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RESUMO

Para que a quimioterapia possa resultar em cura, € importante que o sistema
imune tenha condicBes e estimulos necessarios ao desenvolvimento do perfil de
citocinas adequado a resisténcia a doencga e ao combate do agente etioldgico. Estudos
demonstram que o N-acetil-L-cisteina (NAC), uma substancia antioxidante, contriubi
para a imunoregulacdo de determinadas doencas. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar os niveis séricos dos pacientes quanto a agdo adjuvante do N-acetil-L-cisteina
(NAC) na quimioterapia da leishmaniose visceral humana, feita com antimdnio
pentavalente. A partir de um estudo de intervencdo, tipo ensaio clinico, cego,
randomizado, foram investigados 60 pacientes do Hospital Universitario com
diagndstico positivo para leishmaniose visceral aguda. Esses pacientes foram
distribuidos em dois grupos de 30: Grupo Estudo — que fez uso do antiménio
pentavalente dose padrdo complementado com o N-acetil-L-cisteina (NAC) e o
Grupo Controle - que fez uso apenas do antiménio dose padrdo. Este trabalho foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UFS sob numero CAAE
0151.0.107.000-07. Os pacientes selecionados e randomizados foram avaliados
guanto aos parametros laboratoriais. Para avaliar as taxas de citocinas dos pacientes,
foram realizadas dosagens dos niveis séricos de IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-12p40 e IL-
12p70, sendo também dosada a molécula SCD40L antes, durante e apds o tratamento,
com uso do analisador LUMINEX 100. Os resultados sugerem que a adi¢do do NAC
ao tratamento convencional melhora as taxas das citocinas dos pacientes, sobretudo a
diminuicdo dos niveis séericos de IL-10, 1L-12p40 e na elevacdo de sDC40L. Este
estudo mostrou que, apesar de ambos 0s grupos apresentarem-se curados no Ultimo
dia do tratamento, o grupo estudo desenvolveu uma resposta indicativa de cura mais
precocemente, sugerindo que o NAC tenha atuado de forma adjuvante ao antiménio
pentavalente, sendo proposto ainda o uso da molecula sCD40L como um marcador

prognostico para a leishmaniose visceral.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; NAC; niveis séricos.



ABSTRACT

The leishmaniase is a serious public health problem in the world, demanding
effective measures for its control and treatment. The patient's immune response in
visceral leishmaniasis has a fundamental role in the prognosis of this infection
inflammation, which can be fatal if untreated. So that chemotherapy can result in
healing, it is important that the immune system is able and necessary stimulus to the
development of appropriate cytokine profile and disease resistance to fighting
agent.Thus, the purpose of this study was to evaluate the levels serum of patients on
the adjuvant action of N-acetyl-L-cysteine (NAC) in the chemotherapy of human
visceral leishmaniasis, made with pentavalent antimony. From an intervention study,
clinical trial, blinded, randomized, 60 patients were investigated at the University
Hospital with the diagnosis of visceral leishmaniasis. These patients were divided
into two groups of 30: Study Group - which made use of pentavalent antimony
standard dose supplemented with N-acetyl-L-cysteine (NAC) and the control group -
which only used a standard dose of antimony. This study was approved by the ethics
committee in search of UFS under CAAE 0151.0.107.000-07 number. The patients
selected randomly and were assessed for clinical and laboratory parameters. To
evaluate the rate of the patients were performed serum levels of cytokines IFN-y,
TNF-a, IL-10, IL-12p40 and of molecule sCD40L before, during and after treatment
using the Luminex 100 analyzer. The results suggest that the addition of NAC to
conventional therapy improves the immune response of patients, especially in
lowering serum levels of IL-10, IL-12p40 and elevated sDC40L. This study showed
that although both groups had healed up on the last day of treatment, the study group
developed a response indicative of early healing, sugesting that the NAC has acted in
a manner adjunct to pentavalent antimony, being also proposed the use of the

sCD40L molecule as a prognostic marker for visceral leishmaniasis.

KeyWords: visceral leishmaniasis, NAC; levels serum.
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A leishmaniose é um grave problema de salde publica no mundo,
demandando medidas eficazes no seu controle e tratamento, como preconizado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Essa doenca é endémica em regibes
marcadas por baixos indices de desenvolvimento humano, principalmente em paises
da Africa, Asia e América do Sul. No Brasil, a Regido Nordeste apresenta os maiores
indices (DESJEUX et al., 1992).

O perfil imunolégico adequado para que sejam desenvolvidas resisténcia
e cura da leishmaniose visceral é a resposta tipo Thl, representada principalmente
pelas citocinas IFN-y, TNF-a e IL-12. Individuos cujo sistema imunologico
desenvolve resposta Th2, na qual ocorre elevacao dos niveis de IL-10 com producéo
de anticorpos diante da infeccdo pela L. chagasi, tornam-se susceptiveis,
manifestando-se assim a doenca (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005).

A resposta imunoldgica do paciente na leishmaniose visceral tem papel
fundamental no prognostico desta infec¢do inflamatdria. Para que a gquimioterapia
possa resultar na cura, € importante que o sistema imune tenha condicdes e estimulos
necessarios ao desenvolvimento do perfil de citocinas adequado a resisténcia a
doenca e ao combate do agente etioldgico. Assim, o incremento do tratamento
convencional com substancias que possam interagir de forma positiva e direta na
resposta imune, possibilitara resultados mais eficientes e significativos no processo
de cura (ROBERTS, 2006).

Estudos em humanos e animais evidenciam que a glutationa (GSH) tem
acao sobre o sistema imune, tornando-o mais eficiente. Também foi observado que
ao ser incrementada a disponibilidade dos seus precursores no organismo, dentre
eles o N-aceil-L-cisteina (NAC), a GSH tem sua concentracdo aumentada. Assim 0
NAC ja vem sendo utilizado de forma complementar no tratamento de doencas, a
exemplo da fibrose cistica, tendo-se constatado o seu efeito modulador sob o sistema
imunolégico, o que tem contribuido para melhores resultados no tratamento
(TIROUVANZIAM et al., 2006; TOWNSEND; TEW; TAPIERO, 2003; WU et al.,
2004).
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Ao acometer o individuo, a leishmaniose visceral ndo s6 o debilita, como
também o torna susceptivel a infeccBes secundarias, e ainda, se nao for tratada pode
ser fatal. Faz-se entdo primordial a adminstracdo de um tratamento efetivo e 0 mais
eficiente possivel, e que ndo produza efeitos colaterais indesejaveis no paciente.
Diante de tais fatos, é importante que conhecimentos quanto ao desenvolvimento da
melhor resposta imune sejam adquiridos e utilizados como ferramenta para
avaliacdo, progndstico, conducdo e acompanhamento do tratamento e constatacdo de
cura dessa doenca. Portanto, o presente trabalho tem como hipotese o fato de que o
uso do NAC associado ao antimonial pentavalente pode ser benéfico para o
tratamento da leishmaniose visceral, melhorando os niveis séricos de determinadas

citocinas e moléculas e diminuindo o tempo de cura dos pacientes.



2. REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Epidemiologia da Leishmaniose Visceral

Endémica em 65 paises, estimativas indicam que em todo o mundo, ao
ano, a incidéncia da leishmaniose visceral seja de 500.000 casos e 0 nimero de
mortes esteja entre 50.000 a 60.000, fazendo desta a nona na lista de doencas
infecciosas. Apesar da sua disseminacdo geografica pelos cinco continentes, as
maiores concentraces dos casos de leishmaniose visceral delimitam-se a
determinadas éreas, sendo que Nepal, india, Bangladesh, Suddo, Eti6pia e Brasil
somam mais de 90% da ocorréncia desta doengca (ELKHOURY, 2005; WHO, 2010).

Desde o inicio dos anos 80, a leishmaniose visceral (LV) no Brasil tem
apresentado mudangas em seu perfil de ocorréncia e em sua incidéncia. Essa doenca,
antes tida como tipica de zonas rurais e silvestres, e de relativamente baixa
incidéncia, atualmente tem se manifestado mais comumente e em nUmeros
continuamente crescentes em varias cidades do pais, desenvolvendo assim um amplo
e intenso processo de urbanizacdo e distribuicdo geogréafica. Cidades das regibes
Norte (a exemplo de Boa Vista e Santarém), Sudeste (entre elas Belo Horizonte e
Montes Claros), Centro Oeste (citando-se Cuiabd e Campo Grande) e Nordeste
(como S&o Luis, Natal e Aracaju) tém sido foco da LV (GONTIJO; MELO, 2004).

Essa urbanizacdo da doenca é resultante da rapida e intensa migracédo de
moradores da zona rural para as cidades. Esse alto contingente, aliado as alteracGes
ambientais, feitas pelo préprio homem, habitacdes inadequadas e sem saneamento,
facilitam tanto a emergéncia quanto a reemergéncia de diversas doengas, como é o
caso da leishmaniose visceral (GONTIJO; MELO, 2004).

A LV é endémica em 20 Estados brasileiros. De 1990 a 2007, 53.480
casos foram notificados no Brasil, sendo que entre os anos de 1996 e 2005 a media
anual foi de 3.095 notificacdes, com incidéncia de 2,1 casos por 100.000 habitantes.
MAIA-ELKHOURY et al (2008) apresentam dados nos quais durante o periodo de
2001 a 2005, criangas com até 10 anos de idade representavam 56,7% dos casos,
enquanto que as menores de 5 anos representavam 43,4% das ocorréncias. Somente

no ano de 2007, foram registrados no pais 2.897 casos, dos quais 62,1% ocorreram
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em menores de 10 anos de idade e 74% dos individuos eram do género masculino.
Quanto a letalidade, a taxa foi de 6,3%, com nimero de 183 6bitos. Um ponto ainda
ndo esclarecido é a verificacdo, quanto ao género, de uma maior incidéncia entre os

homens, mostrando que esses sao mais susceptiveis a essa doenca (ALVES, 2009).

De acordo com dados do Ministério da Satde no ano de 2009 foram
registrados 3.693 casos de leishmaniose visceral no Brasil, sendo que destes, 47,5%
(1.754) ocorream na regido Nordeste, 19,2% (709) na Norte, 17,4% (641) na
Sudeste, 7,4% (274) na Centro-Oeste e 0,2% (8) na Sul. Quanto aos Obtitos neste
mesmo ano foram notificados 216 em todo o pais.

A regido Nordeste, que até os anos 90 respondia por 90% dos casos
brasileiros, atualmente conta com 56%, baixa que se deve a disseminacdo da
infeccdo para as regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste (ALVES, 2009). Oliveira et
al (2006) citam que em 1998, a incidéncia de LV no Nordeste brasileiro foi de 1977
casos, sendo que em 2002 esse numero havia se elevado para 3102, estando as
maiores incidéncias nos estados do Piaui, Maranhdo, Ceara e Bahia. Em Sergipe, a
média da incidéncia anual por 100.000 habitantes foi de 1,96 registros na década de
70, passando para 3,37 na de 80 e atingindo 7,6 nos anos 90 (TAVARES;
TAVARES, 1999). Segundo o Ministério da Salde, em 2009 foram registrados 39

casos de LV com trés Gbitos em Sergipe.

Outro ponto importante a ser lembrado diz respeito ao registro dos casos.
Apesar de ser uma doenca de notificacdo compulséria, a leishmaniose visceral tem
seus dados subnotificados, especialmente por ser comum, principalmente em regides
endémicas, individuos assintomaticos ou com formas subclinicas desta infeccdo e
que assim, passam despercebidos na quantificacdo dos casos. De acordo com
Nascimento et al, (2008), individuos assintoméaticos com presenca de anticorpos para
a leishmaniose visceral chegam a representar 24,6% da populacédo de Natal (Rio
Grande do Norte), indicando que os casos sintomaticos dessa infeccdo sdo menos

frequentes em comparacao aos assintomaticos.
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2.2 Ciclo Biologico

A Leishmania pertence a ordem Kinetoplastida e familia
Trypanossomatidae, sendo que as especies sdo divididas em dois grupos principais:
do Velho Mundo: L. tropica, L. aethiopica, L. major e o complexo donovani (L.
donovani, L. infantum); e do Novo Mundo: L. mexicana, L. amazonensis, L. chagasi
e o complexo Viannia (como exemplos, L. brasiliensis e L. guyanensis) (ROBERTS,
2006). A LV no Brasil é causada principalmente pela L. chagasi (GOTO; LINDOSO,
2004; SAHA et al., 2006).

