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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca endémica de paisasdi®p subtropicais. Esta associada a
desnutricdo, deslocamento de populacdes, pobremajodeficiéncias e falta de recursos
financeiros. No Brasil, foram relatados 53.442 sade Leishmaniose Visceral (LV) entre
2001 e 2016. Este estudo teve como objetivo caitglar os achados clinicos, laboratoriais,
as caracteristicas imuno-morfolégicas e a cargasparia da medula 6ssea. Verificou-se a
patogénese e a gravidade da anemia associada la@doscda pesquisa. A anemia foi
classificada em grave Hb 7g/dL e ndo grave Hb> 7g/dL. A carga parasitasantedula
0ssea foi mensurada pela microscopia 6ptica eéstrda técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase quantitativa (QPCR). As interleucindg fbram analisadas a partir da medula
0ssea pela técnica de Reagdo em Cadeia da Pokmgrastitativa por Transcricdo Reversa
(RT-gPCR). As criancas menores de nove anos dee idegresentaram a maioria dos
individuos 15/19 (78,9%MA febre, a hepatoesplenomegalia e a anemia estpregantes em
100% dos individuos. A pancitopenia foi observanals/19 (68,4%) dos participantes. A
anemia grave foi observada em 8/19 (42,1%) e ayreédee em 11/19 (57,9%). A eritropoetina
(EPO) sérica estava elevada em 17/19 (89,5%) esagmificancia estatistica entre os grupos
(p=0,038) e uma correlacdo negativa com a hemogofp=0,029, rho= -0,519). A anemia
nos individuos analisados néo era carencial e retipd hemolitica auto-imune. A Proteina
C-Reativa ultrassensivel (PCRus) apresentou si@mifia (p=0,047) entre os grupos. O
tamanho do figado apresentou uma correlacdo passiignificante com a Transaminase
Glutamico-Oxalacética (TGO) (p=0,054, rho=0,490)Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativado (TTPA) (p=0,005, rho=0,648) e a carga piédeia por gPCR (p=0,040, rho=0,502).
A Lactato Desidrogenase (LDH) estava elevada em91789,5%) com uma correlagcéo
positiva significante com TGO (p=0,000, rho=0,80Bglacdo Normatizada Internacional
(RNI) (p=0,007, rho=0,625), TTPA (p=0,008, rho=0p2e serie eritrocitica (p=0,005,
rho=0,648). A RNI apresentou uma correlacédo pasisignificante com a PCRus (p=0,024,
rho=0,544). O Fator Estimunlante de Coldnia 2 (@pRpresentou significancia estatistica
entre os grupos (p=0,036) e uma tendéncia a umalapiio negativa com a hemoglobina
(p=0,590, rho= -0,481) e correlacdo positiva coreRO (p=0,009, rho=0,647). HaA uma
correlacdo positiva entre o Interferon Gama (ljNe o tamanho do figado (p=0,009,
rho=0,651), Interleucina-6 (IL-6) (p=0,000, rho=079, Interleucina-10 (IL-10) (p=0,000,
rho=0,778) e Fator de Necrose Tumoral alfa (TdYfp=0,028, rho=0,549) e uma correlacao
do TNFa com IL-6 (p=0,008, rho=0,636) e IL-10 (p=0,0000+0,783). A avaliacdo da
medula dssea demonstrou uma carga parasitaria, @xamicroscopia 6ptica, em 14/19
(73,7%). Observou-se uma correlacdo positiva else cargas parasitarias (p=0,006,
rho=0,635). A analise citoldgica evidenciou uma uol@déssea normocelular em 14/19
(73,7%). A série eritrocitica se apresentava coperplasia relativa em 18/19 (94,7%) e
diseritropoiética 19/19 (100%). O conhecimento ckscteristicas clinicas e laboratoriais na
LV pode desempenhar um papel importante no diagoostdiferencial da
hepatoesplenomegalia febril, especialmente em asraemicas e em um pais em
desenvolvimento, onde os recursos sao limitadossdia-se a avaliacdo das caracteristicas
morfolégicas da medula 6ssea através da puncaatspicomo uma ferramenta que auxilia
e direciona ao diagndstico da leishmaniose viscekapartir dos resultados do estudo,
conclui-se que a anemia nao esta relacionada sefattarenciais, perda sanguinea e/ou
hemolise auto-imune e que os niveis de hemoglobasaindividuos com LV ativa estao
correlacionados com a resposta inflamatéria prodeoyor essa patologia. O trabalho é
relevante para subsidiar no desenvolvimento de sx@siudos e, podera ter como alvo,
terapéuticas baseadas na imunoterapia. Palavras:cleshmaniose visceral,eishmania
infantum;anemia; medula éssea; carga parasitaria; inflamagacinas



ABSTRACT

Leishmaniasis is an endemic disease of tropicalkabtropical countries. It is associated with
malnutrition, displacement of populations, povemymunodeficiencies and lack of financial
resources. In Brazil, 53,442 cases of Visceral hre@niasis (VL) were reported between
2001 and 2016. The objective of this study was daetate the clinical and laboratory
findings, immuno-morphological characteristics gratasitic load of the bone marrow. The
pathogenesis and severity of anemia associatedtatifindings were verified. Anemia was
classified as severe Hb7g / dL and not severe Hb> 7g / dL. The parasigel lof the bone
marrow was measured by optical microscopy and ley Quantitative Polymerase Chain
Reaction (QPCR) technique. Interleukins (IL) werelgzed from the bone marrow by the
gPCR technique. Children younger than 9 years & agcounted for the majority of
individuals 15/19 (78.9%). Fever, hepatosplenomegald anemia were present in 100% of
the individuals. Pancytopenia was observed in 136884%) of the participants. Severe
anemia was observed in 8/19 (42.1%) and non-sever&/19 (57.9%). Serum erythropoietin
(EPO) was elevated in 17/19 (89.5%) and with dteéissignificance between groups (p =
0.038) and a negative correlation with hemoglolpin=(0.029, rho = -0.519). Anemia in the
individuals analyzed was neither autoimmune nor dighic type autoimmune. The ultra-
sensitive C-Reactive Protein (CRP) showed sigmftea(p = 0.047) between the groups.
Liver size had a significant positive correlationthwGlutamic Oxalacetic Transaminase
(OLT) (p = 0.054, rho = 0.490), Activated Partidirdmboplastin Time (APTT) (p = 0.005,
rho = 0.648) and parasite load by gPCR (p = 0.040,= 0.502). Lactate dehydrogenase
(LDH) was elevated in 17/19 (89.5%) with a sigrafit positive correlation with ORT (p =
0.000, rho = 0.805), International Normative Relaship (INR) (p = 0.007, rho = 0.625) ,
APTT (p = 0.008, rho = 0.621) and erythrocyte se(je = 0.005, rho = 0.648). The RNI
showed a significant positive correlation with CIRP= 0.024, rho = 0.544). The colony
stimulating factor 2 (CSF-2) presented statistgighificance between the groups (p = 0.036)
and a tendency to a negative correlation with héatmag (p = 0.590, rho = -0.481) and a
positive correlation with EPO (p = 0.009, rho =4¥% There is a positive correlation
between Interferon Gamma (IFN-and liver size (p = 0.009, rho = 0.651), Intekied6 (IL-

6) (p = 0.000, rho = 0.907), Interleukin-10 IL-1@)= 0.000, rho = 0.778) and tumor necrosis
factor alpha (TNF) (p = 0.028, rho = 0.549) and a correlation of TN®ith IL-6 (p =
0.008, rho = 0.636) and IL-10 (p = 0.000, rho =83)7 The evaluation of the bone marrow
showed a low parasitic load, by light microscopy,14/19 (73.7%). There was a positive
correlation between parasitic loads (p = 0.006, +h0.635). Cytological analysis revealed
normocellular bone marrow in 14/19 (73.7%). Thetlagcytic series presented with relative
hyperplasia in 18/19 (94.7%) and dyseritropoie®¢19 (100%). Knowledge of clinical and
laboratory characteristics in VL may play an impattrole in the differential diagnosis of
febrile hepatosplenomegaly, especially in endemeas and in a developing country where
resources are limited. It is important to evaluat morphological characteristics of the bone
marrow through aspiration as a tool that helps guibdes the diagnosis of visceral
leishmaniasis. From the results of the study, tascluded that the anemia is not related to
charac- teristic factors, blood loss and / or aatoune hemolysis and that the hemoglobin
levels in the individuals with active VL are coatdd with the inflammatory response
promoted by this pathology. The work is relevansubsidize the development of new studies
and may target immunotherapy-based therapies.

Keywords: Leishmaniasis, visceral; anemia; bonerongr parasite load; inflammation;

cytokines
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca endémica, presente9énpaises e territorios; e é
causada por mais de 20 espécies de protozoarige€rkroLeishmania.A leishmaniose é
transmitida pela picada de inseto flebétomo, irs@ot do génerbutzomyiaO cdo doméstico
€ 0 reservatdrio mais importante e o homem, o hiespe final. As formas moveis e
flageladas dd.eishmania sppsédo chamadas promastigotas. Elas sdo enconttadas do
inseto transmissor e, apOs alguns estagios deeddacdo, transformam-se em formas
promastigotas nao divisiveis que sdo transmitidasinde uma picada do fleb6tomos O
parasitas podem ser fagocitados por células densistfagocitico-mononuclear e se
transformarem em formas amastigotas no hospedentebrado, se multiplicam e podem
levar ao rompimento da célula infectada e postatigseminacdo, infectando outras células.
O flebotomo € infectado ao ingerir sangue contecélalas parasitadas durante o repasto
sanguineo no hospedeirAs formas amastigotas ndo possuem um flagelo extado e
vivem como parasitas intracelulares em uma variedae células de mamiferos,
principalmente dentro de macrofagos (1, 2).

A distribuicdo da leishmaniose é determinada pelo\&tor, seu reservatério e/ou
seu hospedeiro, portanto, depende de caractesisiichientais como as dos paises tropicais e
subtropicais. Sendo comum em paises subdesenwelveloem desenvolvimento, a
leishmaniose € uma doenca negligenciada e estéqumremente associada a desnutricao,
deslocamento de populag@es, pobreza, imunodefiaedalta de recursos financeiros. Ha a
estimativa anual de 700.000 a 1 milhdo de casosshawnivel mundial. Apresenta-se de trés
formas: a cutédnea, a mucosa e a visceral (1,2).

Na forma cutanea aparéncia e extensao das lesdes da pele variarcenfa
espécie, bem como fatores genéticos do hospedgroamente ocorre em uma area exposta
acessivel para fleb6tomos, como o rosto, pescogenebros. Manifesta-se inicialmente como
uma papula indolor que progride ao longo de semamaeses para um nodulo ou uma ulcera
Uumida que pode estar associada a linfadenite factdiou linfadenopatia. As lesGes cutaneas
podem apresentar-se como lesdes extensas e dehtmmeariados. A forma mucosa se
manifesta como noédulos e infiltrados na cartilageasal levando a obstrucéo, destruicao e

colapso do septo nasal. A faringe, o palato, ool&biperior e a laringe também podem ser
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envolvidos, podendo resultar em grave destruicéiolual e desfiguracdo grosseira da face

(3).

