pelos receptores para
componentes do complemento.

4. Observou-se relagéo inversa entre o indice fagocitario dos mondécitos e a
concentragcéo de hemoglobina em relagdo ao tamanho do bago das criangas
com leishmaniose visceral. Observamos relacdo inversa entre o indice
fagocitario e a porcentagem de redugdo do NBT e também relagédo direta
entre estado nutricional (escore z E/l) e a porcentagem de redugao do NBT.

5. Estes dados sugerem que os fagocitos das criangas com leishmaniose
visceral tém maior capacidade de ingerir microorganismos, entretanto, a
producdo de radicais de oxigénio microbicidas para o parasita esta
deficiente. Isto pode facilitar o escape do parasita aos mecanismos de
defesa do organismo. O tratamento com o glucantime foi capaz de
aumentar a produgdo de radicais do oxigénio, possivelmente como um

mecanismo de contra-escape ao mecanismo de escape do parasita.
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8.1 Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE DE BRASILIA / FACULDADE DE MEDICINA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
LABORATORIO DE IMUNOLOGIA CELULAR

PROJETO DE PESQUISA
Influéncia do N-metil glucamina sobre a funcéo dos fagécitos, produgao de citocinas e
via de ativacdo do NFKkB e imunoproteasoma na leishmaniose visceral

RESPONSAVEIS
Profa Dra Maria Imaculada Muniz Barbosa Junqueira
Prof Dr Bruno Vaz da Costa, Dra Vanessa Viana Cardoso

TERMO DE CONSETIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

L TR ) eeereeeas anos,
Pais oU responNSAVEIS PEIO MENOT..........ocuiiiiiii e e e e e e e eeees
abaixo assinado, declaro ter lido ou ouvido o presente documento, e compreendido o
seu significado, que informa o seguinte:

1- Estou permitindo a participacdo de meu filho(a), por minha livre vontade, de uma
pesquisa que usa células do seu sangue para estudar como elas reagem ao
tratamento com Glucantime, que € um remédio utilizado no tratamento da doenca que
ele (a) tem. Fui esclarecido (a) que as células do sangue dele (a) serdo analisadas em
laboratério para saber como o medicamento esta ajudando a curar o meu (minha) filho
(a). O remédio que esta sendo usado pelo meu filho(a) faz parte da rotina do Hospital
e € indicado pelo Ministério da Saude.

2. O beneficio que sera obtido com este estudo é o melhor entendimento de como o
remédio esta agindo para melhorar a doencga e propiciar um melhor tratamento para os
doentes.

3. No local do brago de onde o sangue sera retirado podera ficar uma mancha roxa por
alguns dias.

4- Concordo que seja retirado de 5 a 10 ml de sangue de uma veia do brago de meu
filho(a), ao inicio, com 48 horas e ao término do tratamento, utilizando material estéril e
descartavel, para obtencéo das células que serdo estudadas.

5. A qualquer momento posso retirar meu filho(a) da pesquisa sem qualquer prejuizo
para o seu tratamento ou acompanhamento.

6-Posteriormente, se eu desejar, poderei ser informado(a) sobre o resultado do exame
que foi feito no sangue do meu (minha).

7. Nao havera nenhum beneficio financeiro nem para o pesquisador nem para o
paciente para a realizac&o deste projeto.

8- Fui esclarecido que meu nome nao sera divulgado.

Brasilia,............. de.eiiiiieen de............