Durante seu ciclo de vida, como pode ser observado na figura 1, o
parasita alterna a morfologia entre duas variag6es: a forma promastigota, a qual se da
em seu vetor, 0 mosquito, e a forma amastigota, que ocorre quando 0 agente
etioldgico se encontra parasitando seu hospedeiro mamifero. A promastigota €
flagelada, o que lhe confere motilidade, além de ser extracelular e de morfologia
alongada, com desenvolvimento e multiplicagdo dentro do trato alimentar da fémea
do flebotomineo, ocorrendo a transmissdo por inoculacdo durante o repasto
sanguineo deste vetor nos mamiferos (ROBERTS, 2006; SAHA et al., 2006).

Numa tipica inoculacdo séo introduzidas de 100 a 1000 promastigotas. Ja
dentro do hospedeiro mamifero, o protozoéario infecta o tecido reticulo-endotelial,
sendo englobado por neutréfilos, células dendriticas e principalmente macrofagos, os
quais possuem papel primordial de defesa, atuando na ativacdo e regulacdo da
resposta imune do hospedeiro. Estando entdo no interior das células do reticulo-
endotelial, o parasita diferencia-se na forma amastigota, sendo esta intracelular,
imoével, com formato ovoide e cuja multiplicacdo ocorre dentro dos vacuolos
fagossomais. O fleb6tomo entdo se contamina com o parasita ao picar esse
hospedeiro infectado, aspirando os macrofagos parasitados ou mesmo as formas
amastigotas livres no sangue ou em outros tecidos, 0 que torna esses insetos aptos a
transmitirem o parasita ao outro ser humano e a outros mamiferos, reiniciando assim,
todo o ciclo biolégico da leishmaiose visceral (RATH, et al., 2003; ROBERTS,
2006; SAHA et al., 2006).
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Figura 1: Ciclo bioldgico da Leishmaniose Visceral. STUART, K. et al.
Kinetoplastids: related protozoan pathogens, different diseases. J Clin Invest. v.1,
p.1301-1310. 2008

Os dipteros pertencentes a familia Psychodidae sdo os vetores da
leishmania, amplamente distribuidos nas regifes tanto de clima quente quanto de
temperado, sendo que no Velho Mundo estdo os do género Phlebotomus enquanto
que no Novo Mundo s@o encontrados os do género Lutzomyia. Pelo dia, fazem de
refigio os locais umidos, sombrios e que sejam bem protegidos dos ventos, tais como
ocos de bambu, tocas de animais silvestres e buracos de pau, deixando para
desenvolver sua atividade durante o periodo crepuscular e pos-crepuscular. (RATH,
et al., 2003).

A Leishmania é uma zoonose com importante reservatério animal,
especialmente representado pelo cdo doméstico. Outros mamiferos portadores dessa

infeccdo sdo animais silvestres como a raposa, que também atua como importante
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reservatorio da infeccdo para 0 homem, o tamandug, a preguica e roedores. Dantas-
Torres e Brand&do-Filho (2006) alertam para o fato de algumas evidéncias mostrarem
que o préprio ser humano, quando infectado, atua como reservatdrio, servindo assim
ele mesmo como fonte de infeccdo para o vetor L. Longipalpis, o que se reflete na

amplificagéo do ciclo de transmisséo da doenga.

Nos cées a leishmaniose visceral também é uma doenca cronica e pode
ser fatal. Por ser fonte de infeccdo para os flebotomineos, devido a sua elevada
suscetibilidade e ao elevado parasitismo em sua pele, considera-se que esses animais
tém atuacdo significativa na transmissdo, fato que o torna um dos alvos nas
estratégias de controle da doenca, sendo a eutanasia dos cées infectados uma medida
frequente, apesar de controversa (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006).

Individuos que vivem em areas endémicas podem desenvolver infec¢cdo
subclinica ou mesmo assintomatica, com producdo de anticorpos especificos e/ou
resposta celular aos antigenos da Leishmania, 0 que sugere a existéncia de uma
imunidade natural adquirida (SAHA et al., 2006).

Além da forma natural de transmissao da leishmaniose visceral, na qual o
vetor € 0 mosquito no ciclo zoon6tico, um ciclo antroponoético artificial de
disseminacdo se instala a partir do compartilhamento de agulhas contaminadas,
pratica de risco comumente executada por viciados em drogas, sendo entdo a LV
mais uma doenca a qual tal grupo se expde. Os hemoderivados, ou seja, produtos
derivados do sangue, quando se encontram contaminados, também podem atuar
como fonte de contagio da leishmaniose visceral (DANTAS-TORRES; BRANDAO-
FILHO, 2006; SAHA et al., 2006). Ainda como via alternativa de disseminacédo, e
levando-se em conta que ao se alimentar do sangue de um céo infectado o carrapato
Rhipicephalus sanguineus comumente ingere o parasito da LV, pesquisas tém sido
realizadas para avaliar atuacdo deste artropode como possivel vetor dessa infeccéo
entre os cdes de forma natural, visto que em ambiente laboratorial, tal fato ja foi
observado (DANTAS-TORRES, 2011).
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2.4 Quadro Clinico

As manifestac6es clinicas da leishmaniose visceral variam amplamente,
desde a forma assintomatica, até as formas oligossintomética e progressiva da
doenga, com severas manifestacbes como febre, caquexia, hepatoesplenomegalia,
hipergamaglobulinemia, pancitopenia (com consequente anemia e hemorragias),
taquicardia, e ainda, em alguns casos, sao encontradas tosse e diarréia. A desnutricao
que se desenvolve com o transcorrer da doenca, além da perda de peso, leva a
formacdo de edemas periféricos, alteracbes de pele e unhas, além de queda de
cabelos. A leishmaniose visceral pode ser fatal se ndo tratada (PASTORINO et al.,
2002; GOTO; LINDOSO, 2004; PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005).

Na infeccdo assintomaética, tambeém referida como inaparente, ndo ha
manifestacdo clinica da doenca e o diagnéstico é dado usando-se o teste de
Montenegro, que nesses casos apresenta intradermorreacdo reativa, ou por meio de
exames sorologicos, com pesquisa de anticorpos, cujos titulos na maioria dos casos
encontram-se baixos, e a sua positividade pode ser mantida por um longo tempo.
Casos da infecggcdo assintomatica sdo comumente encontrados em moradores de
areas endémicas, as quais apresentam evidéncia epidemiolégica e imunologica da
leishmaniose visceral. Nesse grau de infeccdo o tratamento ndo é indicado por ser
desnecessario, sendo que tais individuos apresentam imunidade protetora,
representada pela predominancia da resposta imune celular tipo Thl (PERUHYPE-
MAGALHAES et al., 2005).

A infeccdo oligossintomatica também costuma acometer moradores de
areas endémicas. Nesses casos 0 quadro clinico € discreto, durando cerca de 15 dias,
sendo caracterizada por pequena hepatoesplenomegalia, febre baixa,
hiperglobulinemia e velocidade de hemossedimentacdo elevada, podendo ainda
serem encontrados palidez cutdneo-mucosa leve, diarréia e tosse ndo produtiva. Em
geral a infeccdo evolui espontaneamente para a cura. Esse quadro clinico facilmente
leva & confusdo com outras infec¢Bes de natureza benigna. O exame parasitologico a
pratir da puncdo aspirativa de medula éssea pode ou ndo ser positivo para o achado

da Leishmania na amostra, avaliacdo que a principio ndo é recomendada em tais
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casos. Ja a sorologia apresenta-se reagente, ao passo que a intradermorreacdo pode
estar positiva (Ministério da Saude, 2006).

Na doenca aguda, além da disseminacdo do parasita pelo organismo do
paciente, migrando especialmente para o figado, baco, linfonodos e medula dssea,
ocorre também febre irregular, emagrecimento progressivo, palidez cutaneo-mucosa
aumentada, hepatoesplenomegalia, producéo elevada de anticorpos e a diminui¢do da
resposta imune tipo 1 mediada pelas células T, com uma baixa nos niveis de IFN-y e
IL-2 em concomitédncia ao aumento das interleucinas 4 e 10 (PERUHYPE-
MAGALHAES et al., 2005). Esse quadro clinico comumente dura mais que dois
meses, estando geralmente associado ao comprometimento do estado geral do
paciente. Os exames laboratoriais mostram pancitopenia, inversdo da relacédo
albumina/globulina e aumento das taxas das aminotransferases, bilirrubinas e, de
forma menos acentuada, de uréia e creatinina. A intradermorreacdo esta negativa ao
passo que os titulos de anticorpos especificos estdo altos. Ja a pesquisa do parasita,
seja em aspirado de medula dssea, figado, linfondos ou baco, mostra-se positiva para

0 achado da Leishmania (Ministério da Salde, 2006).

N&o sendo tratada, a forma aguda da leishmaniose progride com febre
continua e compromentimento em grau mais elevado do estado geral do paciente,
instalando-se a desnutricdo, 0 que consequetemente deixa os cabelos quebradicos, a
pele seca e os cilios alongdos, além de levar a formacdo de edema nos membros
inferiores podendo se extender para o resto do corpo. Também podem se manifestar
ictericia, ascite e hemorragias (petéquias, epistaxe e gengivorragia), em geral
secundarias a plaquetopenia. O ébito comumente é devido a infeccBes bacterianas

secundarias e/ou sangramentos (Ministério da Saude, 2006).

No Sud4o e na india, & comum apés a cura os pacientes desenvolverem a
chamada leishmaniose dérmica pos-calazar, que é a forma dermatrdpica da LV

causada pela L. donovani, espécie encontrada na regido (SAHA et al., 2006).
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2.5 Diagnostico

A presenca de sintomas como febre e disfuncdes hepaticas e esplénicas,
comuns a outras infecgdes, dentre elas maléria e tuberculose, possibilita a confuséo
no diagndstico dos pacientes sintomaticos da leishmaniose visceral. Dados
epidemioldgicos em conjunto com achados clinicos e exames laboratoriais devem
direcionar para a suspeita de LV. O método padrdo de diagnostico é o exame
parasitolégico a partir de aspirado do tecido afetado, o que é feito pela puncéo de
linfonodos, baco, figado ou, principalmente, medula 06ssea, sendo o0 material
examinado em laminas coradas, obtendo-se uma taxa de positividade por volta de
80%. Ainda para o diagnostico parasitoldgico esse material colhido por puncao pode
ser cultivado em meios apropriados ou inoculado em hamster (PASTORINO et al.,
2002; RATH, et al., 2003; SAHA et al., 2006).

Pesquisas constatam que o diagndstico precoce como medida de controle
da LV ainda ndo tem sido alcancado. A elevada taxa de individuos ja apresentando
emagrecimento, queda de cabelo, palidez e protrusdo abdominal devida a hipertrofia
do baco e do figado, denota o significativo periodo decorrido entre a manifestacédo
dos primeiros sinais e sintomas e o diagnostico da infeccdo, sendo que em alguns
locais tem sido observado que essa demora chega a uma média de 60 dias (SILVA,
2008).

A inerente resposta humoral da leishmaniose visceral vem sendo
aproveitada no desenvolvimento de exames diagnosticos mais especificos para esta
infeccdo. Para tanto, anticorpos contra os antigenos das formas promastigota e
amostigota, assim como suas fracbes e mesmo antigenos recombinantes sdo
utilizados em testes imunoldgicos a exemplo do ELISA (ensaio imunoadsorvente
ligado a enzima), hemoaglutinacdo, imunofluorescéncia indireta (IFI) e, destacando-
se, 0 teste de aglutinacdo direta, que usa diferentes antigenos, e o strip test, que
detecta a presenca de IgG contra o antigeno recombinante K39 (rK39) e que pode ser
utilizado no diagndstico de leishmaniose visceral causada por L. donovani, L.
chagasi ou L. infantum (SAHA et al., 2006). Ainda assim, os testes sorologicos

apresentam limitagdes como sensibilidade inadequada, alto custo, resultado falso
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negativo em presenca de imunodeficiéncia, e reagdes cruzadas com outros parasitos,
a exemplo de Plasmodium, Mycobacterium, Trypanosoma e Schistosoma. Ainda
quanto ao rK39, outro fator limitante ao seu uso € a producdo de IgG anti-K39 em
individuos saudaveis habitantes de areas endémicas e também, por um longo periodo
(em alguns casos até dois anos), nos pacientes que se curaram apds tratamento
(PASTORINO et al., 2002; ROBERTS, 2006; SAHA et al., 2006).