1.2 Leishmaniose visceral

No continente americano, &eishmania infantumé a espécie comumente
responsavel pela leishmaniose visceral (LV). A L¥ &rma mais grave e, se nao tratada,
levara ao Obito em mais de 95% dos casos. Segustitiaadvas da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), ocorrerao, a nivel mundial, 20.000.a o6bitos ao ano por LV. Em 2016,
mais de 90% dos casos novos, notificados, ocorremany paises: Brasil, Etiopia, India,
Quénia, Somalia, Sudado do Sul e Sudao. A doengadstribuida nas diferentes faixas
etarias, porém, ocorre com maior freqiéncia emrmcais até dez anos de idade (59%), sendo
gue 46% dos casos registrados sdo em menoresateasins (4). Nas Américas, a LV esta
presente em 12 paises, sendo que 96% dos casos@st&ntrados no Brasil e en2@01 e
2016 foram relatados 53.442 casos novos. Em 28amfnotificados 4.515 casos, sendo que
1.889 (41,8%) dos casos notificados estdo na Et&da de menores de 1 a 9 anos de idade.
A LV no Brasil tem predominado na zona urbana (7@oapresentado uma expansao
territorial com um aumento na incidéncia em aduttasores de 40 anos. No estado de Minas
Gerais foram notificados 877 casos confirmados é@m72(19,86). As modificacdes
ambientais causadas por movimentos migratorio®eupacao urbana néo planejada juntos
com saneamento precario sdo possiveis fatores aperpestar envolvidos no processo de
urbanizacao da LV no Brasil. Além disso, o flebobeao Lutzomyia longipalpisadaptou-se
ao peridomicilio onde h& a presenca de animais sliicng, como cag®).

A LV é considerada uma doenca crénica, sistémigaeepossui um periodo medio
de incubacéo de 10 dias a 1 ano, quando ocorreagda do sistema reticulo-endotelial do
hospedeiroOs parasitos do génet@ishmaniasdo capturados por fagocitose e convertidos
dentro dos macréfagos no estagio replicativo destigtdas; se reproduzem, se espalham
para novos macrofagos e causam as manifestacbsedaeaPode se apresentar como uma
forma subclinica em 30% dos casésitores de risco para o desenvolvimento da doenca
clinica incluem a infancia, a desnutricdo, o0 uso medicamentos ou patologias
Imunossupressoras e, especialmente, a coinfec¢ddHpé. Pacientes coinfectados podem
ser dificeis de diagnosticar, respondem mal aartrahto e apresentam frequentes recaidas. A
forma clinica classica da LV é caracterizada jgtare, anorexia, perda de peso, distensao

abdominal e fraqueza, que progridem ao longo deasasna meseblavera um acumulo de
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células fagociticas mononucleares dentro dos ong&aslidos manifestando-se clinicamente
como hepatoesplenomegalia e paligéz 7, 8). A linfadenopatiaé observada em algumas
regides endémicas como o Sudéao (9). No Brasil, formaa subclinica caracterizada por febre
baixa, diarréia hipodesenvolvimento e hepatoespiegalia foi atribuida d.eishmania
infantum(10).

A resposta do hospedeiro ao parasita é muito com@endo ha um modelo simples
para explicar a patogénese da leishmaniose. Estalexidade pode derivar de diferengas
intrinsecas nos parasitas e na resposta imune spedeiro. Alteracdes hematologicas como

anemia e/ou pancitopenia sao frequentes néllly.

1.3 Alteracdes hematoldgicas na leishmaniose visceral

A anemia é a alteracdo hematoldgica mais frequeanteV, com uma prevaléncia
global superior a 90%. O grau de anemia é modaxagiave, com a média da hemoglobina
em torno de 7,5 g/dL (12). Pode ser responsavetiptomas encontrados em individuos com
LV, incluindo: fadiga, mal-estar, fraqueza e patidpesar de ser um achado comum, 0s
mecanismos responsaveis pela anemia na LV sdovemi®bservacdes clinicas e estudos
experimentais tem demonstrado asgiveisfatores envolvidos na patogénese da anemia na
LV. Esses possiveis fatores estdo relacionados deasrdrés categorias de classificacédo
etiopatogénica das anemias: a perda de sanguelugace da producdo de heméacias e o
aumento da destruicdo das hemafids 13).

Em relacdo a perda de sangue, apesar de seragss@cianemia grave que pode
levar a morte, a frequéncia de sangramento relaatta os pacientes com LV é menor de
10% na maioria dos casos, tornando a perda de esamguovavel como a principal causa de
anemia durante a LV (11, 14).

A eritropoiese fisioldgica é dependente da capatgdnultiplicativa dos eritrocitos
e da intensa sintese protéica de hemoglobina. Essasteristicas dos eritrocitos estédo
relacionadas a producao da eritropoietina e a mlamd de ferro no organismo. A medula
0ssea, maior produtora de eritrocitos, € um sii@arasitismo e a disfuncdo na eritropoiese
ou a chamada diseritropoiese é frequente na L\udastrelatam que a eritropoetina sérica
esta aumentada em infectados com LV em comparagiodo infectados. Quanto menores
sdo os valores da hemoglobina maior os valores ril@p®etina, maior o numero de
reticulocitos e a série eritrocitica na medula asg® longo do tratamento, observam-se a

diminuicao da eritropoetina e a normalizacao ddsosiachadogl5, 16, 17).
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A anemia na LV pode ter mecanismos semelhantegrmamtrados na anemia de
doenca crbnica, como a retencdo anormal de ferro npacrofagos.Sabemos que os
microorganismos patogénicos apresentam mecanisspecializados para obter ferro do
hospedeiro durante o processo infeccioso, mas,speleiro mamifero também evoluiu e
apresenta multiplos mecanismos de imunidade iiatétando a disponibilidade de ferro
(18). Estudo recente demonstrouna correlagdo positiva entre as concentracdésasélo
heme, da hemeoxigenase-1 (HO-1) e da desidrogdatisa (LDH); bem como uma
correlacéo negativa entre valores do heme e dagemt de neutrofilos no sangue periférico.
Observou-se que a infecc@iovitro porL. infantum,na presenca do heme, aumenta a ativacao
de neutrodfilos, levando a neutropenia, e promosebaievivéncia do parasita. Indicando que o
heme promove a sobrevivéncia intracelulat.dafantumvia ativacdo da funcéo neutrofilica
e estresse oxidativo, além da inducdo de mortelacel@s niveis séricos de ferro tém
mostrado que ndo sdo tdo baixos para serem redalciera anemia da LV que apresenta
ferropenia(11,19).

A hemofagocitose induzida por imunocomplexos, reduta 0ssea e no baco, e
alteracbes na membrana da hemacia estdo provavelsrerolvidos na patogénese da anemia
e resultam em remocdo de eritrécitos pelo bd€m recente estudo em murinos, a
hemofagocitose estava mais associada com a aneaniaVnem contraste com menor
contribuicdo de anticorpos anti-eritrocitarios edaudiseritropoiese (20).

Os mecanismos pelos quais os macréfagos hemotagoas células sanguineas e
as suas consequéncias permanecem desconhePigeguisa em camundongesaminou
varios parametros hematoldgicos e histologicosrderama infec¢cdo ou durante a infusédo
estéril de Interferon-gama (IF- Demonstrou-se que a exposi¢ao sistémica e ecantie
camundongos a IFN; em niveis fisiologicos durante diversas infec¢@esuficiente para
causar uma anemia grave. Esta anemia desenvohapgiamente, de forma consumptiva,
diferente da anemia hipoprodutiva da doenga croOmcaanemia ocorre na auséncia de
hemorragia, de autoanticorpos ou de hemodlise eassticiada a hemofagocitose, e tanto a
anemia quanto a hemofagocitose sao dependentefaaa IFNy nos macrofagos. Definiu-
Se esse novo processo patolégico, como anemiaroptisa da inflamacao para distingui-la
da anemia hipoprodutiva das doencas croniEkevacées moderadas da LDH s&o observadas
na hemofagocitose (21). E de extrema importancigpessjuisas que estudam os fatores
contribuintes para a anemia na LV. A hemdlise @arhtivacdo de macrofagos parasitados

sao fatoreshave para a hemofagocitose associddd @0, 21).
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A anemia pode vir acompanhada de leucopenia, tondpenia e coagulagéo
intravascular disseminada. A leucopenia, demorstesw torno de 75% dos casos de LV, é
uma manifestacdo precoce com neutropenia e liogeitelativa, o diferencial mostra uma
quase completa auséncia de eosindfilos e a presengsinofilia praticamente exclui o
diagnostico de LV.Estudos demonstram que o infiltrado inflamatonaial no local da
infeccao peld_eishmaniainclui os eosinofilos. Além disso sua atividadéi-deishmaniae a
secrecdo de citocinas imunomoduladoras torna-o®riames na resposta imune local e
sistémica. O eosindfilo possui acdo antimicrobian@ta, recruta e ativa outras ceélulas
imunes, controlando o dano tecidual causado petposta inflamatéria local, e no
desenvolvimento, a longo prazo, de resposta imuaptativa. Uma maior infiltragdo de
eosinofilos correlaciona com a presenca de gramasgoncos em eosinofilos e menor carga
parasitaria (11, 22).

A trombocitopeniaé observada ap6s uma doenca prolongada. Ha rejamsa
duracdo média da doenca foi significativamente main pacientes trombocitopénicos em
comparacao com os nao trombocitopénicos. O sequespiénico parece ser o principal fator
responsavel pelatrombocitopenia (11). Anormalidades da coagulacdo ocorrem
particularmente durante as formas mais graves dagdo podendo se observar o Tempo de
Protrombina/RNI e o Tempo de Tromboplastina Pawtalado (TTPA) prolongados e até
achados de coagulacao intravascular disseminada coBimero-D aumentado. Disfuncéo
hepatica com deficiéncia de fatores da coagulagdericia e ascite pode ser causada
diretamente pelo parasita ou indiretamente pefzosta imune do hospedei{23, 24).

O papel da medula 6ssea na patogénese da LV aipolacé conhecido e tem sido

objeto de pesquisas recentes (23).

1.4 A medula 6ssea na leishmaniose visceral

Os achados mais comuns da medula 6ssea de pagientadores de LV relatados
na literatura sé@o: a hiperplasia eritrocitica, asplocitose e a presenca de formas amastigotas
intracelulares deeishmaniasA série eritrocitica pode apresentar megaloblastosderada a
acentuada, sinais de hemoglobinizacdo deficiertte @eficiéncia dos estoques de ferro. As
séries granulocitica e megacariocitica podem demmawnsim aumento nas suas formas
imaturas. A presenca de eritrofagocitose e leucaitmse séo variaveis (46%) e a presenca

de granulomas pode ser observada (11, 25).
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As caracteristicas morfologicas da medula 6sseanfalescritas em 27 individuos
com LV e foram classificadas em caracteristicasurmnincomuns e atipicas para auxiliar no
diagndstico correto e precoce, especialmente eos admicamente atipicos. Plasmocitose e
hemofagocitose foram as caracteristicas citoloégicamuns, enquanto mielodisplasia,
presenca de formas amastigotas éishmaniasem células ndo-histiociticas e granuloma com
necrose foram caracteristicas incomuns. Agregadasrastigotas em forma de anel, florete
ou cinta, junto com células gigantes, constituemaascteristicas morfologicas atipi¢as).

Estudos da leishmanios® vivo e in vitro tém demonstrado ques anacréfagos do
estroma da medula 6ssea sdo um alvo para a infeamé@beishmania Os macrofagos
induzem a producdo seletiva de GM-CSF e TENBumentando, consequentemente a
mielopoiese. Na LV de evolucdo arrastada o parasitaz a expansao de células tronco-
hematopoiéticas e prejudica a diferenciacdo desshdas. Estudos em camundongos
sugerem que o0 aumento da hematopoiese contribtaigpgaatogénese da leishmaniose visceral
experimental, assim como, a diminuicdo da expauds&océlulas-tronco resulta em menor
carga parasitaria. A_eishmaniaé capaz de modificar a medula 6ssea do hospedeiro
facilitando a persisténcia do parasita. Esses estutbmonstram que a gravidade das
alteracdes hematologicas geralmente dependem dedduda doenca e do tamanho do baco,
e ndo do numero de células mononucleares parasit2da28).

O envolvimento de 6rgdos e sistemas na LV é caerenin a alta producédo de
citocinas pro-inflamatorias e séo tipicos de umarsime de resposta inflamatéria sistémica

de desenvolvimentiento (29).