Nome do responsavel pelo paciente:...........cccovveeiiiciiiii e,
Assinatura do responsavel pelo paciente:...........cccccvveuiiieiiiiiiiiiiiiiies
Pesqu|sador ........................................ Testemunha ...........
Telefone da pesquisadora Dra Vanessa Viana Cardoso: 81162432 Telefone do comité
de ética em pesquisa CEP/SES: 33254955.
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UNIVERSIDADE DE BRASILIA / FACULDADE DE MEDICINA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
LABORATORIO DE IMUNOLOGIA CELULAR

PROJETO DE PESQUISA
Influéncia do N-metil glucamina sobre a fungao dos fagécitos, produgéo de citocinas e
via de ativacdo do NFKkB e imunoproteasoma na leishmaniose visceral

RESPONSAVEIS
Profa Dra Maria Imaculada Muniz Barbosa Junqueira
Prof Dr Bruno Vaz da Costa, Dra Vanessa Viana Cardoso

TERMO DE CONSETIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Controle normal)

= O TR ) e anos,
Pais ou resSpoNSAVEIS PEIO MENOK .......coiiiiiiiiiiiiiie et e e e e eeae s
abaixo assinado, declaro ter lido ou ouvido o presente documento, e compreendido o
seu significado, que informa o seguinte:

1- Estou permitindo a participagdo de meu filho(a), por minha livre vontade, de uma
pesquisa que usa células do seu sangue para estudar como elas reagem in vitro para
serem posteriormente comparadas com as células de pacientes doentes com calazar.
Fui esclarecido (a) que as células do sangue retiradas serdo analisadas em
laboratdrio.

2. O beneficio que sera obtido com este estudo é o melhor entendimento de como o
remédio esta agindo para melhorar a doenga calazar e propiciar um melhor tratamento
para os doentes.

3. No local do brago de onde o sangue sera retirado podera ficar uma mancha roxa por
alguns dias.

4- Concordo que seja retirado de 5 a 10 ml de sangue de uma veia do brago de meu
filho(a), uma unica vez, utilizando material estéril e descartavel, para obtencéo das
células que serao estudadas.

5. A qualquer momento posso retirar meu filho(a) da pesquisa sem qualquer prejuizo
para ele (a).

6- Concordo que seja retirado de 5 a 10 ml de sangue de uma veia do braco de meu
filho(a), uma unica vez, utilizando material estéril e descartavel, para obtengao das
células que serao estudadas.

7-Posteriormente, se eu desejar, poderei ser informado(a) sobre o resultado do exame
que foi feito no meu sangue.

8. Nao havera nenhum beneficio financeiro nem para o pesquisador nem para o
paciente para a realizagéo deste projeto.

9- Fui esclarecido que meu nome ndo sera divulgado.

Brasilia,............. de.onieiee de............

Nome do responsavel pelo PaCIENE:........ccooe e
Assinatura do responsavel pelo paciente..........ccccoiiiiiiiiiiiii i
............... Pesqu|sador Testemunha

Telefone da pesquisadora Dra Vanessa Viana Cardoso: 81162432/ Telefone do
comité de ética em pesquisa CEP/SES: 33254955.
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8.2. Aprovacao do projeto no comité de ética em pesquisa CEP

- FM/UnB
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Processoint® acii.
Els: 1% visiinons
Rubrica.......................

Universidade de Brasilia — Faculdade de Medicina

Comité de Etica em Pesquisa — CEP-FM/UnB

Campus Universitario, Asa Norte — CEP 70910-900 — Brasilia, DF
Telefone: (61) 307-2520

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do projeto: CEP-FM 047/2005

Titulo: “Influéncia do N-metil glucamina sobre a fungdo dos fagocitos, produgiao
de citocinas e via de ativagcdo do NFkB e imunoproteasoma na leishmaniose
visceral”

Pesquisador responsavel: Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaragao
de responsabilidade, protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre e
esclarecido, cronograma, bibliografia pertinente e curriculo(s) do
pesquisador(es)

Data de entrada: 16/06/2005

Proposi¢ao do(a) Relator(a):

( x) Aprovagao

() Aprovagdo com pendéncias

() Nao aprovagao

Data da primeira analise pelo CEP-FM/UnB: 29/06/2005

Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UnB: 25/08/2005

PARECER

Com base na Resolugdo CNS/MS n.° 196/96, que regulamenta a
matéria, o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia, a Coordenacgdo do CEP-FM decidiu APROVAR “ad
referendum”, de acordo com o parecer da Coordenagdo, o projeto de
pesquisa acima especificado, quanto aos seus aspectos éticos.