Mesmo a pesquisa de antigenos da leishmania usando-se a técnica PCR
(Polymerase Chain Reaction), a qual apresenta alta sensibilidade e alta
especificidade, tem sua limitacdo quanto ao uso em pacientes de areas endémicas,
devido a elevada exposicdo antigénica a que essas pessoas estdo submetidas em tais
regides (PASTORINO et al., 2002).

2.6 Tratamento

Quanto ao tratamento da leishmaniose visceral tém sido usados
compostos a base de antiménio pentavalente, sendo que no Brasil a primeira escolha
é o antimoniato de metilglucamina, comercializado como antimoniato de meglumina
ou Glucantime®, que age eficientemente sobre a leishmaniose, fazendo cessar as
manifestacdes clinicas e hematoldgicas desta infeccdo, levando também a
esterilizacdo do parasita. Os antimoniais sdo administrados via intramuscular ou
intravenosa, diariamente, durante 28 dias. A Organizacdo Mundial de Satude (OMS)
determina que a dose maxima ndo deve exceder o limite de 20 mg/kg/dia, ndo indo
além de 850 mg de antiménio, por causa da alta toxicidade deste medicamento.
Dentre os efeitos colaterais de tais drogas estdo dores abdominais, arritmias,
mialgias, pancreatites e disfuncio hepatica. Na India, devido & crescente resisténcia
que o parasita vem apresentando, a taxa de cura pelo uso dos antimoniais tem
declinado ao baixo indice de 35% (RATH et al., 2003; ROBERTS, 2006).

Como alternativas de quimioterapia, podem ser utilizados outros
farmacos, a exemplo do desoxicolato de anfotericina B, pentamidina, miltefosine e

paromomicina (RATH et al., 2003). Na Europa e em paises desenvolvidos,
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anfotericina lipossomal tem sido o tratamento de escolha, com alta taxa de cura
variando de 90 a 100%, além dos reduzidos efeitos colaterais e da abreviacdo no
tempo de internamento dos pacientes. Entretanto, o custo deste agente restringe seu
uso de forma abrangente. Por outro lado, alternativas como anfotericina
convencional (desoxicolato de anfotericina B), pentamidina e paromomicina, apesar
de serem eficazes, requerem administragdo parenteral e possuem significativos
efeitos colaterais. Atentando-se para o desenvolvimento de resisténcia, tém sido
propostas combinagdes de drogas para a terapia (ROBERTS, 2006). Ndo obstante
aos grandes avangos obtidos nos campos da biologia celular e da imunologia sobre a
leishmaniose, a quimioterapia para essa infeccdo ainda ndo atingiu evolucéo
equivalente, tendo sido bem discreta a contribui¢do da indudstria farmacéutica para o

desenvolvimento de novos medicamentos (RATH et al., 2003).

2.7 Profilaxia

A prevencéo da leishmaniose visceral envolve o controle do vetor e dos
animais que atuam como reservatério do protozoario, além da elaboracdo de uma
vacina efetiva, visto que, com a cura dessa doenca, € normalmente observado o
desenvolvimento de uma imunidade consistente, a qual previne re-infecgoes.
(ROBERTS, 2006; SAHA et al., 2006).

Para o controle do vetor, tém sido utilizadas medidas como uso de
repelentes, telagem de portas, janelas e canis, inseticidas, como DDT (Dicloro-
difenil-tricloroetano), e mosquiteiros impregnados com o0 composto quimico
piretroide, protecdo essa que por si sé tem reduzido o numero de picadas de 64 a
100%. Por se tratar de uma doencga zoonotica, cujo principal reservatorio é o céo
domeéstico, o uso de coleiras impregnadas com deltametrina tem promovido uma
protecdo de até 80% nestes animais nas épocas de maior transmissdo (ELKHOURY,
2005; ROBERTS, 2006).

Esforcos para o desenvolvimento de uma vacina incluem pesquisas com

diferentes antigenos, estudo dos mecanismos da resposta imune do hospedeiro e
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ainda, a anélise dos antigenos candidatos a vacina, sendo eles avaliados tanto sob sua
forma bruta quanto sob a recombinante (ROBERTS, 2006).

Além da reducdo da populacdo de flebotomineos, as medidas a serem
tomadas para o controle da doenca envolvem o monitoramento e eutanasia dos caes
sororreagentes, o diagndstico precoce e 0 respectivo tratamento dos pacientes, e
ainda, atividades educativas em satude (ELKHOURI, 2006).

Apesar de todos esses esforcos, as variedades das situagOes
epidemioldgicas, os diversos fatores que influenciam a transmissdo dessa doencga e,
além disso, a existéncia de varias questdes ainda a serem esclarecidas sobre a
biologia do parasita, do seu vetor e dos seus reservatorios, dificultam o controle da
leishmaniose visceral (ROBERTS, 2006). Ainda somando-se a tais fatos estdo as
dificuldades técnico-operacionais existentes, especialmente nas areas urbanas, que
denotam a caréncia de maiores investimentos técnico-cientificos que se reflitam na

efetividade da vigilancia epidemioldgica da leishmaniose visceral e do seu controle.

2.8 Imunopatogenia

Dentro do fagossomos, a Leishmania é submetida a um ambiente que lhe
é hostil, desenvolvendo ai uma complexa interacdo com a célula hospedeira,
eventualmente conseguindo escapar, fato resultante de um mecanismo microbicida
debilitado (SAHA et al., 2006). Além da importante atuacdo da resposta imune
celular na leishmaniose visceral, também mostra-se presente de forma marcante a
resposta humoral, evidenciada pela elevada producéo de anticorpos especificos ja no
inicio da infeccdo, antes mesmo do desenvolvimento da resposta imune celular.
Entretanto, a atuagdo desses anticorpos na cura e na protegdo contra a leishmaniose
ainda é pouco conhecida (SAHA et al., 2006).

O desenvolvimento da LV e sua apresentacdo clinica sdo decisivamente

influenciados pela atuacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro. Pacientes com
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predominio da resposta imune tipo Thl, representada especialmente pela maior
inducdo de interferon-gama (IFN-y), interleucinas 2 (IL-2) e 12 (IL-12) e de resposta
imune celular adaptativa, mostram-se resistentes ao desenvolvimento da doenca. Do
contrario, apés um periodo de incubacdo que pode variar de 1 um més a 2 anos,
havendo a sobreposicdo da resposta Th2, principalmente pela elevacdo das
interleucinas 4 (IL-4) e 10 (IL-10), o resultado serd a disseminacdo sistémica do
parasita e a elevacdo dos anticorpos circulantes, estabelecendo-se assim a doenca
(PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005; ROBERTS, 2006; SAHA et al., 2006).

Por ser susceptivel a infecgdo por L. donovani e por L. chagasi, e assim
desenvolver a doenca progressiva ao longo de duas semanas, o camundongo da
linhagem BALB/c tem sido amplamente utilizado como modelo para o estudo da
leishmaniose visceral, sendo que ap6s a doenca se instalar, a resposta imune desse
hospedeiro acaba controlando a infecgdo. Foi observado que camundongos BAL/c
nude, os quais ndo produzem IFN-y, ao receberem a forma humana recombinante
dessa citocina restabelecem a capacidade de controlar a infeccdo causada por L.
donovani, o que comprova a importante atuacdo do IFN-y na protecdo contra a
leishmaniose visceral (GOTO; LINDOSO, 2004).

De acordo com Saha et al. (2006), as células Natural Killer além de
produzirem IFN-y sdo estimuladas por esta citocina, especialmente no inicio da
infeccdo, fato que tem importéncia na acdo da resposta imune inata para a ativacéo
dos macrofagos, restando ainda ser compreendido o que leva a diminuigdo dessa
secrecdo resultando na fase aguda da doenca. Experimentos mostram que Células
Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP) de pacientes com leishmaniose
visceral sdo incapazes de produzir IFN-y e IL-2 em resposta ao antigeno sollvel da
Leishmania (SLA) obtido de L. chagasi, mas ap6s o tratamento essa funcdo é
restabelecida. Evidéncias apontam para a fundamental atuagdo da resposta imune
inata na resisténcia do hospedeiro as infec¢Bes por parasitas intracelulares tais como
a Leishmania, controlando tanto o crescimento do microrganismo na fase inicial da
infeccdo, como também direcionando a producdo das citocinas por células T
parasito-especificas no microambiente celular (PERUHYPE-MAGALHAES et al.,
2005).
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Esses mesmos experimentos aos serem feitos com CMSP de individuos
residentes em 4&reas endémicas e que apresentam infeccdo subclinica ou
assintomatica, mostram producdo de niveis significativos de IFN-y, sendo esse
produzido desde os momentos iniciais da exposi¢cdo ao parasito, 0 mesmo sendo
percebido em pacientes soroconvertidos Em regides endémicas, infecgoes
assintométicas sdo comuns, sendo observada nesses individuos uma protecao

imunoldgica com predominancia da resposta Thl (BACELLAR et al., 1991).

Anélises feitas com CMSP de pessoas saudaveis e que nunca foram
expostas a Leishmania demonstram que tais individuos possuem uma reatividade
natural aos antigenos deste parasita, a qual se da pela producéo de IFN-y e de IL-4, e
também pela multiplicacio das células mononucleares periféricas. E possivel que
essa caracteristica seja devida a uma ativagdo cruzada por outros microrganismos ou
mesmo por ativacao cruzada de antigenos (MAASHO; AKUFFO, 1992).

A IL-10 é uma citocina que, em geral, age protengendo os tecidos de
danos que podem ser causados por uma resposta inflamatoria excessiva, contribuindo
assim para o equilibrio imunoldgico. E secretada por diversos tipos de células, como
macrdfagos e as células dentridicas, as epiteliais, as B e as T. Na LV tem efeito
regulatério quanto ao desenvolvimento dessa patologia, atuando de forma antagénica
a0 IFN-y por suprimir a atividade microbicida dos macrofagos, tanto por torna-los
insensiveis aos sinais de ativacdo quanto pela baixa que causa na producdo de TNF-a
e de dxido nitrico. Sendo assim, a persisténcia de altos niveis da IL-10 nas células do
hospedeiro torna-se benéfica para a sobrevivéncia do parasita e para 0
desenvolvimento da patologia. Pesquisas a partir de culturas de CMSP sob estimulo
de antigeno da L. chagasi, colhidas de pacientes com infeccdo aguda da leishmaniose
visceral mostraram elevada producdo de IL-10 em comparacdo a0 mesmo
experimento realizado a partir de pacientes curados, ao passo que em individuos
assintomaticos e com teste intradérmico positivo ndo foi detectada producdo dessa
citocina. A IL-10 atua de forma determinante a suscetibilidade & leishmaniose
visceral por proporcionar a supressdo da resposta Thl, principal causa do
desenvolvimento da forma aguda desta infeccdo (SAHA et al., 2006). Em pacientes

com leishmaniose visceral aguda, a acdo dessa citocina reduz a proliferacdo dos
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linfocitos, a producéo de IFN-y ¢ a atividade citotoxica da resposta imune das CMSP
humanas. Por outro lado, a neutralizagdo da IL-10 contribui para o restabelecimento
destas funcdes celulares nos mesmos pacientes (BARRAL-NETTO et al., 1998;
NYLEN; SACKS, 2007).

Células Mononucleares do Sangue Periférico obtidas de pacientes com a
leishmaniose visceral aguda apresentaram proliferacdo e producdo de INF-y
prejudicadas quando colocadas sob o estimulo do antigeno especifico da L. donovani
in vitro, sendo que ao serem expostas a anticorpos anti-IL-10R, a resposta das
citocinas foi reestabelecida, comprovando assim a acdo supressora da IL-10. Essa
citocina tem como possiveis fontes as células Th2 da mesma linhagem produtora da
IL-4, células CD4" T regulatorias, macrofagos e células dendriticas (GHALIB et al.,
1993; ROBERTS, 2006).