1.5Parametros biolégicos e imunoldgicos na leishmanvisceral

As desidrogenases laticas (LDH) sdo um grupo demas que catalisam o final da
reacdo da fase anaerdbica do metabolismo dos deamtms. Atuam na reducdo do acido
pirdvico para o acido lactico na auséncia relatigaoxigénio, e na reacao reversa do &cido
piravico para o acido lactico, na presenca de oxggéestao distribuidas por varios tecidos,
principalmente rim, figado, coracdo, musculos #&dmitos. Quando células e tecidos sao
destruidos, ocorre a liberacdo da LDH no sanguee$3a razao, valores de LDH elevados no
plasma podem indicar a ocorréncia de les6es oadd#tiduais (30).

A eritropoetina é o principal fator de crescimeqte regula a eritropoiese e 90% de

sua producdo acontece no tecido renal, sendo osr&8fantes produzidos no figado. A
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eritropoetina se liga ao seu receptor expressociispenente em precursores eritroides,
estimulando a sua proliferacéo e diferenciacd@ndo a um aumento eritrocitico (31).

As interleucinas (ILs) ou Citocinas sao proteinag gromovem a comunicacao
entre os leucocitos através da ligacdo a receptspscificos na membrana celular. A
expressdo de citocinas depende das moléculas a@m@ses de antigeno e das células T.
Células T CD4+ sao divididas em subconjuntos dssitle acordo com o perfil das citocinas
e podem se diferenciar em células efetoras foliealdH1, TH2, TH9, TH17, TH22 e células
T efetoras. Esses subconjuntos de células T poolmgwer diferentes tipos de respostas
inflamatdrias de acordo o0s seus respectivos pagfigtocinas, as respostas a quimiocinas e as
interacdes com outras células. As células TH1 pecdtua citocina Interferon-gama (IRN-
que protege contra patdgenos intracelulares e gesdra um papel na morte induzida por
ativacao de queratindcitos da pele, células episatia mucosa e células T (32,33).

O IFN-+y participa do controle e da replicagcdo celular,de modificadoras da
resposta imunoldgica, com efeitos antiviral, afifgrativo e imunomodulador. O Fator de
Necrose Tumoral-alfa (TNE} constitui um grupo de citocinas capazes de prvaanorte
de células tumorais e possuem uma vasta gama @s @g¢d-inflamatorias e é secretado
principalmente por macrofagos. A IL-3 é uma citacativadora do fator de crescimento
hematopoiético, de basdfilos e de esosinéfilod.A E uma citocina que estimula o figado a
sintese de proteinas de fase aguda; nos leucésiiosula o trafico e a ativacédo; nas células T
estimula a diferenciacdo, ativacdo, sobrevivénees células B estimula a diferenciacéo,
producao de IgG, IgM, IgA e hematopoiese e a ILelf@sponsavel pela supressao imune
(34,35).

Em relacdo a hematopoiese o Fator Estimulante déni@e2 (CSF-2) é uma
citocina que estimula o crescimento e diferenciatgioélulas precursoras hematopoiéticas de
varias linhagens, incluindo granulécitos, macrofageosinofilos e eritrécitos. Importante
citocina envolvida na eritropoiese, age em coo@&rapm a eritropoetina ativando as vias de
transducéo de sinai®. IFN-y, o TNF«, o TNF ligante indutor de apoptose (TRAIL) e allL-
desempenham um papel na inibicdo da proliferacdideesnciacdo de ceélulas progenitoras
eritréides. Estudos tém demonstrado que as citesgn&inflamatérias podem desencadear a
supresséo da producao de eritropoietina renalrggrdo, a eritropoiese (35).

As citocinas inflamatdrias sao encontradas elevadalV ndo complicada e, nas
formas graves, a IL-6 esta associada a doencaletkitocinas IFN; IL1j, IL-8 e 0 TNFe
também estéo envolvidos com a gravidade da dodniggbicdo da IL-6 € um potencial alvo

de terapia adjuvante para formas graves ou peztiatdesta doenca (36).
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1.6 Diagnéstico da leishmaniose visceral

O diagnostico da LV pode ser realizado através elaodistracdo do parasita em
tecidos como a medula 6ssea, 0 baco, o figaddamdéidos, da culturan vitro, da inoculacao
em animal, de técnicas soroldgicas e molecular@s (3

Devido a especificidade de 100%, os métodos de dsinagao do parasita ainda sédo
considerados padrédo de referéncia apesar desensbilidade variar na puncdo de medula
0ssea de 60% a 85%, e na puncéo esplénica € dpdfhdo ser indicada somente em casos
extremos (37,38).

O teste imunocromatografico baseado no antigen® &K8® método mais adequado
para o diagndéstico imunolégico de LX.sensibilidade do teste rapido com o antigeno r&39
em torno de 90%, enquanto a sua especificidade gratgar a 100% (39).

Novos métodos de identificacdo que podem poteneiaienclassificar deishmania
diretamente de amostras de pacientes sem a nebsgié cultura, incluem os anticorpos
monoclonais e inumeros ensaios baseados em DNAjindo a Reacdo de Cadeia da
Polimerase (PCR), PCR com sequenciamento, e am@ipelimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo (RFLP). Mais recentemef€R em tempo real, uma plataforma que
pode processar uma amostra em menos de uma hordedenvolvida para diferenciar
rapidamente mutacdes de nucleotideo Unico dentrondesequéncia de DNA. A PCR em
tempo real oferece a identificacdo rapida_deshmaniae fornece uma ferramenta molecular
atil para ajudar tanto clinicos como epidemiolaagstPorém, essas técnicas moleculares ainda

ndo sdo acessiveis em paisedesenvolvimento (40).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

= Correlacionar os achados clinicos, laboratorias ecaracteristicas imunolégicas do micro

ambiente da medula 6ssea na leishmaniose visceral.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar as caracteristicas clinicas de individuo® V.

» Avaliar as alteracdes hematopoiéticas em sangudéne e na medula Ossea de
individuos com LV.

= Caracterizar a anemia nos individuos com LV.

= Mensurar a carga parasitaria da medula éssea mposoopia Optica e pela técnica de
gPCR de individuos com LV.

= Comparar as caracteristicas clinicas com a anemiaagga parasitaria da medula 6ssea
nos individuos com LV.

= Quantificar a expressao das citocinas CSF-2, yFNNF-u, IL-3, IL-10, IL-6, pela
técnica de RT-gPCR, na medula 6ssea de indivicuosLy .

= Correlacionar a carga parasitaria realizada emasgopia optica e a realizada por gPCR.

= Correlacionar os niveis das citocinas CSF-2, #+NINF-a, IL-3, IL-10, IL-6 na medula
0ssea com as alteracbes hematopoiéticas no samgiieripo e na medula 6ssea de
doentes com LV.
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3 PRODUTOS

3.1 Produto 1: Artigo —Avaliacdo da patogénese e da gravidade da anengen medula
0ssea déndividuos com Leishmaniose Visceral”.
Seré enviado para o periodi¢dematology, Transfusion and Cell Therapy Journal.

3.2 Produto 2: Artigo - Caracteristicas clinicas e laboratoriais da leishm@ose visceral
e sua associacdo com os achados morfolégicos ergaparasitaria da medula 6ssea”.
Seré enviado para o periodi¢dematology, Transfusion and Cell Therapy Journal.
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3.1 PRODUTO 1

Avaliacdo da patogénese e da gravidade da anengen medula 6ssea dedividuos com
leishmaniose visceral.

Resumo

Objetivo: Este estudo verificou a patogénese e a gravica@memia e a sua associagao com
as caracteristicas clinicas, laboratoriais e imagiohs do micro ambiente da medula 6éssea na
leishmaniose visceral (LV).

Métodos: Foram investigados 19 individuos com LV, de fagtaria variada. A anemia foi
classificada em grave Hb 7g/dL e ndo grave Hb > 7g/dL. A carga parasitdaamedula
O0ssea foi mensurada pela microscopia oOptica eésrda técnica de qPCR. As expressdes
génicas das citocinas CSF-2, IL-3, IL-6, 1I-10,A-X e IFN+ foram analisadas também por
RTqPCR na medula 6ssea.

Resultados:Anemia grave foi constatada em 8/19 (42,1%) egnaee em 11/19 (57,9%). A
eritropoetina sérica estava elevada em 17/19 (89b&6m significancia estatistica entre os
grupos (p=0,038) e uma correlacdo negativa comnaogebina (p=0,029, rho= -0,519).
Todos os exames para investigacdo de anemia carerfeemolitica foram sem significancia
estatistica. A Proteina C Reativa ultrassensivE€lR@iB) apresentou significancia entre os
grupos (p=0,047). A carga parasitaria por gPCRsamteu correlacdo forte e significativa
com a carga parasitaria por microscopia o6ptica (34 rho=0,635). O CSF-2 apresentou
significancia estatistica entre os grupos (p=0,086uma correlacdo negativa com a
hemoglobina (p=0,488, rho= -0,194), correlacéo tp@sicom a eritropoetina (p=0,009 rho=
0,647) e IL-10 (p=0,064, rho=0,473). H4a uma cog&tapositiva entre o IFN-e o tamanho

do figado (p=0,009 rho=0,651), IL-6 (p=0,000, rh@€¥), IL-10 (p=0,000, rho=0,778) e o
TNF-o (p=0,028, rho=0,549) e uma correlagédo do TiNéem IL-6 (p=0,008, rho=0,636) e
IL-10 (p=0,000, rho=0,783).

Concluséo: A partir dos resultados do estudo, conclui-se quanemia nos individuos
analisados, ndo se relaciona a fatores carenp&ida sanguinea e/ou hemalise auto-imune e
gue os niveis de hemoglobina nos individuos comatiVa estdo correlacionados com a
resposta inflamatéria promovida por essa patold@i&rabalho € relevante para subsidiar no
desenvolvimento de novos estudos e, podera ter calvm terapéuticas baseadas na
imunoterapia.

Palavras-chaves:leishmaniose visceral; anemia; inflamacao; citasjrmedula éssea; carga
parasitaria
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Introducao

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose endémas paises subdesenvolvidos
ou em desenvolvimento. No Brasil, foram relatad®<l42 casos de LV entre 2001 e 2016.
Em 2015 foram notificados 3.556 casos, sendo gqt#51(40,1%) dos notificados estavam na
faixa etaria de menores de nove anos de idadégbs um periodo de incubagéo que dura de
dez dias a um ano, a LV apresenta sinais e sintoarasterizados por febre, anorexia, perda
de peso, fragueza, hepatoesplenomegalia, disteaisdmminal e alteracdes dos parametros
hematolégicos como anemia ou pancitopenia (2, 3).

A eliminagédo dalLeishmaniado organismo humano infectado depende de uma
resposta imune do tipo Thl adequada, onde as sélptasentadoras de antigenos produzirdo
interleucina-12 (IL-12) que induzira os linfécitagproducéo de interferon gama (IfFNgue
levara os fagocitos infectados a exterminar as dsramastigotas intracelulares através da
producdo de substancias altamente eficazes comao Bitrico (NO) e espécies reativas de
oxigénio (ROS) (4). Porém, a doenca pode progamliido a uma infinidade de fatores que
impedem uma resposta Otima. Estes incluem a acacitdeinas supressoras como a
interleucina-10 (IL-10), a exaustédo de células peefficas, perda de arquitetura do tecido
linféide e defeito da resposta humoral (5).

As citocinas inflamatdrias sao encontradas elevadalV n&o complicada e, nas
formas graves, a IL-6 esta associada a doencalemkitocinas IFN; IL1B, IL-8 e 0 TNFa
também estdo envolvidos com a gravidade da doéniggbicdo da IL-6 € um potencial alvo
de terapia adjuvante para formas graves ou peamtiatdesta doenca (6).