Observagao:

1 - Modificagbes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a
notificagdo imediata de eventos adversos graves.

2 - O(s) pesquisador(es) deve(m) apresentar relatorios periddicos do
andamento da pesquisa ao CEP-FM.

Brasilia-DF, 25 de agosto de 2005.

{
Dr.? “Maria de Oliveyra Alves
Coordenadora do CEP-FM/UnB
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8.3. Aprovacao do projeto de pesquisa no comité em pesquisa

SES/DF
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GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE

4&;\. o : .

| <~ COMITE DE ETICA EM PESQUISA L
() b

’ Lizg yo O\

PARECER N° 131/2005

Processo N2: 114/05

Projeto de Pesquisa: Influéncia do N-metil-glucamina sobre a fungéo dos fogdcitos, producao
de citocinas e avaliagdo de via de ativagdo do NFkB e imunoproteasoma na leishmaniose
visceral em criangas

Data de Entrada: 13/7/2005

Pesquisador Responsavel: Bruno Vaz da Costa

Instituicdo Pesquisada: SES/HRAS

Area Tematica Especial: Grupo lli(ndo Pertencente a area tematica especial), Ciéncias da
Saude.

Validade do Parecer: 19/9/2007.

Tendo como base a Resolugao 196/96 CNS/MS, que dispbe sobre as diretrizes e
normas regulamentadoras em pesquisa envolvendo seres humanos, assim como as suas
resolugbes complementares, o Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Estado de Satide
do Distrito Federal, apds apreciacdo ética, manifestou-se pela APROVAGAO do projeto de
pesquisa proposto.

Esclarecemos que o pesquisador devera observar as responsabilidades que lhe
sdo atribuidas na Resolugdo 196/96 CNS/MS, incisos IX.1 e IX.2, em relacdo ao
desenvolvimento do projeto. Ressaltamos a necessidade de encaminhar a este Comité

relatérios parciais e final, além de notificacdo de eventos adversos quando pertinentes.

Brasilia, 19 de setembro de 2005. ]

!/\//
Maria Rita Carvalho Garbi Novaes
Comité de Etica em Pesquisa/SES-DF
Coordenadora

Brasilia ~ Patriménio Cultural da Humanidade

Fundagéo de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude - SES
Comité de Etica em Pesquisa
Fone: 325-4955 - Fone/Fax: 326-0119 — e-mail:cepsesdf@saude. df gov.br
SMHN - Q. 501 - Bloco "A" ~ Brasilia~ DF - CEP.. 70. 710-904
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8.4. Ficha de acompanhamento

IDENTIFICACAO

Paciente: [ Reg.:
Sexo: () masculino () feminino

Data de nascimento: / /

Procedéncia:

CARACTERISTICAS CLINICAS- Admissé&o

Tempo de febre até a admissio:

Tamanho do figado — Inicio: cm Término: cm
Tamanho do bago — Inicio: cm Término: m
Peso: Estatura:
Sintomas: ( )febre ( )apatia ( )emagrecimento ( ) dor abdominal

() diarréia () vémitos ( )tosse ( ) Aumento do Volume abdominal

Sinais: ( ) palidez  ( )ictericia ( )petéquia ( )taquipnéia ( )edema ( ) viceromegalia

Outros:

CARACTERISTICAS CLINICAS — 48 horas

Peso: Estatura:

Sintomas: ( )febre ( )apatia ( )emagrecimento ( ) dor abdominal
() diarréia () vomitos ( )tosse ( ) Aumento do Volume abdominal

Sinais: ( ) palidez  ( )ictericia ( )petéquia ( )taquipnéia ( )edema ( ) viceromegalia