Outra citocina, envolvida por sua vez na resposta Thl, € a IL-12p70,
também conhecida como 1L-12p75 e comumente referida apenas como IL-12. Esta
interleucina atua na inducdo e manutencdo da imunidade celular, além de atuar na
maturacdo dos linfdcitos citotoxicos (BROMBACHER, F.; KASTELEIN, R. A;
ALBER, G., 2003; SAHA et al., 2006). A influéncia da IL-12 para esse tipo de
resposta Th foi comprovada a partir de experimentos nos quais camundongos
naturalmente resistentes, ao sofrerem deplecdo na producédo dessa citocina tornaram-
se consequentemente susceptiveis, ao passo que, camundongos BALB/c,
naturalmente susceptiveis, ao serem tratados com essa mesma interleucina, tornaram-
se resistentes a infeccdo pela L. donovani, cuja carga parasitaria foi
significativamente reduzida, fato no qual também tiveram atuacdo as células T e NK,
além das citocinas IFN-y, IL-2 e TNF-o. Por outro lado, camundongos IL-127
demonstraram aumento na producdo de TGF-B, sendo essa elevagdao ainda maior
naqueles com knock-out para IL-2 e IFN-y, prejudicando assim a resposta Thl
(GOTO; LINDOSO, 2004; PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005; ROBERTS,
2006). A IL-12p70 tem como antagonica a 1L-12p40, uma citocina soluvel
pertencente a mesma familia e que atua inibindo a resposta tipo Th1l ao competir pelo
seu receptor (BROMBACHER.; KASTELEIN; ALBER, 2003).
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Ao analisar in vitro a producdo de citocinas por CMSP expostas a
Staphylococcus aureus, D’ANDREA et al. (1993) observaram que a IL-12p70 ao ser
produzida por mondcitos/macrofagos e células B, age sobre as células T e NK,
entimulando-as a proliferacdo e a producdo de citocinas, principalmente do IFN-y,
além do aumento da citotoxidade de tais células. Ainda na mesma pesquisa, ao serem
colocadas sob a acdo de anticorpos neutralizantes de IL-12, as CMSP apresentaram
significativa inibicao da producédo de IFN-y , fato que sugere que a primeira citocina

é requerida para a producdo desta tltima.

Pelo que se tem observado, a agdo inibitdria da IL-10 sobre a producgéo
do IFN-y pelas CMSP resulta da supressdo que aquela citocina exerce sobre a sintese
da IL-12 realizada por células acessorias tais como as células B e detriticas e 0s
macrofagos, dai o fato de que a elevacdo dos niveis de IL-10 leva a repressdo da
resposta Thl e ao estabelecimento da Th2, efetivando-se assim a leishmaniose
visceral aguda (SAHA et al, 2006). Ao agir sobre a funcdo dos
monaocitos/macrofagos, a IL-10 inibe nessas células a producdo do oxido nitrico, a
toxicidade, a capacidade de apresentacdo de antigeno e a producdo de citocinas
inflamatorias , entre elas 0 TNF-a, importante cofator de inducdo para a producgéo de
IFN-y (D’ ANDREA et al., 1993; KARP et al, 1993).

Além do IFN-y, o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), este ultimo
produzido também pelas células NK, também norteia as fungdes dos macrofagos e a
resposta imune celular adaptativa. Foi observado que células sanguineas
mononucleares de pacientes curados da leishmaniose visceral produzem ambas
citocinas, IL-12 e IFN-y, o que ndo ocorre nos individuos com a doenga ativa

(PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005).

A partir de experimentos em camundongos com leishmaniose cutanea,
Liew et al. (1990) comprovaram que TNF-a ativa a agdo leishmanicida dos
macrofagos, induzindo-os assim a eliminacdo dos parasitos. As células NK atuam de
forma marcante ao longo da infec¢do, vinculando a resposta imune inata ao
desenvolvimento de uma resposta imune celular adaptativa, o que conseguem

principalmente através da producdo das citocinas TNF-a e IFN-y, as quais exercem
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sua acdo sobre as fungdes dos macrofagos e orientando o desenvolvimento da
resposta Th1 (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005).

A leishmaniose visceral resulta da supressdo da resposta imune celular, o
que é comprovado pelo resultado negativo do teste de Montenegro, o qual avalia a
reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia (delayed type hypersensitivity response,
DTH) a antigenos da Leishmania injetados de forma intradérmica. (SAHA et al.,
2006).

A protecdo e o controle da LV séo dependes do IFN-y produzido tanto
pela resposta imune inata quanto pela resposta imune celular, o qual induz a morte
intracelular do parasito nos macréfagos ativos (SAHA et al., 2006). Portanto, a
importancia dessa citocina é verificada no mecanismo de resisténcia a infeccao, pelo
fato dela ser uma eficiente ativadora da acdo microbicida dos macréfagos, induzindo-
0s a sintese de 6xido nitrico, um mediador da morte intracelular do parasita, alem de
direcionar a diferenciacdo das células T helper indiferenciadas para T helper 1, com a
participacdo da IL-2 e das células natural killer (NK) (GOTO; LINDOSO, 2004;
ROCHA-VIEIRA et al., 2003).

Tal importancia critica do IFN-y no controle da leishmaniose foi
comprovada a partir de experimentos realizados com camundongos nocauteados para
essa citocina, 0s quais ndo obtiveram cura. Por outro lado, camundongos
geneticamente resistentes a L. major desenvolveram resposta Thl caracterizada pela
producdo do IFN-y, enquanto que murinos susceptiveis a infec¢do desenvolveram
resposta Th2 distinguida pela secrecdo das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 (ROBERTS,
2006).

Outro experimento que também comprovou o papel do INF-y na ativagdo
dos macrofagos foi realizado expondo linfocinas pré-tratadas com anticorpo
neutralizante de IFN-y humano, o que resultou na completa supressdo da capacidade
dessas linfocinas em aumentar nos macrofagos a liberagdo de peroxido de hidrogénio
(H20,) e induzi-los a atividade leishmanicida. Tais resultados sugerem que o IFN-y

tem papel-chave na ativagdo dos macrdfagos, indicando também que essa linfocina
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pode aumenar 0S mecanismos anti-prozoarios oxigénio-dependente e oxigénio-
independente nas células mononucleares fagociticas humanas. Essas constatagdes
reforcam observacdes de estudos anteriores que também avaliaram preparacGes com
IFN-y, nos quais pode-se demonstrar que essa linfocina aumenta a atividade
microbicida de diversas populacdes celulares contra patogenos intracelulares
(MURRAY; RUBIN; ROTHERMEL, 1983).

A resposta imune também € regulada pelo receptor CD40, uma proteina
de superficie expressa pelas células B e pelas células apresentadoras de antigenos, e
seu ligante CD40L (gp39). Tal receptor e sua porcao solivel (sCD40L) atuam na
modulacdo dessas células, induzindo-as a proliferacdo e diferenciacdo, além de
participar da producdo da resposta humoral e da geracdo de células B de memdria. O
sCD40L ainda tem atividade sobre a inducdo de citocinas, seja levando as préprias
celulas B a expressdo de IL-6 e I1L-8, ou mesmo sinalizando, junto as citocinas GM-
CSF, IL-3 ou IFN-y, para que os mondcitos produzam TNF-a e IL-6. Tais fatos
demonstram a importante atuacdo do CD40 como sinalizador molecular (OCHS;
HOLLENBAUGH; ARUFFO, 1994; NOELLE, 1995). Tem sido demonstrado seu
importante papel no controle da infecgdo parasita intracelular. Experimentos com
camundongos nockout (CD40 ” e CD40L™”) mostram por parte deles maior
suscetibilidade a infec¢do por Leishmania. Por outro lado, existem evidéncias de que
CD40 também exerce imunidade protetiva contra parasitos extracelulares, o que esta
associado a resposta Th2. Sendo assim, a interacdo CD40 e CD40L pode induzir
tanto a resposta imune Thl quanto a Th2 (MATHUR.; AWASTHI; SAHA, 2006).

A interacdo do CD40, nas células B ativadas, com seu ligante sCD40L
ajuda a ativacdo da resposta imune nas infec¢des por fungos, bactérias, parasitos e
virus. Ao mesmo tempo que o CD40 induz a produgéo de citocinas inflamatorias, as
quais protegem contra infecgOes intracelulares, a exemplo da leishmaniose, esse
receptor também ativa a producéo de citocinas anti-inflamatérias, como 1L-10, IL-4,
IL-3 e TGF-B, as quais sdo requeridas para evitar que a atuacdo do IFN-y cause
danos aos tecidos, sendo que essas mesmas citocintas anti-inflamatdrias atuam na
resposta Th2, protetora contra parasitos extracelulares. (MATHUR.; AWASTHI,
SAHA, 2006)..
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A maior parte dos moradores de areas endémicas para a leishmaniose
visceral ndo desenvolve a infeccdo nem manifesta nenhum sintoma ou sinal da
doenca, apesar de apresentarem altos niveis de anticorpos e mesmo, em muitos casos,
resposta celular aos antigenos da Leishmania. Além disso, os pacientes curados da
leishmaniose visceral comumente mostram-se imunes a re-infeccdo. Tais fatos
apontam para a possibilidade de que os antigenos deste parasita estimulem alguma
resposta imune permanente (SAHA et al., 2006).

A resposta Th1l possui dois indicadores da sua acdo protetora, 0s quais
representam diferentes aspectos da imunidade celular: a producéo inicial de IFN-y
pelas células menos diferiencias ou pelas NK, que decresce com o passar do tempo, e
a positividade do teste intradérmico para leishmaniose, resultado da acdo de células T
diferencias e mais especializadas que promovem a resposta inflamatoria através de
mediadores quimiotaticos (SAHA et al., 2006).

Embora seja evidente o papel crucial da resposta imune celular na
suscetibilidade e resisténcia, e também na profilaxia e resposta a quimioterapia, a
atuacdo da resposta imune humoral ndo pode ser ignorada, haja vista os altos niveis
de anticorpos especificos para Leishmania que sdo evidenciados ja no inicio da
infeccdo, antes mesmo das alteracbes da resposta celular. Porém, a funcdo de tal

resposta humoral ainda néo estad bem esclarecida (SAHA et al., 2006).

2.9 Glutationa e NAC

A glutationa, (y-glutamil-cisteinil-glicina; GSH), tripeptideo formado
pelos aminoacidos glutamina, cisteina e glicina, é reconhecido como um tiol (potente
agente redutor) antioxidante hidrossoluvel e de baixo peso molecular (0,5 a 1,0
mmol/L) predominando nas células animais. Estudos em humanos e animais indicam
que, entre outras funcOes, a glutationa atua na regulagdo de diversos eventos
celulares, dentre os quais a resposta imune e a producdo de citocinas, também sendo
observado que tal substancia desempenha papel essencial para a ativacdo dos

linfocitos T, assim como para a proliferacdo dos leucocitos polimorfonucleares, fatos
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esses que contribuem para o desenvolvimento de uma resposta imunoldgica mais
eficiente, estando na adequada nutricdo protéica a fonte para a manutencdo da
homeostase da GSH. Em estados como estresse oxidativo, ma nutricdo protéica e
varias condicbes patoldgicas a concentracdo celular de GSH mostra-se
marcadamente diminuida (WU et al., 2004). Por outro lado, aumentando-se 0
fornecimento dos precursores do GSH, seja por via oral ou por via intravenosa,
aumenta a sua sintese, além de prevenir a caréncia da sua formacao sob diversos
estados nutricionais e patoldgicos, tanto no organismo animal quanto no humano
(TOWNSEND; TEW; TAPIERO, 2003).

Em consequéncia de tais resultados, o N-acetil-L-cisteina (NAC), uma
substancia antioxidante que é convertida pelo corpo em metabodlitos capazes de
estimular a sintese da glutationa agindo, portanto, como precursor desta, por muitos
anos tem sido usado no tratamento de diversas doencas, inclusive nas respiratorias,
nas quais age como mucolitico. Em experimento realizado por Rocha-Vieira et al.
(2003), os resultados obtidos com a administracdo via oral do NAC aos
camundongos da linhagem BALB/c, infectados com a Leishmania major, causadora
de severas lesdes cutadneas nesses animais, mostraram o efeito modulador
imunoldgico da glutationa sobre essa infec¢do nos murinos, atuando na melhoria da
histopatologia das lesGes, caracterizada por um infiltrado inflamatério organizado e
delimitado com menor destruicao tecidual e reduzida carga parasitaria, e também na
melhoria da resposta celular, aumentando a producéo da IL-4, do IFN-y ¢ do TNF-a,
tendo assim o NAC se mostrado como um imunomodulador, provocando alteragdes
na producdo das citocinas do microambiente de forma a possibilitar maior controle
da proliferacdo parasitaria e ainda reprimindo o avanco da doenca. Diante dessas
observacOes, faz-se notar o potencial papel de coadjuvante que o NAC pode
desempenhar no tratamento da leishmaniose em seres humanos (ROCHA-VIEIRA et
al., 2003). Leva-se em consideragédo ainda que o N-acetil-L-cisteina tem se mostrado
seguro quando administrado em seres humanos durante o tratamento de doencas
cronicas inflamatorias, bem como tem sido minima sua interagdo com outras drogas.
Em estudo realizado em pacientes com fibrose cistica, a adminstragdo oral do NAC
contribuiu para a diminuicdo do desequilibrio inflamatorio nas vias aéreas,
caracteristico desta patologia (TIROUVANZAM et al., 2006).
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InfeccOes experimentais com Leishmania major realizadas em
camundongos previamente tratados com NAC, demonstraram que 0S niveis
intracelulares da glutationa nas células apresentadoras de antigeno interferem na
diferenciacdo do perfil de citocinas da imunidade celular, direcionando a resposta
imune para o tipo Th1l. Em contrapartida, a reducdo da glutationa causa a inibicéo da
producéo das citocinas relacionadas com essa mesma resposta Thl, o que leva ao
favorecimento da resposta Th2. A reposicdo da glutationa pelo uso do NAC, por sua
vez, levou ao restabelecimento da resposta Thl nesses mesmos camundongos
(ROCHA-VIEIRA et al., 2003).