Estudosn vivoein vitro tém demonstrado que os macréfagos do estromadiaane
0ssea sdo um alvo para a infeccado pelshmania Os macréfagos induzem a producao
seletiva de GM-CSF e TN&- aumentando, consequentemente a mielopoiese §7).MN\o
parasita induz a expansao de células tronco-hewmétaqas e prejudica a diferenciacao
dessas células. Estudos em camundongos sugerena qansdo das células-tronco
contribui para a patogénese da LV, assim comojrandicdo da hematopoiese resulta em
menor carga parasitaria (8).L&ishmaniaé capaz de modificar a medula 6ssea do hospedeiro
facilitando a persisténcia do parasito (9).

A gravidade das alteracbes hematoldgicas geratmeéependem da duracdo da
doenca e do tamanho do baco e ndo do numero dascélononucleares parasitadas (10). A
anemia € a alteracdo hematolégica mais frequent®/reé definida como uma condicdo na
qual ha uma quantidade diminuida de eritrécitoh@macias circulantes. Também pode ser

definida como uma diminuigcdo da concentracdo deolg@hina ou massa eritrocitaria em
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comparacao com controles pareados por idade (lahefnia esta presente em mais de 90%
dos casos de LV, e é responsavel por sinais ensast@ncontrados como: fadiga, mal-estar,
fraqueza e palidez (12).

Apesar de ser um achado comum, os fatores cad@asemia na LV podem ser
bastante varidveis. Observacfes clinicas e esexjmerimentais tém demonstrado os seus
possiveis mecanismos. Estes mecanismos causadorsethia na LV estdo relacionados
dentro das trés categorias de classificacdo etigpaica das anemias: a perda de sangue, a
reducado da producéo de hemacias e o aumento daickstdas hemacias (13).

Em uma recente revisao sobre a anemia na LV, fa@suoritos 55 estudos, sendo
gue muitos foram experimentais e alguns em humamsjue a anemia era de intensidade
moderada a grave, com a média da hemoglobina@et&g/dL, sendo que a hemoglobina se
recuperava apos o tratamento da leishmaniose (14).

Apesar de estudos prévios sugerirem que 0s mewasisla anemia na LV séo
semelhantes aos encontrados na anemia hipoproliterdas doencgas crbnicas, como a
retencdo anormal de ferro por macréfagos (15,1€)niveis séricos de ferro em estudos
anteriores ndo séo tao baixos para relacionarnagemia da LV com ferropenia. Segundo
alguns experimentos, a por¢do heme da hemoglobamagve a sobrevivéncia intracelular da
Leishmaniavia ativagéo da funcéo neutrofilica e estressdatixio, além da inducdo de morte
celular (17).

O papel da medula 6ssea na patogénese da LV @iobdscuro e tem sido objetivo
de pesquisas recentes. A eritropoetina € o prihdgtar de crescimento que regula a
eritropoiese e 90% de sua producdo acontece ndotegenal, sendo os 10% restantes
produzidos no figado. A eritropoetina se liga an sxeptor expresso especificamente em
precursores eritroides, estimulando a sua protfera e diferenciacdo, levando
consequentemente a um aumento eritrocitico (18).

A eritropoiese fisioldgica € dependente da capaEdnultiplicativa dos eritrocitos
e da intensa sintese protéica de hemoglobina. Essasteristicas dos eritrocitos estédo
relacionadas a producao da eritropoietina e a mlaald de ferro no organismo. A medula
0ssea, maior produtora de eritrocitos, € um sii@arasitismo e a disfuncdo na eritropoiese
ou a chamada diseritropoiese € frequente na LV. @&udos relatam que a eritropoetina
sérica estd aumentada em infectados com LV em cagfma aos ndo infectados. Quanto
menores sao os valores da hemoglobina maior osegalle eritropoetina, maior o nimero de
reticulocitos e a série eritrocitica na medula asg® longo do tratamento, observam-se a

diminuicdo da eritropoetina e a normalizacao ddsosiachados (20,21).
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Em relagdo a hematopoiese o Fator Estimulanteotfen@-2 (CSF-2) e a IL-3 sao
citocinas que estimulam o crescimento e a difeeg@d de células precursoras
hematopoiéticas de varias linhagens, incluindo géaios, macrofagos, eosinofilos e
eritrécitos. Importantes citocinas envolvidas néarapoiese, agem em cooperacao com a
eritropoetina ativando as vias de transducédo dess{@2). O IFNy, o TNFa, o TNF ligante
indutor de apoptose (TRAIL) e a IL-1 desempenhampaipel na inibicdo da proliferacéo e
diferenciacdo de células progenitoras eritréides. dtocinas pro-inflamatérias podem
desencadear a supresséo da producao de eritrapaietial e, portanto, a eritropoiese (23).

Os achados morfolégicos mais comuns da medulaa@sendividuos com LV
relatados na literatura séo: a hiperplasia erticagia plasmocitose e a presenca intracelular
de formas amastigotas deishmania(8). A série eritrocitica pode apresentar megaibke
moderada a acentuada, sinais de hemoglobiniza¢@&edee e de deficiéncia dos estoques de
ferro. As séries granulocitica e megacariociticdepo demonstrar um aumento nas suas
formas imaturas. A presenca de hemofagocitose aofi@gocitose sdo variaveis (46%) e a
presenca de granulomas pode também ser obsen@ddj1

A hemofagocitose induzida por imunocomplexos, redduta 0ssea e no baco, e
alteracdes na membrana da hemacia estao provavelsrarolvidos na patogénese da anemia
e resultam em remocdo de eritrécitos pelo baco. reoente estudo em murinos, a
hemofagocitose estava mais associada com a aneaniaVnem contraste com menor
contribuicdo de anticorpos anti-eritrocitarios edaudiseritropoiese (24).

Os mecanismos pelos quais os macréfagos hemotfagoas células sanguineas e
as suas consequéncias permanecem desconhecidogo8icdo sistémica e continua de
camundongos a IFN- em niveis fisiologicos durante diversas infec¢@suficiente para
causar uma anemia grave. Esta anemia desenvohapgiamente, de forma consumptiva,
diferente da anemia hipoprodutiva da doenca cromcaanemia ocorre na auséncia de
hemorragia, de autoanticorpos ou de hemodlise eassticiada a hemofagocitose, e tanto a
anemia quanto a hemofagocitose sdo dependentesidaa IFNy nos macréfagos. Definiu-
Se esse novo processo patolégico, como anemiaroptisa da inflamacgao para distingui-la
da anemia hipoprodutiva das doencas cronicas A2artato desidrogenase (LDH), marcador
de hemdlise, apresenta elevacbes moderadas na dgaoivdse (24,25). A hemdlise e a
hiperativacdo de macréfagos parasitados sdo fatbeege para a hemofagocitose associada a
LV.

As pesquisas que estudam os fatores contribuiraes ® anemia na LV sdo de

extrema importancia, pois, a partir de novas demtad, acbes poderdo ser desenvolvidas
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para sanar os sinais e sintomas da LV decorreetesadhlteracao. Portanto, o objetivo desse
estudo foi verificar a patogénese e a gravidadearamia e a sua associagcdo com as
caracteristicas clinicas, laboratoriais e imunaagido micro ambiente da medula 0ssea na
leishmaniose visceral.

Material e Métodos

Este estudo transversal, analitico e descritivodalizado no Hospital Universitario Clemente
de Faria da Universidade Estadual de Montes Clamsiontes, conveniado ao Sistema
Unico de Saude (SUS) e localizado na cidade de égo6taros, regido norte do estado de
Minas Gerais, de alta endemicidade e centro deéref@ em leishmaniosé. populagéo do
estudo constituiu-se de dezenove individuos intermantre agosto de 2015 a janeiro 2016
com medula 6ssea positiva para LV, de faixa eté@arada e que concordaram em participar
do estudo. Foram excluidos os individuos que timecadiagndstico em outros servigos,
individuos soropositivos para HIV, recidivados plavae com patologias imunossupressoras.

Os sinais clinicos investigados foram: febre, ictey manifestacdes hemorragicas,
medidas do figado e do baco. Foram analisadosgosnses exames: hemograma, plaquetas,
Proteina C Reativa ultrassensivel (PCRus), lactesidrogenase (LDH), haptoglobina,
bilirrubinas, teste de Coombs, ferritina, indice sdduracdo da transferrina, eritropoetina,
vitamina B12, &acido félico, eletroforese de hemobgia e anti-HIV. A anemia foi classificada
em grave quando a hemoglobina €rég/dL e ndo grave se a hemoglobina > 7g/dL (11).

Foram coletados 1 a 2 mL de medula 0ssea e asdéruram coradas pela técnica de
May Grinwald-Giemsa e examinadas pela hematologegguisadora. O maior cuidado foi
tomado para evitar qualquer diluicdo significatd@ aspirado da medula éssea por sangue
periférico e tais espécimes diluidas foram exchiiara avaliagdo da carga parasitaria foram
realizadas duas técnicas: a primeira técnica fderdenada segundo Stauber (1955)
modificado, expressa como Leishman Donovan Unit®ULindex) que corresponde ao
namero de amastigotas por 1000 células nucleadasedmla 6ssea e assim classificada:
baixa densidade quando foram encontradas de Ora6ifos, moderada densidade de 10 a 30
parasitos e alta densidade quando maior que 38ifmE§27).

A segunda técnica foi a determinacdo da carga iparasem medula 0ssea pela
técnica de gPCR com base em curvas padrdo. Ascéetrade DNA foram realizadas
utilizando o kit comercial NucleoSpin® Tissue (Maoty-Nagel). A gPCR foi preparada em
um volume final de 10uL, sendo 1pL dos primers\@od + Reverse), 5uL de SYBR Green
PCR Mastermix e 4uL de cDNA das amostras testafiag/|{L). Os iniciadores para
identificacdo dos genes analisados foram: (DNA dg-airculo (KDNA) deL. infantum 5'-
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CTTTTCTGGTCCCGCG GGTAGG-3' (forward); 5-CCACCTGGUBTTTTACACCA-
3'(reverse). As reacOes foram realizadas no AB$Rrv500 (Applied Biosystems, EUA) e
foi iniciada apOs desnaturacdo do DNA a 95°C pomiiQutos, seguido de 40 ciclos de
desnaturacdo de 95°C por 15 segundos, seguidosetimento e extensdo a 60°C por 1
minuto.

A expressao de citocinas determinadasnedula 6ssea foram a CSF-2, H;N-NF-
a, IL-3, IL-10, IL-6. As extracbes de RNAmM foram realizadas utilizandkitocomercial
NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel). O RNAm foi trarisc em cDNA com o kit de
transcricdo reversa (Thermo Fisher Scientific, USK) acordo com as instrucdes do
fabricante. A RTqPCR foi preparada em um volumalfole 10uL, sendo 1puL dos primers
(Forward + Reverse), 5uL de SYBR Green PCR MasieemduL de cDNA das amostras
testadas (5ng/pL). Os iniciadores para andlise xgmessdo dos genes analisados estdo
descritos na tabela 1. As reacgOes foram realizadasBI Prism 7500 (Applied Biosystems,
EUA) e foi iniciada ap0s desnaturacdo do DNA a 988€10 minutos, seguido de 40 ciclos
de desnaturacdo de 95°C por 15 segundos, segledmsethmento e extensdo a 60°C por 1
minuto. Paraa quantificacéo relativa dos genes especificogjtitizado gene enddgeno beta
2 microglobulina, como normalizador (Tabela 1).

Este estudo obedeceu as Diretrizes e Normas Regntadoras envolvendo seres
humanos, Portaria do Conselho Nacional de Saudmlugdio n°196/96. O termo de
consentimento livre e esclarecido/TCLE foi obtidos dndividuos pesquisados ou do seu
responséavel e o estudo foi aprovado pelo Comitétida da Unimontes, parecer n° 677.061.
Analise estatistica

Os dados foram coletados e analisados utilizanftavm® SPSS versédo 18.0. Para
comparacao das meédias entre as variaveis lab@iat@iclinicas foi utilizado o teste t de
Student. Para verificar a normalidade foi usadoestet de Kolmogorov-Smirnov. As
correlacdes entre as variaveis foram realizadasccteste de PearsoNeste estudo, um valor
de p <0,05 foi considerado estatisticamente sicatifro.