Outros:

CARACTERISTICAS CLINICAS - 12 semana

Peso: Estatura:

Sintomas ( )febre ( )apatia ( )emagrecimento ( ) dor abdominal
() diarréia () vbmitos ( )tosse ( ) Aumento do Volume abdominal

Sinais ( ) palidez  ( )ictericia ( )petéquia ( )taquipnéia ( )edema ( ) viceromegalia

Outros:

CARACTERISTICAS CLINICAS — 22 semana

Peso: Estatura:

Sintomas: ( )febre ( )apatia ( )emagrecimento ( ) dor abdominal
() diarréia () vbmitos ( )tosse () Aumento do Volume abdominal

Sinais ( ) palidez  ( )ictericia ( )petéquia ( )taquipnéia ( )edema ( ) viceromegalia

Outros:
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CARACTERISTICAS CLINICAS — Final

Peso: Estatura:

Sintomas( )febre ( )apatia ( )emagrecimento ( ) dor abdominal
() diarréia () vomitos ( )tosse ( ) Aumento do Volume abdominal

Sinais ( ) palidez  ( )ictericia ( )petéquia ( )taquipnéia ( )edema ( ) viceromegalia

Outros:

EXAMES COMPLEMENTARES

* HEMOGRAMA Admissao 22 semana 32 semana

Hemoglobina

Leucdcitos totais

Neutrofilos

Eosindfilo

Linfocitos

Plaquetas

* ENZIMAS HEPATICAS

TGO

TGP

Bilirrubinas totais

Bilirrubina direta

Bilirrubina indireta

* ELETROLITOS

Sdédio

Potassio

Calcio

* PROTEINAS TOTAIS/ FRACOES

Gamaglobulinas

Albumina

* EAS

Proteinas

Hemacias

* VHS

* TAP

*ECG

* SOROLOGIA LEISHMANIOSE () Positiva (_ )Negativa Data: /| |/

* PUNCAO OSSEA. () Positiva ( )Negativa Data: / |/

Qutros:

COMPLICACOES

Infecgdo Bacteriana associada ()sim ( )ndo Foco: sepse: S/IN

Disturbio hematolégico ()sim ( )ndo ( )hemorragia ( )coagulopatia

Toxicidade ao Glucantime ( )mialgia ( )artralgia ( ) mal-estar ( )cardiotoxicidade
() alt.enzimas hepaticas

Insuficiéncia cardiaca ()sim ( )nédo
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8.5. Tabelas — Analise clinica

Tabela 4- Evolugao do tamanho do bag¢o e do figado de criangas com
calazar durante o tratamento clinico com o glucantime

Tempo n Baco (cm)*@ Figado (cm)*®
Dia zero 23 9 (2-13) 5,5 (3-9)
48 horas 22 9 (2-13) 5(3-9)

1 semana 22 6,5 (1,5-12) 4 (0-7,5)
2 semana 22 5 (0-11) 3 (0-7)
Alta 21 3 (0-8) 2 (0-5)

*valores expressos em mediana e extremos. Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagéo
entre os grupos; ® Dunn- Dia zero vs 2 semana/ Dia zero vs alta/ 48hs vs 2 semana/ 48hs vs alta/ 1 semana vs alta; p<
0,05 // ® Dunn- Dia zero vs 2 semana/ Dia zero vs alta/ 48hs vs 2 semana/ 48hs vs alta; p<0,05.