A utilizacdo do NAC no tratamento de leishmaniose visceral em
humanos ainda ndo tem sido abordada por estudos. Diante das constatacdes ja
obtidas com o uso do N-acetil-L-cisteina em pesquisas experimentais e em humanos
com patologias a exemplo da fibrose cistica, a possibilidade de resultados que
contribuam de forma positiva no tratamento da LV a partir do uso desse composto de
forma complementar ao tratamento dessa infeccdo compele ao desenvolvimento de

pesquisas neste sentido.

Com base nesses fatos e ainda considerando a auséncia de relatos na
literatura cientifica quanto ao uso do NAC no tratamento da LV em humanos, a
presente pesquisa, a partir dos seus resultados, aborda conhecimentos iniciais a esse

respeito.



3. JUSTIFICATIVA
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A resposta imunoldgica do paciente na leishmaniose visceral tem papel
fundamental no prognostico desta infeccdo cronica inflamatéria, a qual pode ser fatal
se ndo tratada. Para que a quimioterapia possa resultar na cura, € importante que o
sistema imune tenha condicdes e estimulos necessarios ao desenvolvimento do perfil
de citocinas adequado a resisténcia a doenca e ao combate do agente etioldgico.
Assim, o incremento do tratamento convencional com substancias que possam
interagir de forma positiva e direta na resposta imune, possibilitard resultados mais

eficientes e significativos no processo de cura.

Lembrando ainda que a leishmaniose visceral € uma doenca endémica
em diversas partes do mundo incluindo o Brasil, estando na regido Nordeste deste
pais as maiores incidéncias, inovacdes no tratamento dessa infeccdo mostram-se

relevantes para a Saude Publica.

Por proporcionar atendimento a pacientes com leishmaniose visceral, o
Hospital Universitario, da Universidade Federal de Sergipe, mostrou-se apropriado
para a realizacdo da avaliacdo do desempenho do N-acetil-L-cisteina (NAC), junto

ao tratamento da leishmaniose visceral.

Portanto, a presente pesquisa teve como hipotese o fato de que o uso do
NAC associado ao antimonial pentavalente pode ser benéfico para o tratamento da
leishmaniose visceral, melhorando o nivel sérico das citocinas e diminuindo o tempo

de cura dos pacientes.



4. OBJETIVOS
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4.1 Objetivo Geral

Avaliar pelos niveis séricos das citocinas e da molécula sCD40L dos
pacientes, a acdo adjuvante do N-acetil-L-cisteina (NAC) na quimioterapia da

leishmaniose visceral humana feita com antiménio pentavalente.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1 Caracterizar o nivel sérico das citocinas IFN-y, IL-12p70 e TNF-a,
representantes da resposta imune celular (resposta Thl), apresentado por pacientes
com leishmaniose visceral, antes, durante e depois do tratamento feito com atiménio
pentavalente com a adicdo do NAC, em comparacdo com o nivel sérico destas
mesmas citocinas apresentado pelos pacientes submetidos apenas ao tratamento

padréo.

4.2.2 Caracterizar o nivel sérico das citocinas IL-10 e IL-12p40, representantes da
resposta imune humoral (resposta Th2), apresentado por pacientes com leishmaniose
visceral, antes, durante e depois do tratamento feito com antimonio pentavalente com
a adicdo do NAC, em comparacdo com o nivel sérico destas mesmas citocinas

apresentado pelos pacientes submetidos apenas ao tratamento padrao.

3.2.3 Caracaterizar o nivel sérico da molécula ligante sCD40L apresentado por
pacientes com leishmaniose visceral, antes, durante e depois do tratamento feito com
antimonio pentavalente com a adicdo do NAC, em comparacdo com o nivel sérico
desta mesma moléecula apresentado pelos pacientes submetidos apenas ao tratamento

padréo.



5. CASUISTICA E METODOS
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5.1 Selecéo de Pacientes

A partir de um estudo de intervengdo, tipo ensaio clinico, cego,
randomizado, foram investigados 60 pacientes do Hospital Universitario com
diagnostico positivo para leishmaniose visceral. Esses pacientes foram distribuidos
em dois grupos de 30: Grupo Estudo — que fez uso do antimonio pentavalente dose
padrdo (20mg/kg/dia durante 28 dias) complementado com o N-acetil-L-cisteina
(NAC) 600mg, na forma de comprimidos efervescentes, administrados via oral, trés

vezes ao dia; e o Grupo Controle - que fez uso apenas do antimonio dose padrao.

Como critérios de selecdo para a realizagdo desse estudo, além de serem
pacientes com a leishmaniose ja comprovada, foram incluidos apenas individuos com
idade de 2 a 50 anos, que nao sofriam de outras patologias associadas (independente
destas serem agudas ou crbnicas, a exemplo da AIDS), que ndo estavam em uso de
imunossupressores e que também ndo apresentavam histéria de alergia nem ao
antiménio pentavalente nem ao NAC. Para a realizacdo desta pesquisa foi obtido o
prévio consentimento por escrito de todos os pacientes com idade a partir de 18 anos

e dos responsaveis por aqueles que eram menores gue essa idade.

A presente pesquisa faz parte do Estudo Clinico, Cego, Randomizado,
para Tratamento de Pacientes com Leishmaniose Visceral com N-acetil-L-cisteina
Associado ao Antimonial Pentavalente, coordenado pelo Prof. Dr. Roque Pacheco de
Almeida, cujo projeto foi submetido a avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa da
UFS, e obteve sua aprovagdo (CAAE 0151.0.107.000-07).

A randomizacdo dos pacientes entre 0s grupos controle (uso apenas do
tratamento padréo) e teste (uso do tratamento padrdo complementado pele NAC) foi
realizada em cumputador, a partir do programa Random Allocation Software.
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5.2 Coleta de Soro

Para obtencdo do soro, sangue periférico dos pacientes tratados e nédo
tratados com NAC foi coletado em tubo sem anticoagulante e com gel separador.
Apo0s coagulacdo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 13000 rpm em
temperatura ambiente. O soro obtido foi armazenado a -70 °C para dosagem das
citocinas. As coletas foram realizadas antes do tratamento (DO0), para avaliar o
estado prévio do paciente, e com 15 (D15, no qual o paciente se encontra no meio do
tramento), e 28 (D28) dias ap0s seu inicio (Ultimo dia do tratamento) e ainda entre o

45° e 0 65° dias, para acompanhar o restabelecimento.

5.3 Dosagem de Citocinas

A quantificagdo dos niveis séricos das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-
12p40 e 1L-12p70 e da molécula sCD40L foi realizada no Instituto de Pessquisa em
Doengas Infecciosas (IDRI-USA), nos Estados Unidos, usando-se o analisador
LUMINEX, cujo sistema baseia-se na dosagem simultanea de diversos analitos num
unico poco de reacdo em microplaca. Anticorpos de captura especificos para cada
molécula pesquisada estdo imobilizados em microesferas de poliestireno através de
ligacBes covalentes ndo reversiveis, e se ligam ao respectivo analito, dando-se entdo
a deteccdo por um marcador fluorescente, a Estreptavidina-Ficoeritrina (PE) ligada
ao anticorpo de deteccdo. No aparelho Luminex entdo, tais esferas sdo movimentadas
em uma Unica fila passando por feixes de dois lasers diferentes num citdmetro de
fluxo, para que um faga a classificagdo da microesfera de acordo com a sua cor,
enguanto o outro quantifica o sinal gerado por cada uma delas.

5.4 Analise Estatistica

Para comparacdo de diferencas e distribuicdo entre médias ou medianas

entre grupos, foram empregados os testes t de Student e Mann-Whitney,
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respectivamente, além do Quiquadrado. Os dados foram gerenciados no software
EXCEL e analisados no GRAPHPAD PRISMA e versao Trial do SPSS v. 17.0.



6. RESULTADOS
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6.1 Caracterizacéo dos Pacientes com Leishmaniose Visceral Aguda

Na presente pesquisa foi avaliada a resposta imune de 60 pacientes com
leishmaniose visceral aguda antes, durante e depois do tratamento padrdo com
antimonial pentavalente e com o N-acetil cisteina (NAC) como complemento. Foram
dosadas as citocinas IL-10, 1L-12p40, sCD40L e TNF-a, em amostras de soro
adquiridas a partir do sangue periférico desses pacientes colhido antes da intervencédo
terapéutica e com 15 e 28 dias do tratamento. Também foram dosadas as cintocinas
INF-y e IL-p70 do soro obtido da mesma forma antes do tratamento e entre 0 45° e 0
65° dias deste nos mesmos pacintes. A partir dessas dosagens foi possivel
caracterizar a producdo de citocinas da a leishmaniose visceral na doenca aguda e ao
longo da sua evolugéo para a cura, evidenciando-se assim a interacao entre a resposta
imune tipo Thl e Th2 nessa infec¢do, cujo resultado se manifesta nos aspectos
clinicos e laboratorias dos pacientes. Essas informacfes poderdo ajudar no
entendimento da modulacdo da resposta imune e do papel de cada interleucina

durante a evolugéo para a cura da leishmaniose visceral aguda.

Os pacientes com diagndstico de leishmaniose visceral aguda,
apresentando além da sorologia positiva para rK-39, cultura e/ou mielograma com
positividade na pesquisa do parasito, foram alocados randomicamente nos grupos
controle (Grupo SbY) e NAC (NAC+ SbY). Cada grupo foi composto por 30

pacientes, com distribuicdo de idade e género conforme exposta na Tabela 1.

De acordo com os dados clinicos e laboratoriais apresentados na Tabela
1, os grupos ndo diferiam significativamente quanto & manifestacdo da leishmaniose
visceral aguda antes de ser iniciado o tratamento. Nao houve interferéncia das co-
variaveis idade e género sobre os principais parametros clinicos e laboratoriais da
infeccdo ao longo do tempo. O grupo controle foi formado por 16 homens e 14
mulheres, enquanto que o grupo NAC possuia 19 homens e 11 mulheres, sendo o P =
0,43. Observando-se as diversas medianas, percebe-se que o tamanho do figado e do
baco foram semelhantes em ambos os grupos. A mesma homogeneidade pode ser

verificada no hemograma de todos os pacientes inseridos na pesquisa, estando a
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dosagem de hemoglobina e a contagem de plaquetas e células sanguineas

equivalentes. Albumina e globulina também apresentaram-se de forma similar.

Tabela 1: Caracterizacdo dos pacientes com diagnostico de Leishmaniose Visceral

segundo dados clinicos e laboratoriais antes do tratamento.

V
Variavel Grupo SbY.(n=30) Grupo NAC+Sb P
(n=30)
n1(%o) n2(%)
Mediana de Idade(P25;P75) 9,5(3,8;18,5) 7,5 (3,0;22,3) 0,27
Género
M (%) 16 (53,3) 19 (63,3) 0,43
F (%) 14 (46,7) 11 (36,7)
Tamanho figado (cm) 5,45+ 3,16 5,63 + 3,59 0,84
Tamanho Bago (cm) 7,86 £ 4,45 9,91 £ 4,65 0,10
Hb (g/dL) 8,71+£1,29 8,94 +1,70 0,55
Leucécitos (/mm?) 3.167,43+ 15855  2.684,33+1076,25 0,17
Neutréfilos (/mm?) 1.062,43 £ 754,56 861,17 + 490,89 0,23
Linfécitos (/mm?®) 1.632,30 £ 965,68 1.387,33 + 788,78 0,29
3 169.700,00 + 174.272,67 +
Plaquetas (/mm’) 626.52,38 64.840,30 0.78
Albumina 2,61+£0,74 2,52 +0,52 0,57
Globulina 4,92 +1,07 5,24 +1,85 0,46

Teste t para dados independentes

Teste qui-quadrado

N&o houve interferéncia das co-varidveis idade e género na resposta

imunoldgica nos grupos em estudo. (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicdo dos niveis de significancia das co-variaveis idade e género

em relacdo as citocinas avaliadas.