Resultados

Dos dezenove individuos incluidos no estudo, 10662 eram do sexo masculino e 9

(47,4%) do sexo feminino sendo que, 15 (78,9%) eraancas menores de nove anos de
idade. Entre as manifestacdes clinicas observadadebre, a esplenomegalia e a

hepatomegalia, estavam presentes em todos os dads;i porém sem uma diferenca

estatistica entre os anémicos graves e 0s anénécograves (tabela 2). Havia manifestacfes

hemorragicas em 2 e ictericia em apenas um individu
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Sobre os achados laboratoriais, todos os individerasn anémicos sendo 8/19
(42,1%) graves e 11/19 (57,9%) ndo graves. A médiaemoglobina dos anémicos graves
foi de 6,15 +1,10 g/dL e dos nado graves foi de 8)6& g/dL e com significancia estatistica
entre os grupos (p=0,000), (tabela 2, figura 1)paxcitopenia foi observada em 13/19
(68,4%) dos individuos, sendo a trombocitopenia smnificancia estatistica entre os grupos
(p=0,022), (tabela 2).

Na possibilidade de anemia carencial foi obserncaan apesar da ferritina elevada em
12/19 (63,2%) dos individuos, o indice de saturaigitransferrina estava diminuido somente
em 6/19 (31,6%), porém sem significancia estadisgotre os 2 grupos (Figura 2). As
vitaminas B12 e o &cido folico encontravam-se aedds limites da normalidade.

Na avaliacdo de provavel hemolise associada a a\oliservado que a LDH estava
elevada em 17/19 (89,5%) dos individuos, a bilimabindireta elevada em 8/19 (42%), a
haptoglobina diminuida em 7/19 (36,8%), o testecdembs direto negativo em todos os
individuos. O traco falciforme estava presente ¢1® 210,5%), porém todos estes achados
foram sem significancia estatistica entre os gruffogura 2).

A eritropoetina estava acima dos valores de retfaméem 17/19 (89,5%) com
significancia estatistica entre os dois grupos (@3®) (Figura 2), e uma correlagdo negativa
com a hemoglobina (p=0,027, rho= -0,519) (Figura’5PCRus apresentou-se elevada em
18/19 (94,7%) com diferenca estatistica entre opay (p=0,047) e uma correlacdo negativa
com a hemoglobina (p=0,049, rho=-0,471), (figura 3

A carga parasitaria na medula 0ssea pela micrasamgica apresentou uma baixa
densidade parasitaria em 13/19 (68,4%) ja em 21F®0)4oi observada uma densidade
parasitaria moderada. A carga parasitaria na methdaa avaliada por gPCR mostrou uma
correlacdo positiva significante (p=0,006) com &gaaparasitaria por microscopia optica.
N&o foi observada uma significancia estatisticaeens grupos para a carga parasitaria
(figural), e também ndo houve uma significativaelagcdo com os valores da hemoglobina,
(figura3).

Na analise dos marcadores imunologicos da medaskapsbservou-se que somente 0
CSF-2 apresentou uma diferenca estatistica entgrupos (p=0,036), (figura 1). Ha uma
correlagdo negativa entre a hemoglobina e as w#@edlL-10 (rho= -0,521, p=0,038), IL-6
(rho=0,442, p=0,086), (figura 3). H& uma correlapéasitiva forte entre o IFN-e o tamanho
do figado (p=0,009, rho= 0,651), IL-6 (p=0,000,*B®07) e IL-10 (p=0,000, rho=0,778)
(Figura 4). Observamos uma correlacao forte do-aMNem IL-6 (p=0,008, rho=0,636) e
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com IL-10 (p=0,000, rho=0,783) (Figura 4) e tambéma correlacdo positiva forte entre o
CSF-2 e a eritropoetina (p=0,009, rho=0,647) (Fadu)

Discussao

Sabemos que adeishmania estabelece uma infeccdo crénica na medula Osseal |
predominante da hematopoiese, e estd associadacidopania e pode levar a falha na sua
producéo (28). Entretanto o papel da medula ésa@atogénese da LV permanece obscuro.

Apesar da perda de sangue ser associada a anewm& pgodendo levar a morte, a
frequéncia de sangramento observada entre os dodisicom LV foi minima, tornando-a
improvavel como causa de anemia nesses individooscancordancia com relatos da
literatura (14).

A eritropoiese fisiologica € dependente da capdedaultiplicativa e da intensa
sintese protéica dos eritrocitos. Essas caradtedstos eritrocitos estdo relacionadas a
producdo da eritropoietina e a quantidade de fawrorganismo. A eritropoetina elevada nos
individuos estudados correspondeu a queda da hebiogle a hiperplasia eritrocitica na
medula éssea e esta coerente com os estudos pi&ljos

Estudosin vitro tém demonstrado que keishmania altera a hematopoiese do
hospedeiro para manter a sua propria expansao.sitearado género dishmania
desenvolveram multiplos mecanismos para sobredestro de seus alvos, os macrofagos, e
para promover o recrutamento de mais mondcitos @dogal da infeccdo. Os mecanismos
pelos quais os macréfagos hemofagocitam as cébalaguineas e as suas consequéncias
permanecem desconhecidas. A hemdlise e a hipggativde macréfagos parasitados sao
fatores-chave para o mecanismo da hemofagociteseiada a LV (24,25).

As células progenitoras hematopoéticas expressaeptaes para citocinas pro-
inflamatorias e varios estudos ja demonstraramugna acao direta das citocinas sobre a
células hematopoéticas vitro podem prejudicar o desenvolvimento eritréide eimero de
células progenitoras (23). O IFNsuprime a eritropoiese diretamente ou induzindo a
expressdo do TNE; que inibe a eritropoiesBlo entanto, ogichados imunoldgicos do nosso
estudo ndo apresentaram uma diferenca estatigfigicaitiva entre as expressdes génicas da
IL-10, TNF-u e IFNy entre 0os grupos anémicos graves e ndo graves. dfasar de nao
termos observado diferencas entre as médias deiéseimas entre 0s grupos, observou-se
que h&d uma correlacdo negativa com os niveis deodiebina, sinalizando que a LV é
caracterizada por um processo inflamatorio levaadam quadro de anemia do tipo

consumptiva (7,24).
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Em nosso estudo, em concordancia com a literatoraCSF-2 aumenta
proporcionalmente ao aumento da eritropoetina, gwelmente na tentativa de compensar a
gueda da hemoglobina (p<0,05).

Conclusbes

A partir dos resultados do estudo, conclui-se qu@igeis de hemoglobina nos individuos
com LV ativa estdo correlacionados com a resposta@amatéria promovida por essa
patologia. Essa afirmacéo se baseia nos achada®takacdes negativas entre as expressdes
génicas das citocinas na medula éssea e a redacBendgoglobina. O trabalho é relevante
para subsidiar no desenvolvimento de novos est@éjotendo como alvo, terapéuticas

baseadas na imunoterapia.
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Tabela 1 - Primers utilizados nas analises de egpes génicas medulares

Sequéncia ddPrimer Fonte

S'GTTTTGGGTTCTCTTGGCTGTTASZ’

IFN-y
5'’AAAAGAGTTCCATTATCCGCTACATCS’ Boeuf, Petal,2005

S’ CACTGCTGCTGAGATGAATGAAAZ’

Alvos

CSF-2 Baxter et al., 2012
5GTCTGTAGGCAGGTCGGCTC3

5CCCAGGCAGTCAGATCATCTTCS'
TNE-a

5'GTACAACATCGTTTGGGAGTTCG3’ Banda, R, etal.,2012

5GGACTTCAACAACCTCAATGGG3'

IL-03 Baxteret al., 2012
5TTGAATGCCTCCAGGTTTGG3’

5'GCT GGA GGACTT TAA GGG TTA CCT3

IL-10
S'CTT GAT GTC TGG GTCTTG GTT CT 3’ Boeuf, Petal, 2005

5'CCTGAGAAAGGAGACATGTAACAAGAZ

Joo, J.H. and Jetten, A.

IL-6
5'GGCAAGTCTCCTCATTGAATCCZ M., 2008
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Tabela 2 - Dados clinicos e laboratoriais dos iitdigs com LV com anemia grave e ndo grave.

Parametros Anémico Anémico nao p valor
Grave grave
N=8 N=11
Tamanho de Baco (cm) 5,7£3,2 7,2£3,0 0,322
Tamanho de Figado (cm) 4,843,1 5,6+2,7 0,605
Hemoglobina (g/dL) 6,15+1,10 8,660,69 0,000
Plaquetas (mn) 89888+29420 1561810+111533 0,022
Leucécitos (mn) 2472+1215 4079+2230 0,061




LXpressao xKelativa

Grau de anemia CSF2 IL-03

1.5

= N

()] o

1 I
(X}

1.0

0.5

0.0 —a e L

()]
1
]

o

o
”

Hemoglobina (g/dL)
Expressio Relativa
Expressiao Relativa

INFYy TNF-alfa Carga parasitaria

; 3- 2000+
200 .

1500
150 . ®

2+ 1000

1004
500

50+ =

I
I
LXPressao Kelanva

p=0,422 p=0,387 p=0,726

b -| E - 0+ Y LX) -
-500 T T

15+

IL-10

36
=
2 60 °
S 404 ——
L0
@
S 20
3 % -
I oqe _:'l-%
H ‘§¢ ‘§€
eo‘ rﬁo‘
& 3
G O
w . g
v&&
p=0,1117
IL-6

p=0,332

Figura 1 Comparacao dos niveis de hemoglobinaagaagasitaria e expressao génica de citocinas patientes com LV anémico grave e nao
grave. A expressao de RNAmM das citocinas foi amddisatravés de normalizacao para os gene endoégeng@ icroglobulina usando a formula 2-

AACT. * p valor para 0s grupos anémico grave e naeeyr



o EPO Ferritina LDH
]
.9 500 .S 4000
‘s ° :a: 80001
400 b
% 300 % 0 . )
S ? S 4000 ]
& 200 . & 20004 1 T -
S o u
= 1001 : ‘E 2000 —e
S —~ T g 10001 . o le® T
= = ] -
8 -100 . . 8 0 2000 i i
% e
R Q \g \g
> > > -
00* 06* ¢ 6@
O ") Q 9
D > R >
& oé & &> -
Ry ol &
kat o ka k2t >
w w
p=0,038 p=0,668
- Birrubina Indireta Haptoglobina
= e 8 400 -
3 - 5
= 4 - Cg 300- ©
= - =™ 2 -1
g = - § 200 - .. -
E o oo joe- e = ji_-; S
= = LY -
= @ 1004 —_—
5 -2 T g "mdkmm
== == S o0 -
(S (S @ -
S5 <= T T
= S S <&
VQQ) Q"e& R
> 45?5&
>
p=0,494 p=0,482
Figura 2. Comparacao de parametros laboratorigésiedividuos com LV anémico grave e ndo grave.

37



©
=
o)
i)
m 7
o)
£
[
T
INF-Gama
rho: -0,331
p= 0,211
o
c
£
[e)
o
o
=
Q
T .

' ' |
000 5,00 10,00

CSF2

rho: -0,481
p= 0,59

|
150,00

"
1500

]
200,00

' ' ' ' 1 '
0,00 0,50 1,00 150 200 250

TNF-Alfa
rho: -0,196
p= 0,468
© - , ' *
c b -
8-
2 ;.
m 7 .
o]
E - . *
[}]
I .
Numero de Parasitos/100000
células

rho: 0,140
p= 0,593

Hemoglobina

© . .
g . _
a - —
2 —*/_/_’—t—"
U' ™ .
0
E. * ..
[}
I 5
IL-03
rho: 0,16
p=0,538
® . . :
.E ‘-\"‘-““—..
a " — ‘
©° o T .
o) - . k-“\_‘“
0
£. . .
[}
T _
PCRus

rho: -0,471
p= 0,049

Figura 3 Correlacdo da hemoglobina com a expressédo géagaitocinas a carga parasitaria por qPG¥



10,00~ .
E 800~
O
S
O 600~
©
o]
(=)
- —
| W
e o
200- ® @
b0 E 100,00 150,00 20000

IFN-Gama

rho= 0,651 p=0,009

250~

cg- @ ee .