Tabela 5- Evolugao das alteragoes hematolégicas de criangas com calazar
durante o tratamento clinico com o glucantime

Valores hematoldgicos

Tempo
Hemoglobina®*  Leucdcitos™ Neutrofilos™* Plaquetas™
74° 3000° 13442 74000°
Dia zero (4,5-11,1) (1700-9600) (360-4482) (25000-270000)
8,8 4500 2025 135000
1 semana (4,5-10,3) (1200-10300) (504-7725) (18000-547000)
9,3 5600 2640 228000
2 semana (6,7-12) (1900-12600) (779-8062) (27000-471000)

*Taxa hemoglobina(g/dl) **Numero absoluto. Valores expressos em mediana e extremos; Teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn para comparagéo entre os grupos; * Dunn- Dia zero vs 2 semana; p< 0,05

Tabela 6- Evolugao das alteragcoes das enzimas hepaticas de criangas
com calazar durante o tratamento clinico com o glucantime

Tempo n TGO(U/L)* TGP(U/L)*
Dia zero 23 69 (15-1040) 45 (10-698)
1 semana 22 57 (24-508) 44 (2-507)
2 semana 21 46 (29-258) 33,6 (11-140)

*Valores expressos em mediana e extremos.
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8.6. Tabelas — Analise da funcao fagocitaria

Tabela 7- Mediana e extremos da média de leveduras fagocitadas por
mondcito, proporcao de monodcitos envolvidos na fagocitose e indice
fagocitario dos monécitos utilizando 6,25x10* Saccharomyces cerevisiae
por escavacao pelos receptores para complemento e para padroes
moleculares de patégenos

Grupos Receptores para complemento Receptores para patdégeno
Média de % fagécitos  indice Média de % indice
leveduras/ envolvidos fagocitario levedura/ fagdcitos fagocitario
mondcito monocito envolvidos

1,8° 77 132° 1,5 4 7

Controle  (1,3-2,7)  (31-90)  (51-243)  (1-1,7)  (1-13) (0-46)

Calazar

antes do 2,7 73 199,5° 1,2 6,5 8
tratamento (1,3-5,1) (3-93) (4-475) (1-1,8) (3,5-9) (2-40)
Calazar
48 horas do 2,6 62 199 1,4 4 5

tratamento  (2,4-3,7)  (40-91)  (101-281)  (1-1,5) (2,5-5,5)  (2-23)

Calazar
final do 2.1 60,5 135,5 1,8 3,5 55
tratamento  (1,4-3,2) (29-81) (54-254) (1,1-2,3) (1-11) (0-48)

p value * <0,001* 0,33* 0,01** 0,46* 0,72* 0,86*

* Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagéao entre os grupos; # Dunn- controle vs inicio/
controle vs 48hs

**Anova,seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para comparag&o entre os grupos; ® Student-Newman-Keuls -
controle vs inicio / inicio vs final; p<0,05
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Tabela 8- Mediana e extremos da média de leveduras fagocitadas por
mondocito, propor¢gdao de mondcitos envolvidos na fagocitose e indice
fagocitario de mondcitos utilizando 2,5x10° Saccharomyces cerevisiae por
escavacao pelos receptores para complemento e patéogenos

Receptores para complemento

Receptores para patdégeno

Média de % indice
leveduras/ fagdécitos fagocitario
monaocito  envolvidos

Média de % indice
levedura/ fagdcitos fagocitario
monaocito envolvidos

2,7° 82 215
Controle (1,7-3,4) (58-93) (111-273)

antes 4o 4 76 272
tratamento  (1:8-6:3)  (11-99)  (20-629)
Calazar
48 horas do 3,4 71 265

tratamento (2,3-5) (35-96)  (81-411)

Calazar
final do 2,7 75 215
tratamento (2-4,3) (56-91) (117-383)

p value * 0,003* 0,89* 0,04*

1,5 13 20
(1-2) (1-36) (1-72)

1,6 12,5 15,5
(1-4) (1-22) (2-57)

1,5 9 14
(1-3) (5-15) (5-45)

1,6 12,5 24
(1-2,5)  (1-45) (1-94)

0,61* 0,74* 0,82*

* Kruskal-Wallis test, seguido de Dunn para comparagéo entre os grupos; °

p<0,05

Dunn- controle vs inicio / inicio vs final;