IDADE (P) GENERO (P)

INF-y 0,964 0,981
TNF-a 0,552 0,431
IL-12p40 0,780 0,254
IL-12p70 0,810 0,720
IL-10 0,681 0,296
sCD40L 0,824 0,155
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Tabela 3: Distribuic&o dos niveis de citocinas dos pacientes do grupo Sb¥ e do grupo

NAC+ Sh"
Variavel Grupo SbY Grupo NAC+ Sb" P
Mediana(P25;P75) Mediana(P25;P75)
pg/mi pg/ml

INF-y DO 720.5 (492.1;1232) 375.5 (47.69; 773.2) 0,29
INF-y D45-60 264.5 (79.15; 1156) 184.7 (47.53; 467.1) 0,66
IL-12p70 DO 876.5 (145.8; 1093) 242.7 (23.05; 613.3) 0,13
IL-12p70 D45-60 62.36 (23.16; 609.2) 8.530 (4.060; 209.4) 0,12
IL-12p40 DO 171.2 (53.31; 576.0) 131.9 (47.48; 328.9) 0,84
IL-12p40 D15 17.15 (0.0; 126.2) 46.62 (18.05; 68.90) 0,55
IL-12p40 D28 3.945 (0.0; 33.88) 6.750 (0.0; 23.91) 0,94
TNF-a. DO 109.0 (57.64; 236.3) 62.87 (39.45; 130.9) 0,05
TNF-a D15 32.21 (15.42; 87.58) 43.86 (21.77; 64.96) 0,82
TNF-a D28 16.63 (11.82; 45.98) 14.85 (12.50; 31.89) 0,89
IL-10 DO 363.6 (224.2; 805.8) 278.3 (160.4; 525.6) 0,27
IL-10 D15 35.15 (4.870; 99.24) 54.15 (23.41; 86.06) 0,38
IL-10 D28 8.920 (0.0; 26.22) 5.930 (0.0; 12.32) 0,40
sCD40 DO 1426 (710.3; 3756) 1523 (417.6; 3899) 0,56
sCD40 D15 4872 (1233; 14363) 5468 (1146; 10909) 0,72
sCD40 D28 11402 (1416; 13898) 18756 (783.1; 28437) 0,78

Teste Mann-Whitney para dados independentes

Teste qui-quadrado

6.2 Nivel Sérico da Resposta Celular (Resposta Thl)

Para avaliar o nivel sérico de citocinas da resposta Thl dos pacientes

alocados nos grupos NAC+ Sb" e Sb, foram dosadas as seguintes citocinas: IFN-y e

IL-12p70, antes do inicio do tratamento (DO) e entre 0 45° e 0 65 ° dia apds seu

inicio, e TNF-a, no DO e com 15 e 28 dias ap0s 0 inicio do tratamento.

Foi observado que os niveis de IFN-y estavam semelhantes entre os
grupos estudados (Média Grupo SbY — DO: 969,5 pg/ml; D45-65: 540 pg/ml vs
Média Grupo NAC+ SbY — DO: 722,9 pg/ml; D45-65: 405.1 pg/ml) (Gréfico 1). A
analise dos percentis confirma a homogeneidade entre os eles (Grupo SbY — Mediana
= 264.5 pg/ml; P25 = 79.15 pg/ml; P75 = 11556 pg/ml vs Grupo NAC+ SbY —
Mediana = 184.7 pg/ml; P25 = 47.53 pg/ml; P75 = 467.1 pg/ml), como exposto na

Tabela 3.
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Grafico 1 — Niveis de IFN-y em soro de pacientes alocados no Grupo Sb" e no
Grupo NAC+ Sb" nos diferentes periodos analisados.

Dosados 0s niveis séricos de IL-12p70 observamos que pacientes
tratados apenas com Sbh" apresentaram maior diminuicdo da producéo dessa citocina
em relacéo aos pacientes tratados com NAC+ Sb" (Média e Desvio Padrao ShY — DO:
1102 + 1258 pg/ml; D45-65: 393.6 + 826.7 pg/ml vs Média e Desvio Padrdo NAC+
SbY — DO: 455.8 + 584 pg/ml; D45-65: 227.3 + 568.9 pg/ml) (Grafico 2). Entretanto,
a analise das medianas revelam maior concentracdo de IL-12p70 no grupo controle
(SbY — D45-65: 62.36 pg/ml vs NAC+ SbY — D45-65: 8.530 pg/ml) (Tabela 3).
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Grafico 2 — Niveis de I1L-12p70 em soro de pacientes alocados no Grupo Sh¥ e no
Grupo NAC+ SbY nos diferentes periodos analisados.
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Analisando ainda o nivel de citocinas pré-inflamatorias, comparamos as
taxas séricas do TNF-a entre os grupos estudados e observamos que pacientes
tratados apenas com Sb' tiveram a producdo desta citocina diminuida em
aproximadamente 70% no D15 ap0s a intervencdo (Média e Desvio Padrdo - DO: 138
+ 95.3 pg/ml; D15: 50.4 + 44.8 pg/ml) (Gréfico 3). Quanto aos pacientes que
receberam o Sh” + NAC este decréscimo foi menos importante, 50% (Média e
Desvio Padrdao - DO: 87.3 £ 64.6 pg/ml; D15: 46.2 + 31.3 pg/ml). A anélise das
medianas demonstra a manutencdo com decréscimo continuo até o fim do tratamento
da producdo de TNF-o nos pacientes que receberam o NAC (Sb" - D0:109 pg/ml;
D15: 32.21 pg/ml; D28: 16.63 pg/ml vs Sb" + NAC - DO: 62.87 pg/ml; D15: 43.86
pg/ml; D28: 14.85 pg/ml) (Tabela 3).
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Grafico 3 — Niveis de TNF-a em soro de pacientes alocados no Grupo SbY e no

Grupo NAC+ SbY nos diferentes periodos analisados.

6.3 Nivel Serico da Resposta Humoral (Resposta Th2)

Para avaliar o nivel de citocinas da resposta Th2 dos pacientes alocados
nos grupos NAC+ ShY e ShY, foram dosadas as seguintes citocinas: IL-10 e IL-

12p40, antes do inicio do tratamento (DO) e com 15 e 28 dias apés.
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Ao serem dosados os niveis séricos da IL-10 foi observado que ambos 0s
tratamentos diminuiram expressivamente a producdo dessa citocina (Gréfico 4),
sendo que no D28 o grupo NAC+ ShY apresentou producdo 4,5 vezes menor que 0
grupo controle (Média e Desvio Padrdo SbY — DO: 472.8 + 306 pg/ml; D15: 58.3+
64.3 pg/ml; D28:30.6 + 56.7 pg/ml vs Média e Desvio Padrdo NAC+ SbY — DO:
362.2 £ 247.4 pg/ml; D15: 84.1 + 97.4 pg/ml; D28: 6.8 = 6.7 pg/ml). A andlise das
medianas confirmam a diminui¢do mais evidente ntre os pacientes do grupo NAC+
SbY em relacéo ao grupo ShY (SbY — DO: 363.6 pg/ml; D15: 35.15 pg/ml; D28: 8.920
pg/ml vs NAC+ SbY — DO: 278.3; D15: 54.15 pg/ml ; D28: 5.930 pg/ml ) (Tabela 3).
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Graéfico 4 — Niveis de 1L-10 em soro de pacientes alocados no Grupo Sb" e no
NAC+ SbY nos diferentes periodos analisados.

Analisando a por¢éo 40 da IL-12, observamos que em ambos 0S grupos
ha diminuicdo dos niveis sérios da dessa citocina. O grupo Sb" tende a manter a
concentracdo entre os dias 15 e 28, enquanto que no grupo NAC+ ShY observa-se
uma diminuic&o mais acentuada nesse mesmo periodo (Média e Desvio Padrdo ShY —
D15: 140 £ 281,4 pg/ml; D28: 136,8 + 379,7 pg/ml vs Média e Desvio Padrdo NAC+
Sh¥ — D15: 138,6 + 369,4 pg/ml; D28: 18,36 + 28,75 pg/ml) (Gréafico 5).
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Grafico 5 — Niveis de IL-12p40 em soro de pacientes alocados no Grupo Sbh¥ e no
Grupo NAC+ SbY nos diferentes periodos analisados.

6.4 Nivel Sérico da Molécula sCD40L

Quanto a sCD40L, foi observado que ambos 0s grupos apresentaram
aumento da secrecdo desta molécula (Médida e Desvio Padrdo SbY — DO: 4271 +
8581 pg/ml; D15: 10556 + 12686 pg/ml; D28: 13817 + 16613 pg/ml vs Média e
Desvio Padrdo ShY + NAC — D0: 2216 + 1991 pg/ml; D15: 7201 + 7548 pg/ml; D28
+ 15557 + 13812 pg/ml) conforme Grafico 6. Observamos ainda que, apesar de nos
tempos iniciais do tratamento os pacientes tratados com NAC terem apresentado
niveis mais baixos de sCD40L, apds 28 dias esses valores se aproximaram aos
produzids pelo grupo controle (Grafico 6). Comparando os percentis dos grupos em
estudo, observamos que para metade dos pacientes a producdo de sCD40L foi maior
no grupo Sb” + NAC ja no D15 (Sh” — D15: 4872; D28: 11402 vs Sh” + NAC — D15:
5468; D28: 18756) (Tabela 3).
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Gréfico 6 — Niveis de sCD40L em soro de pacientes alocados no Grupo ShY e no
Grupo NAC+ SbY nos diferentes periodos analisados.
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Na busca de maiores esclarecimentos quanto ao desenvolvimento e a
cura da leishmaniose visceral para que tais conhecimentos possam ser ultilizados no
combate a essa infeccdo, estudos tém sido realizados principalmente a partir de
experimentos em modelos murinos e em cées. As pesquisas com humanos, por outro
lado, sdo mais restritas, obviamente por questdes éticas. Portanto, a possibilidade de
ser realizado um ensaio clinico que ndo contrarie normas éticas e que possa ser
efetuado sem riscos para 0s seus participates, podendo inclusive, trazer beneficios
para eles, tornam pesquisas com essas caracteristicas ainda mais relevantes, trazendo
observagdes de maior importancia com resultados melhor aplicaveis a satde humana.
Além de refletir esses aspectos, a presente pesquisa também apresenta a molécula
sCD40L com um possivel novo critério de cura a ser utilizado no acompanhamento

do tratemento da leishmaniose visceral.

Como ja evidenciado por outras pesquisas, a leishmaniose visceral (LV)
na sua forma aguda leva ao aumento da producdo de citocinas. A partir de células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) expostas ao antigeno solUvel da
Leishmania (Soluble Leishmania Antigen ou SLA), Peruhype-Magalhdes et al.
(2005), observaram que nos pacientes com leishmaniose visceral aguda, a resposta
Th2 era dominante, com o aumento da producdo de IL-10 por mondcitos, ao mesmo
tempo em que houve a diminuigéo tanto dos linfocitos produtores de IFN-y, quanto
dos monacitos prudutores de TNF-a e IL-12. Ao investigar a produgéo das citocinas
em pacientes curados, houve aumento de neutrdfilos, eosindfilos e células NK que
produziam IFN-y, assim como de mondcitos produtores de 1L-12, 0 que faz acreditar
que individuos curados de leishmaniose visceral ficam com uma resposta imune inata
efetiva no combate a uma reinfeccdo, visto que um novo contato com o antigeno
incita a pronta reacdo por parte dos neutréfilos, eosinéfilos e das células NK, que

levara a eliminacédo do parasito.

No presente estudo a dosagem sérica de citocinas antes do inicio do
tratamento, comprovou que todos 0s pacientes apresentavam o perfil de resposta
predominante do tipo Th2, representado pela elevada producédo de 1L-10, condizente
com a suscetibilidade a leishmaniose visceral. Kurkjian et al., (2006) realizaram

pesquisa na qual foram investigados 120 individuos de uma area endémica de alta
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prevaléncia para a leishmaniose visceral no destrito de Mymensigh, Bangladesh.
Esse estudo epidemiolégico visou identificar os fatores de risco para a leishmaniose
visceral, tanto a infeccdo quanto a doenca. De janeiro de 2002 a abril de 2004, entre
outras avaliacdes, os participantes tiveram 0s niveis séricos dosados quanto a
producdo de diversas citocinas, entre elas IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-a. Entre os
individuos que apresentavam a forma aguda da leishmaniose visceral, destacaram-se

o elevado nivel sérico de IL-10 e o baixo de IL-12.