1 | | ' '
000 50,00 100,00 150,00 200,00

IFN-Gama

rho= 0,549 p=0,028

IL-06

IFN-Gama
rho= 0,907 p=0,000

2,00-

1,50-

1,00

TNF-Alfa

0,50~

000- @

] |
0,00 500,00 000,00

IL-06

rho= 0,636 p=0,008

|
1500,00

]
20000

|
2000,00

IL-10

TNF-Alfa

39

80,00~
s000~

4000~

| | ' | '
000 5000 100,00 150,00 200,00

IFN-Gama

rho= 0,778 p=0,000

0,50~

000 e o o

1 1 1 1 1 1 1
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

IL-10

rho= 0,783 p=0,000

Figura4. Correlacdes entre expressdo génica medulatabénes e correlacdo do IFNeom o tamanho do figado.



500,00~

400,00~

300,00—

200,00—

Eritropoietina

100,00~

Hemoglobina
rho: -0,519 p= 0,029

400,00~

300,00~

200,00=

Eritropoietina

100,00~

0,00-

1 J ] | { |
000 1000 20,00 30,00 40,00 50,00

IL-10

rho:0,336 p=0,221

37

500,00~ 500,00~
400,00=

400,00~

300,00~ 300,00~

Eritropoietina
Eritropoietina

L] -
00—
00— *

1 [ | | ' | 1
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

INF-Gama
rho: 0,162 p=0,565

' ' ' ' ' '
0,00 050 1,00 140 2,00 250

TNF-Alfa
rho: 0,158 p=0,573

500,00~

500,00~
. -
(9 <oo00- (9 <om00-
o c
- — ——
et e
.g 300,00~ _g 300,00~
o} . o
Q. (o}
o 200,00— . o 200,00=
= ]
= * . =
F e
L oo nn—\ | TN
. L]
.
o .
0.00-
000- 3
' ' ' ' |
1 1 I 1 0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
0,00 0,20 040 0,60 0,80 1,00 1,20

IL-03 CSF2

rho: -0,118 p=0,676 rho: 0,647 p=0,009

Figura 5 Correlacdo dos niveis séricos de eriteip@ com a hemoglobina plasmatica e a expressacag@edular de citocinas



38

3.2 PRODUTO 2

Associacdo das caracteristicas clinico-laboratorigi achados morfoldégicos e a carga
parasitaria da medula éssea na leishmaniose viscéra

Resumo

Objetivo: Este estudo analisou as caracteristicas clinicéab@atoriais da leishmaniose
visceral e sua associagdo com os achados morfofdgi@ carga parasitaria da medula 6ssea
por microscopia éptica e pela qPCR.

Métodos: Foram investigadas as caracteristicas clinicabardtoriais em 19 individuos com
LV, de faixa etaria variada. A carga parasitaria rdadula 6ssea foi mensurada pela
microscopia Optica e através da técnica de gPCR.

Resultados: As criancas menores de nove anos de idade repmesmenta maioria dos
individuos 15/19 (78,9%A febre e a hepatoesplenomegalia estavam presemtd®0% dos
individuos, sendo que o tamanho do figado apresemtma correlacdo positiva significante
com a TGO (p=0,054, rho=0,490), TTPA (p=0,005, M648) e carga parasitaria por gPCR-
RT (p=0,040, rho=0,502). A anemia estava presantd@% dos individuos e a pancitopenia
foi observada em 13/19 (68,4%). A LDH estava elavaad 17/19 (89,5%) com uma correlacao
positiva significante com a TGO (p=0,000, rho=0)808NI (p=0,007, rho=0,625), TTPA
(p=0,008, rho=0,621) e série eritrocitica (p=0,0080=0,648). A RNI apresentou uma
correlacéo positiva significante com a PCRus (p240,0ho=0,544). A avaliacdo da medula
0ssea demonstrou uma carga parasitaria baixa, mvoswvopia Optica, em 14/19 (73,7%).
Observou-se uma correlacdo positiva entre as cagessitarias (p=0,006, rho=0,635). A
analise citoldgica evidenciou uma medula 6ssea cgolaridade estimada normocelular em
14/19 (73,7%). A série eritrocitica se apresentara hiperplasia relativa em 18/19 (94,7%) e
diseritropoiética 19/19 (100%). Observaram-se [asatra e extracelulares, isolados ou em
agrupamentos e hemofagocitose somente em 3/194L8@&s individuos.

Conclusédo: O conhecimento das caracteristicas clinicas erdatrais na LV pode
desempenhar um papel importante no diagnésticoediééal da hepatoesplenomegalia febril,
especialmente em areas endémicas e em um paissemvdlimento, onde 0s recursos sao
limitados. Ressalta-se a avaliacdo das caractagstorfolégicas da medula 6ssea através da
puncédo aspirativa como uma ferramenta que auxdiaegiona ao diagnostico da leishmaniose
visceral.

Palavras-chavesieishmaniose viscerdleishmania infantumimedula éssea; carga parasitaria
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Introducao

A leishmaniose é uma zoonose de paises subdesilmsole em desenvolvimento e,
consequentemente, esta associada a desnutricdocaesnto de populacbes, pobreza,
imunodeficiéncias e falta de recursos financeiféscausada por protozoario do género
Leishmania spg no continente americanol.aishmania infantund a espécie responsavel pela
leishmaniose visceral (LV) e transmitida pela p&cdeé inseto infectado, do génénatzomya.
Em 2015 mais de 90% dos casos novos, notificadmsyeram em 7 paises: Brasil, Etiopia,
india, Quénia, Somalia, Sud&o do Sul e Sudio. Agesta distribuida nas diferentes faixas
etarias, porém, ocorre com maior freqiéncia enncais até dez anos de idade (59%), sendo
que, 46% dos casos registrados ocorrem em mener&ndo anos (1). No Brasil, foram
relatados 53.442 casos de LV entre 2001 e 201@osgme a maioria esta na faixa etaria de
menor de 1 a 9 anos de idade (2, 3).

A LV é considerada uma doenca cronica, sistémigmssui um periodo médio de
incubacéo de 10 dias a 1 ano, quando ocorrera asaovdo sistema reticulo endotelial do
hospedeiro. Parasitos do génkaishmaniasdo capturados por fagocitose e convertidas dentro
dos macréfagos no estagio replicativo de amassgstareproduzem, se espalham para novos
macréfagos e causam as manifestacdes da doengama tlinica classica da LV em zonas
endémicas é caracterizada por febre, anorexiaapbrgeso, distensdo abdominal e fraqueza,
gue progridem ao longo de semanas a meses. As§@mastigotas sdo encontradas dentro de
neutroéfilos e células fagociticas mononuclearedivoeis nos 6rgaos, principalmente no baco e
na medula 0ssea, que podem abrigar a maior carpardsitas. Havera um acumulo de células
fagociticas mononucleares dentro dos 6rgaos ingadidanifestando-se clinicamente com
palidez e hepatoesplenomegalia (4, 5).

A LV causa alteracbes morfolégicas e funcionaidigado. O envolvimento hepatico
tem sido relacionado ao parasitismo e a ativac@o cddulas de Kupffer com alteracdes
fibréticas, principalmente quando o parasitismoeélahga duracdo. A patogénese do dano
hepético n&o é clara, mas pode ter uma base ingioalAlteracdes fibréticas foram relatadas
apos o tratamento da LV podendo levar a persisi@ehepatomegalia (6, 7).

A LV sintomatica, se ndo tratada, progredira pasenmrometimento de multiplos
orgaos, manifestagbes hemorragicas, infecgfes d&tas e Obito dentro de 2 a 3 arern
mais de 95% dos casdsstudo de caso-controle demonstrou que criancasne®de 1 ano e
idosos, desnutricdo, duracao da febre e presenganditos, diarréia, anemia grave, ictericia,
esplenomegalia e trombocitopenia sao fatores @e para morte. Nesse mesmo estudo, a

carga parasitaria foi associada a anemia gravexgrasaento fata(8). Em outro estudo foi
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encontrado uma forte correlagéo entre a doenca gravna maior carga parasitaria em sangue
periférico sugerindo que a desnutricdo pode levianumnossupressao permitindo a replicacao
do parasita, maior producéo de citocinas inflan@soinflamacéo e mori{®).

Os métodos de pesquisa direta ldsishmania,no baco e na medula O0ssea, séo
considerados para o diagnostico de LV, ressaltandassco da puncao esplénica. Nos ultimos
anos, a reagdo em cadeia de polimerase em temlp@@RELER) tem sido relatada como uma
ferramenta precisa para deteccdo e quantificacd@rnies parasitas e esta sendo aplicada com
sucesso para detectar e quantificaeshmania spi10, 11).

O objetivo desse estudo foi analisar as caradtarsstclinicas e laboratoriais na
leishmaniose visceral e sua associacdo com os @madrfologicos e a carga parasitéria da
medula éssea por microscopia optica e pela qPCR.

Métodos

Estudo transversal, analitico e descritivo reatizath dezenove individuos com leishmaniose
visceral em Montes Claros, cidade localizada ndaendo estado de Minas Gerais, regido de
alta endemicidade e centro de referéncia em leisimsa Foram excluidos individuos
soropositivos para HIV, apresentando recidiva e patologias imunossupressoras.

Os sinais clinicos investigados foram febre, ictari manifestacbes hemorragicas,
medidas do figado e do baco. Foram analisados gginses exames: hemograma, PCR
ultrassensivel, desidrogenase latica (LDH), preteinotais e fragbes, transaminases,
Protrombina/Relacdo Normatizada Internacional (RN@mpo de Tromboplastina Parcial
Ativado (TTPA), anti-HIV.

Foram coletados 1 a 2 mL de medula 6ssea e asdarfiram coradas pela técnica de
May Grinwald-Giemsa e examinadas pela hematologesguisadora. O maior cuidado foi
tomado para evitar qualquer diluicdo significatd@ aspirado da medula 6ssea por sangue
periférico e tais espécimes diluidas foram exchiiBara avaliacdo da carga parasitaria foram
realizadas duas técnicas: a primeira técnica feéroeénada segundo Stauber modificado,
expressa comd.eishman Donovan Unit{LDU indeX que corresponde ao numero de
amastigotas por 1000 células nucleadas da medsém @sassim classificada: baixa densidade
quando foram encontradas de 0-10 leishmanias, mdaeatensidade de 10 a 30 leishmanias e
alta densidade quando maior que 30 leishmaniak, (12

A segunda técnica foi a determinacdo da cargaipaiaeem medula 6ssea pela técnica
de gPCR com base em curvas padréo. As extracoesldeforam realizadas utilizando o kit
comercial NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel). AgPfoi preparada em um volume final
de 10pL, sendo 1pL dos primers (Forward + Revebgd),de SYBR Green PCR Mastermix e
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4uL de cDNA das amostras testadas (5ng/pL). Osadoces para identificagdo dos genes
analisados foram: (DNA de mini-circulo (kDNA) deinfantum 5-CTTTTCTGGTCCCGCG
GGTAGG-3’ (sense); 5-CCACCTGGCCTATTTTACACCA-3'(argense). As reacdes foram
realizadas no ABI Prism 7500 (Applied BiosystemSA e foi iniciada apds desnaturacdo do
DNA a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclosléenaturacdo de 95°C por 15 segundos,
seguidos de anelamento e extenséo a 60°C por taminu

Os dados foram coletados e analisados utilizanfltwa® SPSS versdo 18.0. Para
comparacdao das médias entre as variaveis labaiat@iclinicas foi utilizado o teste t de
Student. Para verificar a normalidade foi usadoestet de Kolmogorov-Smirnov. As
correlacdes entre as variaveis foram realizadasateste de PearsoNeste estudo, um valor
de p <0,05 foi considerado estatisticamente Sicatifro.
Resultados
Dos dezenove individuos do estudo, 10/19 (52,6%Mmeaifo sexo masculino sendo que 15/19
(78,9%) eram criancas menores de 9 anos de idatle. & manifestacdes clinicas observadas,
a febre e a hepatoesplenomegalia estavam presantezdos os individuos (Tabela 1), sendo
que o tamanho do figado apresentou uma correlagddivia significante com a TGO
(p=0,054), o TTPA (p=0,005) e carga parasitaria p&BCR (p=0,040) (Figural). As
manifestacbes hemorragicas em 2/19 (10,5%) e récietd/19 (5,3%).