121



Tabela 9- Mediana e extremos da média de leveduras fagocitadas por
neutréfilo, proporcao de neutréfilo envolvidos na fagocitose e indice
fagocitario dos neutréfilos utilizando 6,25x10* Saccharomyces cerevisiae
por escavacao pelos receptores para complemento e para padroes
moleculares de patégenos

Receptores para complemento Receptores para patdégeno
Média de % indice Média de % indice
leveduras/ fagocitos fagocitario levedura/ fagoécitos fagocitario
mondcito  envolvidos mondcito envolvidos

22 76 151° 1 3 4

Controle  (1,4-2,9)  (47-94)  (67-266) (0-2) (0-16) (0-30)

Calazar
antes do 3,12 82,5 261° 1 3,5 3,5
tratamento  (2,4-5,3)  (63-100) (186-538)  (0-2,5)  (0-16) (0-41)

Calazar
48 horas do 3,3° 73 256 1,2 5 5
tratamento (2,7-4,5) (55-98) (153-355) (1-2) (1—11) (1-23)

Calazar
final do 2.1 75,5 180 1,2 45 7.5
tratamento (1,2-4,2) (36-100)  (58-427) (0-3) (0-46) (0-89)

p value * <0,001* 0,25** 0,0006** 0,74* 0,85* 0,83*

* Kruskal-Wallis test, seguido de Dunn para comparagéo entre os grupos; ® Dunn-controle vs 48hs/ controle vs inicio/
inicio vs final/ 48hs vs final; p<0,05
**Anova, seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para comparagéo entre os grupos; ° Student-Newman-Keuls

- controle vs inicio/ controle vs 48hs/ inicio vs final; p<0,05
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Tabela 10— Mediana e extremos da média de leveduras fagocitadas por
neutréfilo, propor¢cao de neutréfilos envolvidos na fagocitose e indice
fagocitario de neutrofilos utilizando 2,5x10° Saccharomyces cerevisiae
por escavagao pelos receptores para complemento e patégenos

Receptores para complemento Receptores para patdégeno
Médiade % fagécitos  Indice Média de % indice
leveduras/ envolvidos fagocitario levedura/ fagdcitos fagocitario
monaocito monaocito envolvidos

2,9° 86 2642 1,2 3 3

Controle  (1,7-3,8)  (44-100) (115-379)  (0-20)  (0-32) (0-60)

Calazar
antes do 3,7° 91 347,52 1,1 5 6,5
tratamento  (2,1-6,3)  (80-100) (169-636)  (0-3,6)  (0-33) (0-72)

Calazar
48 horas 3,6 85 297 1 6 6
do (2,7-5) (41-98) (175-494) (1-1,7) (1-25) (1-38)
tratamento
Calazar
final do 3 88 263,5 1,3 6,5 10

tratamento  (1,7-3,7)  (62-100) (108-348)  (0-2,3)  (0-34) (0-65)

p value * 0,001** 0,42* 0,012* 0,79* 0,52* 0,47*

* Kruskal-Wallis test, seguido de Dunn para comparacgdo entre os grupos ® Dunn - controle vs inicio / inicio vs final
p<0,05
**Anova, seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para comparagéo entre os grupos ° controle vs inicio/ inicio

vs final; p<0,05
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Tabela 11- Mediana dos valores para capacidade microbicida basal e apés
estimulo

Porcentagem redugao do Porcentagem redugao do NBT
NBT basal apos estimulo
100 100 @

Controle (92-100) (97-100)

Calazar

antes do 97 99
tratamento (92-100) (96-100)

Calazar 97 98
48 horas do (93-100) (92-100)
tratamento

Calazar 100

final do 98,5 (95-100)
tratamento (92-100)

p value * 0,03* 0,01*

*Kruskal-Wallis test, seguido de Dunn para comparagao entre os grupos 2 Dunn - controle vs 48hs p<0,05
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