No Estado do Maranh&o, Caldas et al. (2005) avaliaram 20 pacientes
durante o tratamento da forma aguda da LV. Foram determinados o0s niveis
plasmaticos de citocinas, o parametro clinico do figado e do baco e ainda os niveis de
anticorpos produzidos por esses pacientes. Essas mesmas avaliacbes também foram
feitas em 19 voluntérios saudaves da mesma regido, a qual é considerada endémica
para a leishmaniose visceral. Como resultdos, a dosagem média da IL-10 durante a
infeccdo ativa foi de 498,4 pg/ml, ocorrendo sua diminui¢cdo durante o tratamento,
até que 30 dias apds sua média foi de 127,2 pg/ml, ao passo que, nos individuos

sadios investigados nessa mesma pesquisa, tal citocina era indetectavel.

Por se tratar de um inibidor da ativacdo dos macrofagos, a producédo
elevada da IL-10 promove uma resposta inadequada do hospedeiro perante a invasao
do parasito ao organismo, instalando-se assim a doenca. Ao longo do tratamento,
ocorre a diminuicdo dos niveis dessa citocina e o crescimento parasitario é
controlado, o que assinala o importante papel dessa interleucina no desenvolvimento

da infeccéo.

Esse comportamento foi comprovado na presente pesquisa, Cujos
pacientes de ambos 0s grupos apresentaram 0s maiores indices dessa citocina antes
de ser adminstarado o tratamento. O declinio progressivo de IL-10 também foi
constatado de forma expressiva & medida que a terapéutica era instituida e a doenga
evoluia para a cura, nos niveis séricos tanto dos pacientes tratados apenas com o Sh¥
(Grupo Controle) quanto nos pacientes tratados com o NAC em adicdo ao Sbh"
(Grupo Teste), indicando que fungOes celulares importantes para o combate ao

desenvolvimento da LV, como a atividade microbicida dos macréfagos, a
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proliferacdo dos linfocitos e a producdo de IFN-y, antes suprimidas pela acéo
sobreposta da IL-10, estavam sendo reestabelecidas, sendo que a dosagem média do
Grupo Controle antes do tratatmento foi de 472,8 pg/ml e a do Grupo Teste foi 362,2
pg/ml. O grupo NAC+ SbY destacou-se no 28° dia do tratamento, pois a média dos
niveis de IL-10 foi 4,5 vezes menor que a do grupo Sh", o que sugere uma acéo co-
adjuvante do NAC na recuperagdo dos pacientes.

Khoshdel et al.(2009) realizaram estudo dos niveis plasmaticos das
citocinas 1L-10, IL-12 e IFN-y em moradores de area endémica para a leishmaniose
visceral no Iran, avaliando 32 pacientes com a infec¢do aguda, irmaos assintométicos
desses pacientes, os quais somavam 29 individuos, e ainda 27 outras pessoas
assintomaitcas da mesma regido (Grupo Controle). Foram encontrados valores
plasméaticos médios de IL-10 de 77,5 pg/ml nos pacientes com a infeccdo aguda, e
nos individuos considerdos controles (assintométicos da &rea endémica) o valor foi
de 17,7 pg/ml.

Ao comparar a evolucdo do INF-y sérico entre os grupos ShY e NAC+
SbY, foi verificado que ambos apresentaram-se de forma homogénea antes e ap6s o
tratamento na atual pesquisa (tabela 3), com diminui¢do dos valores ao longo do
tempo, estando na média de 969,5 pg/ml no grupo SbY antes do tratamento e
atingindo 540,0 pg/ml entre os 45 e 65 dias, enquanto que no grupo NAC+ ShY a

evolucdo nesses mesmos momentos foi de 722,9 pg/ml para 405,1 pg/mL.

Apesar de apresentar valores elevados no inicio da infeccdo e do seu
papel importante no desenvolvimento da resposta imune inata, nos pacientes com
leishmaniose visceral aguda o IFN-y parece nao conseguir estimular atividade
leishmanicida sobre os macr6fagos. Ao mesmo tempo, a IL-10 em taxa elevada age
de forma inibitéria sobre a producédo de 1L-12, a qual tem acdo estimuladora sobre a
producdo de IFN-y . Por outro lado, a normalizagdo das taxas de INF-y é observada
com a regressao da doenca (KHOSHDEL et al, 2009).

Caldas et al. (2005) encontraram niveis plasmaticos elevados de IFN-y

em pacientes com infeccdo aguda de leishmaniose visceral antes de comegarem o
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tratamento, os quais apresentavam em média taxa de 470,2 pg/ml, quando em
pessoas saudaveis da respectiva area endémica a dosagem média desta citocina foi de
15,4 pg/ml. Trinta dias ap0s o tratamento, 0s pacientes tinham uma queda acentuada
do IFN-y, que nesta fase apresentava o nivel medio de 155,0 pg/ml. Nos pacientes
com leishmaniose aguda avaliados por Khoshdel et al. (2009) a dosagem media do
IFN-y plasmético foi de 37,6 pg/ml enquanto que no grupo controle, formado por
individuos assintomaticos de area endémica, a média dessa citocina foi de 0,18

pg/ml.

Diversos autores demonstraram que a IL-12p70 (mais comumente
referida apenas como IL-12) sofre acdo antagdnica da sua propria subunidade soltvel
livre, a IL12-p40. Assim, elevados niveis dessa subunidade comprometem a
bioatividade da IL-12p70, o que resulta na diminuicdo ndo s6 da inducdo mas
também da manutencdo da resposta Thl (GILLESEN et al., 1995; HEINZEL et al.,
1997; LING et al., 1995; MATNER et al., 1993, 1997; YOSHIMOTO et al., 1998).
Gillesen et al. (1995) e Ling et al. (1995) observaram em modelos murinos e
humanos que quando na forma de dimero (p40), a acdo inibidora da resposta Thl se
da pela ligagdo da cadeia B1 no receptor da IL-12p70.

Na atual pesquisa foi percebido que as taxas da IL-12p40, que
inicialmente eram mais elevadas, sofreram dimiunicao ao longo do tempo nos grupos
SbY e NAC+ SbY, 0 que consequentemente contribuiu para o estabelecimento da
resposta Th1l nos pacientes, sendo que, enquanto do dia 15 ao 28 do tratamento o
grupo controle apresentou uma diminuicdo mais discreta nos seus valores, no grupo
NAC+ SbY essa queda foi mais acentuada (Grafico 5), apesar de que, ao
considerarmos 0s percentis dos grupos, percebemos que o NAC+ ShY estava
composto por pacientes com maiores niveis da IL-12p40 tanto no dia 15 quanto no
dia 28 (Sb¥ — D15: 17.15 pg/ml; D28: 3,945 pg/ml vs NAC+ SbY — D15: 46,62
pg/ml; D28: 6.750 pg/ml). Ao dosarem a IL-12p40, Caldas et al. (2005) também
constataram elevados niveis plaméaticos nos pacientes com infecgdo aguda da LV,

sendo que esses valores diminuiam de forma continua com o passar do tempo.
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Na presente pesquisa ao serem analisados os valores da citocina 1L-12
(IL-12p70), imune reguladora da resposta Thl, foi verificado que, em comparagéo
com os pacientes do grupo NAC+ SbhY (Gréfico 2), os pacientes do grupo ShY
apresentaram maior decréscimo (Média SbY — DO: 1102 pg/ml; D45-65: 393.6 pg/ml
vs Média NAC+ SbY — DO: 455.8 pg/ml; D45-65: 227.3 pg/ml), apesar de estarem
com as maiores concentragfes dela. Ao ser avaliada a producdo desta citocina,
Khoshdel et al. (2009) encontraram taxas plasmaticas médias de 798,3 pg/ml em
pacientes com a LV aguda, e de 216,9 pg/ml no grupo controle (assintomaticos de

area endémica).

A TNF-a, por sua vez, € descrita como uma citocina cujos valores se
encontram elevados durante a LV aguda, sendo inclusive sugerido o seu uso como
critério de cura, visto que sua dosagem cai de modo significativo ap6s o tratamento.
Ao ser feita a avaliacdo da TNF-o no atual estudo, no 15° dia do tratamento os
pacientes do grupo SbY apresentavam uma diminuicdo mais significativa desta
citocina que os do grupo SbY + NAC (Média Sb" - DO: 138 pg/ml; D15: 50,4 pg/ml
vs SbY + NAC — DO: 87,3 pg/ml; D15: 46,2 pg/ml). Porém, também foi percebido
que o grupo teste manteve seus valores em continua diminuicdo, sinalizando
progresso para cura até o 28° dia, ao passo que 0 grupo controle quase estabilzou sua
producdo do dia 15 ao dia 28, o que demonstra a provavel acdo favoravel do NAC na

evolucdo para a recuperacdo dos pacientes.

Salomado et al. (1996), em pesquisa realizada em Natal entre agosto de
1991 e julho de 1992 em pacientes com leishmaniose visceral e 24 individuos
saudaveis, observaram que os niveis plasmaticos de TNF-a nos pacientes com LV
aguda estavam significativamente mais elevados que os encontrados em individuos
saudaveis, sendo que tais niveis declinaram de forma marcante ao mesmo tempo em
que as alteracdes clinicas e laboratoriais eram normalizadas, estando o decréssimo
desses niveis linearmente associado ao tempo de tratamento e a recuperacao clinica
dos pacientes. Antes de iniciar o tratamento, a dosagem média dos pacientes foi de
124,7 pg/ml, no 14° dia a media encontrada foi de 36,8 pg/ml e no 21° foi de 13,9
pg/ml. Esse achado reforga idéia de que os indices do TNF-o podem ser utilizados

como marcadores da resposta terapéutica, levando-se em conta ainda que, pacientes
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com leishmaniose visceral aguda persistente apresentam niveis altos dessa
interleucina de forma constantemente, como encontrado por Barral et al. (1991), cuja
pesquisa demonstrou que 0s pacientes com leishmaniose visceral persistente por eles
avaliados e que nao respondiam ao tratamento, mantiveram os nives médios de TNF-
a em 276 pg/ml. Na mesma pesquisa, os valores elevados de 24 dos 28 pacientes
com a infeccdo aguda, estavam na média de 142,9 pg/ml antes do tratamento,
descendo rapidamente com a quimioterapia, atigindo o valor médio de 129 pg/ml ja
no décimo dia, sendo que os individuos saudaveis apresentavam taxas basais

marcadamente inferiores, com média de 11,3 pg/ml.

Ainda na avaliacdo dos grupos Sb¥ e SbY + NAC, também foi dosado o
ligante soltvel do receptor do CD40, o sCD40L, o qual esta associado tanto a
resposta Thl quanto a Th2. Diferente dos achados com os niveis de citocinas, foi
observado que a taxas séricas de SCD40L aumentaram com a evolucédo do tratamento
e cura da doenca. Comparativamente, os pacientes do grupo SbY + NAC, embora
apresentassem valores mais baixos antes do tratamento, no 28° dia deste seus valores
j& se aproximavam aos dos produzidos pelo grupo ShY (Média SbY — DO: 4271
pg/ml; D28: 13817 pg/ml vs Média Sb¥ + NAC — DO: 2216 pg/ml; D28: 15557
pg/ml), e além disso, no 15° dia de tratamento, metade dos pacientes do grupo ShY +
NAC j4 presentava valores maiores que os do grupo ShY. Existem varios estudos
avaliando o papel da interacdo CD40/CD40L em doencas trombdéticas, sendo ainda
limitado o conhecimento da real funcdo dessas moléculas no controle de infecgdes
por parasitas intracelulares. Sabe-se que o sinal do CD40 induz a producéo de TNF-a
e IL-12, favorecendo assim a resposta do tipo Thl (MATHUR; AWASTHI; SAHA,
2006).

Pelo fato de seus niveis séricos elevarem-se a medida que 0s pacientes
progridem para a cura, a dosagem da molécula do sCD40L mostra-se como um
provavel auxilio prognostico para acompanhamento da leishmaniose visceral,
podendo ser um novo indicador de cura para esta doenga, o que pede uma maior

atencdo no estudo dessa molécula e no seu entendimento.