O hemograma evidenciou anemia em 100% dos indisidudnemoglobina estava <7,0
g/dL em 8/19 (42,1%) e > 7,0g/dL em 11/19 (57,9B6)eucopenia estava presente em 14/19
(73,7%) considerando a contagem de leucocitos aor de referéncia > 4.000/mm3 e 13/19
(68,4%) apresentaram trombocitopenia considerandontagem de plaquetas com valor de
referéncia >150.000/mm3 (Tabela 1). A pancitopémiiabservada em 68,4% dos individuos.

Em relacédo aos achados laboratoriais observamoa @i estava elevada em 17/19
(89,5%) dos individuos com uma correlacdo posisignificante com a TGO (p=0,000,
rho=0,805), RNI (p=0,007, rho=0,625), o TTPA (p£I800,621) e série eritrocitica (p=0,005,
rho=0,648) (Figura 2). As transaminases estavavaéts na maioria dos individuos sendo que
a TGO apresentou uma correlacéo positiva signifccaom a TGP (p=0,001, rho=0,688) e o
TTPA (p=0,012, rho=0,577) (Figura 3). A RNI aprasenuma correlacdo positiva significante
com a PCRus (p=0,024, rho=0,544) (Figura 3).

A avaliacdo da medula éssea demonstrou uma cargsitdaia, por microscopia optica,
com baixa densidade parasitaria em 14/19 (73,7%djlenada em 4/19 (21,0%) e alta em 1/19
(5,3%). Observou-se uma correlacao positiva daagaagasitaria por microscopia éptica com a

carga parasitaria por qPCR (p=0,006, rho=0,635andlise citoldgica evidenciou uma medula



42

0ssea com celularidade estimada normocelular ert91473,7%), hipercelular em 2/19
(10,5%) e hipocelular em 3/19 (15,8%). Apresentaiparplasia eritrocitica relativa em 18/19
(94,7%) e diseritropoiética 19/19 (100%). A digepbiese foi caracterizada pela presenca de
sinais de hemoglobinizacdo deficiente, binucleag@ntes intercitoplasmaticas e figuras de
mitose. Observaram-se parasitas intra e extrareh)l isolados ou em agrupamentos. A
hemofagocitose estava presente em 3/19 (15,8%).08ervamos alteracdes no niumero de
plasmacitos e de células reticulares, (TabelaR2yu¢as 5, 6, 7).

Discussao

Nesse estudo ha uma predominancia da LV na infaoo relatado em pesquisas em regides
endémicas (3, 4). As correlacdes do tamanho dddigam as elevagfes das transaminases, do
TTPA estdo possivelmente relacionadas aos dis&irniarfologicos e funcionais do figado e
fibrose focal como ja relatado na literatura (6, A3sim como a PCRus que € uma proteina
produzida pelo figado e geralmente tem suas corggies séricas elevadas principalmente em
processos inflamatérios e/ou infecciosos, podemfesii que o fato de a PCRus apresentar
correlacdo positiva com a RNI pode demonstrar queocesso inflamatério hepatico pode
refletir em sua disfuncdo. A PCRus e o tamanho igadbd apresentaram uma correlacéo
positiva com a carga parasitaria demonstrando quanto maior a densidade parasitaria na
medula Ossea, pode significar um maior tempo déalatdio da doenca e do processo
inflamatorio conforme alguns estudos (8, 13).

N&o houve diferenca entre os outros achados labv@igte a carga parasitaria, seja
por microscopia Optica ou por qPCR, semelhante remorgrado na literatura e podendo
significar que ndo € possivel predizer a cargasfgarea por outro parametro de avaliacdo
laboratorial (14).

A presenca de anemia em todos os individuos endenvedula éssea com hiperplasia
eritrocitica e diseritropoiética esta coerente coriteratura. Esse tecido, maior produtor de
eritrécitos, € um sitio de parasitismo e a dismpitiese é frequente na LV. Em estudos
experimentais em hamsters aumenta o numero degud@s progenitoras eritréides no baco e
na medula 6ssea, inibe a eritropoiese pela apopteseritroblastos mediada por citocinas.
Andlise de bidpsias da medula 6ssea de pacientasL¥bindicam hiperplasia celular com
muitas alteragbes nos eritroblastos, que includtrolelastos grandes e multinucleares com
nacleos irregulares e ndcleos em brotamento. Esli@sacdes displasicas resultam em
eritropoiese ineficaz. Eritrocitos que séo prodagidurante a LV também sao mais suscetiveis
a danos oxidativos e diminuicdo na sua sobrevidapgae estar associada a hemofagocitose
(15, 16).
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Em estudos prévios ha relatos de uma alta fredgiéiecachados de hemofagocitose e
plasmocitose diferindo dos achados da presentelgesdRessalta-se que o estudo foi realizado
por puncao aspirativa da medula 0ssea e hipotatz@ue a bidpsia de medula éssea poderia
melhor evidenciar a hemofagocitose (17, 18).

Conclusbes

O conhecimento das caracteristicas clinicas, |amisess e da medula éssea na LV pode
desempenhar um papel importante no diagnésticoediéeal da hepatoesplenomegalia febril,
especialmente em areas endémicas e em um paissemvdiimento, onde 0s recursos sao

limitados. O mielograma é uma ferramenta que auribi diagnéstico na LV.
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Tabela 1. Parametros clinicos e laboratoriais ehviduos com leishmaniose visceral.

Parametros LV
Género (M/F) (20/9)
Idade 12,45+18,99
Tamanho de Bago (cm) 6,66+3,08
Tamanho de Figado (cm) 5,33%+2,86
Hemoglobina (g/dL) 7,61+1,54
Plaquetas (mmn) 117.315+97.160
Leucécitos (mnT) 3402+2000

Albumina 3,2+0,62
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Tabela 2. Achados da medula 6ssea em individuodaishmaniose visceral.

Parametros N=19 %
Normocelular 14 73,7
Relacdo G:E <2,0 18 94,7
Diseritropoiese 19 100,0
Baixa-14 73,7
Carga parasitaria por microscopia optica Moderada-04 21,0
Alta-01 5,3
Plasmaocitos <5% 19 100,0
Hemofagocitose 3 15,8
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Figura4 Aspirado de medula 6ssea mostre (a) macréfagdagocitando eritroblasto, ) macréfago fagocitando
eritroblasto e granuldcitos, (cheutréfilo com corpos deLeishmania (d) “ninho¢” de eritroblastos com
diseritropoiese, (e) corpos Heishmaniiem “florete” e eritroblasto multinucleado.
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Figura 5. Aspirado de medula 6ssea mostrando (&rdaf@o com corpos déeishmania,(b) macréfago
fagocitando eritroblastos e ninhos de eritroblastissritropoiéticos, (c) macrofagos fagocitanddrebiastos e
corpos dd_eishmania.
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Figura 6 Aspirado de medula 6ssea mostrando (@) ‘@i6hos” de eritroblastos diseritropoiéticosce fhacréfago

fagocitando um neutréfilo bastonete.
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4 CONCLUSOES

O conhecimento das caracteristicas clinicas ed#drtais na LV pode desempenhar
um papel importante no diagnostico diferencial dpatoesplenomegalia febril, especialmente
em areas endémicas e em um pais em desenvolvimamle, os recursos sdo limitados.
Ressalta-se a avaliacdo das caracteristicas mgidagd da medula éssea através da puncao
aspirativa como uma ferramenta que auxilia e direxiao diagnéstico da leishmaniose
visceral. A partir dos resultados do estudo, carsdugue a anemia ndo esta relacionada a
fatores carenciais, perda sanguinea e/ou hemditseraune e que os niveis de hemoglobina
nos individuos com LV ativa estdo correlacionadws @ resposta inflamatoria promovida por
essa patologia. O trabalho €é relevante para sabsidi desenvolvimento de novos estudos e,

poderda ter como alvo, terapéuticas baseadas nafierapia.
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APENDICE

APENDICE A -
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PAR TICIPAQAO EM PESQUISA

Titulo da pesquisaLeishmaniose Visceral: Correlacdo entre os achaliluso - laboratoriais e as caracteristicas
imuno - morfoldgicas do micro ambiente da medukeés

Instituicdo promotora: UNIMONTES

Atencao: Antes de aceitar participar desta pesquisa, € riap® que vocé leia e compreenda a seguinte
explicag@o sobre os procedimentos propostos. Estiardcdo descreve o objetivo, metodologia/procedios,
beneficios, riscos e confidencialidade das infolGeac

1-Objetivo

O objetivo desse trabalho é correlagionar os achadimico - laboratoriais e as caracteristicas ionun
morfolégicas do micro ambiente da medula ésseaamieptes portadores de Leishmaniose visceral ad@sino
Hospital Universitario Clemente de Faria.

2-Metodologia/procedimentos

Serdo coletados dados do exame fisico e examegiabais requisitados a vocé pelo seu médico para
continuidade ao seu tratamento. A medula ésseaepdeutilizada para confirmar o diagndstico dahteisniose
visceral sera coletada pela pesquisadora. Esteeegamse chama mielograma é um exame do “tutamnssis,
ou da medula éssea. Ele é realizado com uma pequeamngidade de sangue, que é colhido no interiarsso. O
procedimento da coleta é realizado com o paciegitadb. Aplica-se uma pequena anestesia no locaebld#a,
gue pode ser de frente no térax (na regido chamegeano) em adultos ou na parte posterior da lad@ncas e
adultos). A agulha para a coleta do mielograma@cada na pele anestesiada e introduzida até alcarigterior
do osso. Quando atingido este local, coloca-se sanaga na parte posterior da agulha e aspiranhgsenas
gotas do material do interior do 0sso. Essas gi#amedula sdo examinadas em laminas e utilizadasopdras
analises no laboratério. Esse exame pode seradaligm consultério médico ou em laboratérios. Rakgacao
aproximada de 10 minutos. As amostras de sangue, esanedula 6ssea serdo utilizados para realizegéo
pesquisa e a seguir armazenados para futuras pasqui

3-Justificativa

A compreensdo dos fatores que podem predisporslgdividuos a desenvolverem a Leishmaniose eatossk
gue podem controlar a infeccéo é de extrema impciggara o controle da doenga e de sua mortalieg@dea o
desenvolvimento de futuras vacinas.

4-Beneficios

Além da relevancia cientifica do estudo e sua waigiade, os sujeitos analisados poderdo benefititnos
pacientes portadores quanto ao tratamento.

5-Riscos

O procedimento da coleta de medula 6ssea podeooeadior local suportavel, apesar da anestesia, @ida
duracdo, extravasamento sanguineo e excepcionarentatoma, que as vezes pode ser evitado comgdroin
local da pungéo por alguns minutos. Em pacient@s doencas debilitantes raramente pode ocorrergdéec
locais e generalizadas, e na literatura sdo citedéssimos casos de hemorragias internas.
6-Confidencialidade das informacdes

Todos os pacientes terdo o direito de terem suatifidacdo, assim como todos os seus dados devidtame
preservados.

7-Consentimento:

Li e entendi as informagbes precedentes. Tive apmtade de fazer perguntas e todas as minhas difadam
respondidas a contento. Este formulario estd sesslinado voluntariamente por mim, indicando meu
consentimento para participar nesta pesquisa,Etéeq decida o contrario. Receberei uma cOpiaaisideste
consentimento.

Nome do participante/responsavel Adamaado participante/responsavel Data
Nome da testemunha Assinatura da testemunha Data
Tania de Cassia Moreira Soares

Nome do coordenador da pesquisa inAkga do coordenador da pesquisa ataD

ENDERECO DO PESQUISADOR: rua: Dr. Walter Ferreira Barreto 525 Bairro: Ibitna Montes Claros/MG
CEP-39401347TELEFONE: (38)32227733 (38)91361427
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - PARA P AIS OU
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RESPONSAVEIS DE PACIENTES MENORES DE 18 ANOS
Titulo da pesquisa:Leishmaniose Visceral: Correlacé@o entre os achelifuso - laboratoriais e as caracteristicas
imuno - morfoldgicas do micro ambiente da medukeés

1.NOME: DOCUMENTO
DE IDENTIDADE Ne: SEXO:M - R

DATANASCIMENTO(dd/mm/aaaa)
ENDERECO: .N°

BAIRRO: CIDADE CEP
TEL: ()

2.PAIS ou RESPONSAVEL LEGAL:

GRAU DE PARENTESCO:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE: SEX M -- F—
DATA NASCIMENTO: (dd/mm/aaaa)
ENDERECO: .N°

BAIRRO: CIDADE

CEP TEL: ( )

Instituicdo: Universidade Estadual de Montes Claros
Pesquisador(a) Responsavel: Tania de Cassia MoreiBoares
Data de preenchimento: (dd/mm/aaaa) / /

Assinatura do pesquisador responsavel

INFORMACOES PARA OS PAIS OU RESPONSAVEL LEGAL DOS VOLUNTARIOS MENORES DE

18 ANOS

Estamos convidando o seu filho (a)/menor sob ssporesabilidade para participar como voluntario de u
projeto de pesquisa desenvolvido por pesquisadi@ss instituicao.

A pesquisa tem como objetivo correlacionar os achados clinico - laborator@igs caracteristicas imuno -
morfolégicas do micro ambiente da medula 6ssea ertagores de leishmaniose visceral. A leishmaniose
visceral, também conhecida como calazar, € umacdoeausada por um micrébio chamado Leishmania que
infecta o ser humano por meio da picada de umdnsemado flebétomo (também conhecido como mosquito
palha). O doente apresenta febre, palidez, emageetd, cansaco e crescimento do abdome. O diagodsfeito
através de exames de sangue e da medula 6sseaaquarte interior de um dos ossos do corpo, gerdérda
bacia, do térax ou da tibia (0sso da perna). A ¢ipéem cura, mas pode ser grave e pode matar derrtéatada.

No Brasil, o tratamento é fornecido pelo Ministéte Saude, sem custo para o paciente.

Descrigdo do estudoSerao convidados a participar desta pesquisa lgmarheres e criangas com diagnostico
de leishmaniose visceral. Nao poderdo participathenas que estejam amamentando ou gestantes, feacien
portadores de outra infeccdo ou de doencas imupEssOras.

Armazenamento de amostras biolégicas para uso emgupuisas futuras:

As amostras de sangue, soro e medula 6ssea queuwdizdadas para confirmar o diagnéstico da leishiose
visceral serdo guardadas para que possam seaddiizZm novas pesquisas que precisem de amosprasieletes
com diagndstico confirmado de leishmaniose.
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Esclarecimentos sobre as garantias dos pacienteseqquiserem participar do estudo:

1. Vocé pode pedir esclareciment@os profissionais de saude, em qualquer momeattiver alguma
davida em relacao a participacéo do seu filho (@M sob sua responsabilidade na pesquisa, ou sobre
riscos, beneficios e resultados.

2. A participacdo nesta pesquisa é totalmente volunté&, ou seja, nem vocé e nem o seu filho (a)/menor
sob sua responsabilidade receberdo nenhuma grgdiipela participacéo no estudo.

3. Todas as informagdes da pesquisa serdo sigiloshinguém divulgara o nome dos participantes e os
resultados dos exames identificados com o nomealtisipantes, a ndo ser para 0s pais ou respdesave
no caso dos menores de idade. Se for solicitaddeposomente os Comités de Etica terdo acesso as
informacgdes confidenciais que identificam o paaemtlo nome. Vocé nadosera identificado em qualquer
relatério ou publicacdo que resulte deste estudo.

4. Vocé deveréa avisar ao médico imediatamentobre qualquer problema relacionado a este estudo:

Nome:Centro de Pesquisa em Doencas Parasitamésoeibsas HUCF/UNIMONTES
Telefone: (38)3224-8373

e-mail: (38)32224010 e-mathniamoreiracs@hotmail.com

5. Metodologia/procedimentos Serédo coletados dados do exame fisico e exalnesatariais requisitados
a vocé pelo seu médico para dar continuidade atragumento. A medula 6ssea que sera utilizada para
confirmar o diagnostico da leishmaniose viscera smletada pela pesquisadora. Este exame que se
chama mielograma é um exame do “tutano do osso’daounedula 6ssea. Ele é realizado com uma
pequena quantidade de sangue, que é colhido nomd® osso. O procedimento da coleta é realizado
com o paciente deitado. Aplica-se uma pequenaesiasto local da coleta, que pode ser de frente no
térax (na regido chamada externo) em adultos opang posterior da bacia (criancas e adultos). A
agulha para a coleta do mielograma € colocadaleapestesiada e introduzida até alcancar o intéoio
0sso0. Quando atingido este local, coloca-se umiagsema parte posterior da agulha e aspiram-se
algumas gotas do material do interior do osso. Egséas de medula sdo examinadas em laminas e
utilizadas para outras analises no laboratdrioe Essme pode ser realizado em consultério médico ou
em laboratérios. Possui duracdo aproximada de h0Otos. As amostras de sangue, soro e medula éssea
serao utilizados para realizacdo da pesquisa guir sgmazenados para futuras pesquisas.

6. Beneficios Além da relevancia cientifica do estudo e sua walgdade, os sujeitos analisados poderdo
beneficiar outros pacientes portadores quantoazantiento.

7. Riscos O procedimento da coleta de medula éssea podeoaeasdor local suportavel, apesar da
anestesia, e de curta duracdo, extravasamentoisangel excepcionalmente hematoma, que as vezes
pode ser evitado comprimindo o local da puncdo gguns minutos. Em pacientes com doencas
debilitantes raramente pode ocorrer infec¢des doeajeneralizadas, e na literatura sao citadcsshauds
casos de hemorragias internas.

8. O uso das amostras de sangue e outrgsie serdo guardadas no laboratério s6 serdoadtiz para
novos estudos apdés a aprovacao dos respectivosésode ética em pesquisa e o sigilo sobre as
informacdes particulares de cada pessoa que paricia pesquisa sera mantido.

9. Se vocé ndo quiser permitique o seu filho (a)/menor sob sua responsabilidgadénue participando
da pesquisa, vocé pode retirar seu consentimergoaljuer momento. Isto ndo vai trazer nenhum
prejuizo ao atendimento rotineiro a que ele teraitdima unidade de salde aonde vem sendo tratado e
acompanhado.
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , antes de dar o consentimento

assinando este documento, afirmo que fui suficeatde informado (a) de todo o estudo. Eu conversei
diretamente com profissional de salde envolvido estudo que respondeu todas as minhas perguntas
satisfatoriamente em relacdo ao estudo e volunteritke autorizo o meu filho (a)/menor sob minha

responsabilidade a participar da pesquisa.

Eu autorizo os pesquisadores a utilizarem as abesagnédicas do meu filho (a)/menor sob minha
responsabilidade para obterem a informacao neé@ssértorizo ainda o armazenamento de amostragdicas
obtidas durante este estudo para a realizacdosdeipas a serem realizadas ap6s a finalizacacedemie estudo.

Localidade: Data:

Nome do pai/mae ou do responsavel legal pelo menor

Assinatura do pai/mée ou do responsavel legalmpeloor

Caso os pais ou responsavel legal ndo sejam aifabies:

Localidade: Data:

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha

Localidade: Data:

Tania de Cassia Moreira Soares

Nome do profissional responséavel pelo TCLE

Assinatura do profissional responsavel pelo TCLE
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ANEXO
ANEXO A — Parecer do Comité de Etica e Pesquisa

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
MONTES CLAROS - W"“'
UNIMONTES

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Leishmaniose Visceral:Correlacéo entre os achados clinico - laboratoriais e as
caracteristicas imuno - morfolédgicas do micro ambiente da medula ossea.

Pesquisador: Tania de Cassia Moreira Soares

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 30869314.9.0000.5146

Instituicdo Proponente: Universidade Estadual de Montes Claros - UNIMONTES
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 677.061
Data da Relatoria: 05/06/2014

Apresentagdao do Projeto:

A Leishmaniose € uma enfermidade provocada por mais de 20 espécies do género Leishménia e &
transmitida aos seres humanos por 30 diferentes especies de flebotomineos. No Brasil, o principal vetor € o
Lutzomyia longipalpis. Esta zoonose é endémica em 98 paises sendo que,90% dos casos novos estéo
concentrados na India, Nepal, Sudao,Bangladesh. Etiopia e Brasil. O Brasil detém 90% dos casos humanos
de Leishmaniose das Américas.

Objetivo da Pesquisa:

Correlacionar os achados clinico - laboratoriais e as caracteristicas imuno - morfoldgicas do micro ambiente

da medula dssea em portadores de Leishmaniose Visceral.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos e desconfortos: O procedimento da coleta de medula ossea pode ocasionar dor local suportavel e de
curta duracéo, extravasamento sanguineo e excepcionalmente hematoma, que as vezes pode ser evitado
comprimindo o local da pungéo por alguns minutos. Em pacientes com doengas debilitantes raramente pode
ocorrer infecgdes lacais e generalizadas, e na literatura sdo citados rarissimos casos de hemaorragias
internas._

EBeneficios:

A compreenséao dos fatores que podem predispor alguns individuos a desenvolverem a LV e dos

Enderego: Av.Dr Rui Braga s/n-Camp Univers Prof® Darcy Rib

Bairro: Vila Mauricéia CEP: 39.401-089
UF: MG Municipio: MONTES CLAROS
Telefone: (38)3229-5180 Fax: (38)3229-8103 E-mail: smelocosta@gmail.com
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Continuagdo do Parecer: 677.061

fatores que podem controlar a infeccéo é de extrema importancia para o controle da doenca e de sua
letalidade e para o desenvolvimento de imunoprofilaxia.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante acerca de zoonose endémica no Brasil. O estudo podera contribuir para o maior
conhecimento de correlacéo enire os achados clinicos, laboratoriais e caracteristicas imunomorfologicas da
medula 635ea de pessoas com Leishmaniose Visceral.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Adequados.

Recomendagdes:

Apresentacao de relatorio final por meio da plataforma Brasil, em "enviar notificagao".

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Aprovado.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagdao da CONEP:
MN&o
Consideragoes Finais a critério do CEP:

O projeto respeita os preceitos éticos da pesquisa em seres humanos, sendo assim somos favoraveis a

aprovagio do mesmo.

MONTES CLAROS, 06 de Junho de 2014

Assinado por:
SIMONE DE MELO COSTA
(Coordenador)

Enderego: Av.Dr Rui Braga s/n-Camp Univers Prof Darcy Rib

Bairro: Vila Mauricéia CEP: 39401089
UF: MG Municipio: MONTES CLAROS
Telefone: (38)3229-8180 Fax: (38)3229-8103 E-mail: smelocosta@gmail.com
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