8. CONCLUSOES
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Ao caracterizar os niveis séricos das substancias analisadas no presente
estudo, pdode-se perceber que, apesar do IFN-y ndo ter apresentando diferenca
significativa entre os grupos, as demais citocinas representantes da resposta Thl
manifestaram no grupo teste, ou seja, no grupo de pacientes cujo tratamento foi
complementado com o NAC (Sh” + NAC), indices sugestivos do desenvolvimento
mais precoce desse tipo de resposa imune, a qual leva ao controle do parasita e a cura
da doenca. Tal fato que pode ser observado pelo decréscimo mais lento da I1L-12p70

e pela diminui¢do continua do TNF-a.

Outros dados que reforcam esse raciocinio sdo as taxas das citocinas
representativas da resposta Th2, cuja sobreposi¢cdo torna o individuo susceptivel a
infeccdo e ao desenvolvimento da leishmaniose visceral. Nesse estudo, o grupo Sh¥ +
NAC além de ter suas taxas de IL-12p40 diminuidas de forma mais acentuada ao
longo de tratamento, ao final deste apresentou os valores mais baixos de IL-10.

Quanto a sCD40L, ao final do tratamento seus valores estavam maiores
nos pacientes do grupo Sh¥ + NAC. Essa molécula apresenta niveis ascendentes a
medida que a leishmaniose visceral progride para a cura, caracteristica que a torna
uma provavel indicadora desta evolucdo, podendo assim desempenhar um papel

importante como instrumento para avaliacdo prognoéstica desta doenca.

Diante de tais observacdes pode-se concluir que a insercdo do N-acetil-
L-cisteina no tratamento da leishmaniose visceral parece estimular mais
precocemente a resposta Thl favorecendo uma melhor resposta imunoldgica do

paciente para conter a infeccdo pela L. chagasi.
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APENDICE 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

O TCLE, utilizado neste estudo, estd impresso, na integra, nas folhas
seguintes.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
HOSPITAL UNIVERSITARIO

COMITE DE ETICA E PESQUISA
CAMPUS DA SAUDE PROF. JOAO CARDOSO NASCIMENTO JR.
Rua Claudio Batista s/n, Didatica V, Bairro Sanatorio
CEP: 49060-100  Aracaju/SE
Fone: (79) 3218-1805
E-mail: cephu@ufs.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do Projeto: Marcadores Imunoldgicos e Moleculares Envolvidos na Gravidade Clinica da Leishmaniose

Visceral Humana e Canina e Possiveis Implicagdes na Transmissédo da Doenga no Estado de Sergipe .

NOME DO PACIENTE:

N° do Projeto:

Investigador Principal: Rogque Pacheco de Almeida, Hospital Universitario da UFS,

Aracaju-Sergipe-Brasil.

Este documento explica um estudo de pesquisa e pede a sua permissdo para o(a)
senhor(a) ou seu (sua) filho(a) participar desta pesquisa. Se o(a) senhor(a) for
pai/mée ou guardido de uma crianga abaixo de 18 anos, que foi convidado a
participar desta pesquisa, a palavra “voc€” neste documento se refere ao seu filho.
Ao final da explicagéo, pediremos ao senhor(a) para assinar este documento, caso

concorde em participar desta pesquisa.
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Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo é identificar
pessoas que tem leishmaniose na medula 6ssea ou no baco para estudar a doenca
chamada calazar ou leishmaniose visceral. Apos lhe ser explicado o que contém
neste documento, vocé pode perguntar tudo sobre a pesquisa a seu médico. Todos 0s
pacientes com leishmaniose visceral diagnosticados no Hospital Universitario serdo
convidados a participar do estudo. Caso decida participar do estudo, vocé sera
solicitado a assinar este consentimento. Aproximadamente 40 pessoas participardo

deste estudo.

Participacdo voluntaria:

Sua participacao € voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou pode desistir da
participacdo no estudo a qualquer momento. Sua recusa em participar ou desistir de
participar do estudo ndo afetara de modo algum qualquer tratamento que vocé estiver

recebendo no Hospital Universitario.

Finalidade do estudo: Este estudo visa determinar se o estudo da resposta imune do
paciente ao parasita e identificar fatores envolvidos na resisténcia de alguns pacientes

ao tratamento com antimonial (Glucantime®).

Procedimentos: Caso vocé aceite participar do estudo, um questionario sera feito
para saber onde vocé mora, sua ocupacao e seus habitos. Um médico o examinara
para ver as caracteristicas de sua doenca. Vocé realizard os exames que ja sao
utilizados de rotina para o diagndstico da doenca, como exame de sangue
(soroldgico), teste cutaneo e aspiracdo da medula 6ssea e/ou baco com seringa e
agulha para cultura do parasito que causa a doenca. Além disso, seu sangue sera
utilizada para avaliara a resposta imune frente a antigenos do parasita. A participagdo
nesta pesquisa ndo impede vocé de participar de outra pesquisa, contanto que nao

mude o tratamento que vai receber.
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Confidencialidade: Qualquer informacdo obtida durante este estudo sera
confidencial, sendo apenas compartilhada com outros membros da equipe médica do
Comité de Etica do Hospital Universitario. Embora os resultados obtidos neste
estudo sejam publicados, ndo haverd na apresentacdo destes resultados meios que
possam identificar os participantes. Suas fichas clinicas e os resultados de seus
exames poderdo ser também vistos pelo Comité de Etica do Hospital Universitario.
Fotos suas poderdo ser mostradas em publico sem identificar vocé e protegendo

partes intimas.

Anélise de riscos e beneficios: Todos os exames coletados sdo partes da rotina
utilizada para o diagnostico de Leishmaniose, os quais vocé faria mesmo se nédo
participasse do estudo, exceto o sangue obtido ao mesmo momento que sera utilizado
para os estudos da resposta imune, porém nao trard novos riscos para VOcé como 0S
previstos para retirada de sangue em rotina normal. A retirada de sangue pode causar
dor no local da puncdo com a agulha e raramente pode ocorrer sangramento ou
formacdo de hematoma. O exame da medula dssea é também de rotina e ndo causam
riscos iminentes. Porém, ocorrendo complicacbes, 0os médicos do projeto e do
Hospital cuidardo de vocé. Apds o diagndstico da doenca, vocé serd tratado com
antiménio (Glucantime®) Este tratamento ser4& acompanhado no Hospital

Universitario.

Retorno de beneficio para o sujeito e para a sociedade: O melhor conhecimento sobre
o0 tratamento da leishmaniose visceral e da resposta imune poderdo contribuir no

futuro para medidas de controle da doenca.

Custos: Vocé ndo terd custos com a participacdo no estudo e, caso necessite de
tratamento para leishmaniose, a medicagédo lhe serd fornecida gratuitamente. VVocé
ndo recebera nenhum pagamento para participar desta pesquisa. Poderemos apenas
contribuir com o seu transporte para comparecer as visitas no ambulatério apds a alta

do hospital.
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Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicagéo
relacionada aos procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr.
Roque Pacheco de Almeida (Tel.: (79)8823-7244) ou Dra. Amélia Ribeiro de Jesus
(Tel: (79) 8823-7245). Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou
de seu filho, como paciente, vocé pode procurar o Comité de Etica do Hospital

Universitario, cujo endereco consta no inicio deste consentimento.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este Ihe foi explicado e
vocé concorda em participar do estudo, favor assinar 0 nome abaixo. Uma cdpia
deste consentimento lhe sera entregue. Favor assinalar um dos quadros abaixo para
indicar se deseja ou nao ter o parasito que causa esta doenca armazenado para

estudos futuros aprovados sobre leishmaniose.

[1 ACEITO que o parasito que causa esta doenga seja armazenado para estudos

futuros aprovados sobre leishmaniose.

[ NAO ACEITO que o parasito que causa esta doenca seja armazenado para estudos

futuros aprovados sobre leishmaniose.

Assinatura ou impressdo do participante Data Hora

Nome/Assinatura do pesquisador Data Hora

Nome/Assinatura da testemunha Data Hora
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA MENORES DE IDADE
(MENORES DE 18)

Nome do Projeto: Marcadores Imunolégicos e Moleculares Envolvidos na Gravidade Clinica da Leishmaniose

Visceral Humana e Canina e Possiveis Implicagcdes na Transmissé@o da Doenga no Estado de Sergipe .

NOME DO
PACIENTE:

N° do Projeto:

Investigador Principal: Rogue Pacheco de Almeida, Hospital Universitario da UFS,

Aracaju-Sergipe-Brasil.

Convite e Objetivo:

Vocé estad sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo é identificar
pessoas que tem leishmaniose na medula 6ssea ou no baco para estudar a doenca
chamada calazar ou leishmaniose visceral . Ap6s lhe ser explicado o que contém
neste documento, vocé pode perguntar tudo sobre a pesquisa a seu médico. Todos 0s
pacientes com leishmaniose visceral diagnosticados no Hospital Universitario serdo
convidados a participar do estudo. Caso decida participar do estudo, vocé sera
solicitado a assinar este consentimento. Aproximadamente 40 pessoas participardo

deste estudo.

NOs perguntaremos a seus pais sobre sua saide. Um médico Ihe fara exames que ndo
causardo dor. Entdo, nds tiraremos um pouco de sangue (cerca de 2 colheres de sopa)
de seu braco, usando uma seringa e agulha. Algumas vezes, nos faremos um teste na
pele, onde injetaremos uma pequena quantidade de liquido (duas gotas) no seu braco,

usando uma agulha fina. Esperamos que a avaliacdo da resposta imune frente a
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antigenos do parasita possa esclarecer mecanismos da doenca e resisténcia ao
tratamento que algumas pessoas apresentam. O tratamento com Glucantime® sera

instituido independente de vocé participar ou ndo do estudo.

Vocé pode ou ndo participar deste estudo. Se vocé quiser participar, por

favor, assine ou coloque sua impresséo digital abaixo.

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicacdo
relacionada aos procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr.
Roque Pacheco de Almeida (Tel.: (79)8823-7244) ou Dra. Amélia Ribeiro de Jesus
(Tel: (79) 8823-7245). Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou

de seu filho,

Data hora
Assinatura ou impressédo do paciente

Data hora
Assinatura ou impresséo do responsavel

Data hora
Testemunha

Data hora

Investigador
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA MENORES DE IDADE
(MENORES DE 18)

Nome do Projeto: Marcadores Imunolégicos e Moleculares Envolvidos na Gravidade Clinica da Leishmaniose

Visceral Humana e Canina e Possiveis Implicagcdes na Transmissédo da Doenga no Estado de Sergipe .

NOME DO
PACIENTE:

N° do Projeto:

Investigador Principal: Rogque Pacheco de Almeida, Hospital Universitario da UFS,

Aracaju-Sergipe-Brasil.

Convite e Objetivo:

Vocé estad sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo é identificar
pessoas que tem leishmaniose na medula 6ssea ou no baco para estudar a doenga
chamada calazar ou leishmaniose visceral . Apés lhe ser explicado o que contém
neste documento, vocé pode perguntar tudo sobre a pesquisa a seu médico. Todos 0s
pacientes com leishmaniose visceral diagnosticados no Hospital Universitario serdo
convidados a participar do estudo. Caso decida participar do estudo, vocé sera
solicitado a assinar este consentimento. Aproximadamente 40 pessoas participardo

deste estudo.

NOs perguntaremos a seus pais sobre sua saide. Um médico Ihe fara exames que ndo
causardo dor. Entdo, nds tiraremos um pouco de sangue (cerca de 2 colheres de sopa)
de seu braco, usando uma seringa e agulha. Algumas vezes, nos faremos um teste na
pele, onde injetaremos uma pequena quantidade de liquido (duas gotas) no seu braco,

usando uma agulha fina. Esperamos que a avaliacdo da resposta imune frente a
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antigenos do parasita possa esclarecer mecanismos da doenca e resisténcia ao
tratamento que algumas pessoas apresentam. O tratamento com Glucantime® sera

instituido independente de vocé participar ou ndo do estudo.

Vocé pode ou ndo participar deste estudo. Se vocé quiser participar, por

favor, assine ou coloque sua impresséo digital abaixo.

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicacéo
relacionada aos procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr.
Roque Pacheco de Almeida (Tel.: (79)8823-7244) ou Dra. Amélia Ribeiro de Jesus
(Tel: (79) 8823-7245). Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou

de seu filho,

Data hora
Assinatura ou impressédo do paciente

Data hora
Assinatura ou impressao do responsavel

Data hora
Testemunha

Data hora

Investigador



