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RESUMO

A confirmagdo diagnodstica de leishmaniose visceral ou calazar ¢ realizada através da
deteccdo do parasito por métodos diretos, através do encontro de formas amastigotas no
interior de macrofagos ou mondcitos, em aspirado esplénico, hepatico, medula Ossea,
histopatologico de linfonodo e esfregaco do sangue periférico, com ampla variagao de
sensibilidade de acordo com o sitio pesquisado, constituindo-se o padrao-ouro a visualizagdo
de Leishmania sp. A pesquisa de anticorpos especificos para triagem diagndstica da
leismaniose visceral através do ELISA, reacdo de imunofluorescéncia indireta e os testes de
aglutinagao direta possuem sensibilidade alta e especificidade limitada pelas reagdes cruzadas
com tripanosomatideos e micobactérias, incluindo-se tuberculose, hanseniase, doenga de
Chagas, e ainda, leishmaniose tegumentar e histoplasmose. O teste intradérmico de
Montenegro ¢ sempre negativo durante a fase ativa da doencga, e baseia-se na memoria
imunologica dependente de linfocitos Thl. O ojetivo deste trabalho foi evidenciar a relevancia
do teste rapido para deteccdo de anticorpo anti-leishmania chagasi utilizando o antigeno
recombinante K39 que apresentou sensibilidade de 99,2%. Foram realizados testes
sorologicos pelo ELISA que apresentou sensibilidade de 80%, e a reacdo de
imunofluorescéncia indireta para calazar com sensibilidade de 82%. O gold-standard
diagnostico empregado para todos exames foi a pesquisa microscopica direta do parasito no
aspirado de medula 6ssea e a positividade foi de 71%, em uma pesquisa realizada em
hospitais terciarios de Fortaleza-CE. A reagdo imunoenzimatica para teste rapido em fita
contendo antigeno rK39 apresentou elevada sensibilidade e especificidade permitindo
diagnostico imediato e inicio precoce do tratamento, além de confirmar alta densidade de
epitopos exclusivamente para o género Leishmania, pois ndo houve reagdes cruzadas dentre
varias doengas testadas. Detectamos titulos de anticorpos IgG anti-leishmania chagasi
persistentemente positivos em pacientes tratados adequadamente para calazar, corroborando
com evidéncias de que o rK39 nao define doenga em atividade e nem estabelece critérios de
cura, fortalecendo que outras possibilidades diagnosticas sejam investigadas mediante um
resultado positivo em individuo procedente de zona endémica para calazar, em paciente
portador de hepatoesplenomegalia febril e pancitopenia. O teste rapido rk39 devera ter sua
leitura imediatamente relizada e interpretada em até no maximo 10 minutos, objetivando
tomada de decisdes clinicas, e que sua implantagcdo como método auxiliar de diagnostico
deveria fazer parte da rotina laboratorial, particularmente de servigos secundarios e terciarios
de satide em regides endémicas para leshmaniose visceral.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral americana; Técnicas e Procedimentos de
Laboratorio; Recombinaciao Genética; Antigeno.



ABSTRACT

The visceral leishmaniasis diagnostic confirmation or Kala-azar is performed by detection of
the parasite through direct methods of amastigotes within macrophages or monocytes, spleen
aspirated, hepatic, bone marrow, lymph node histopathological and peripheral blood smear,
with wide variation in sensitivity in accordance with the site searched, being the gold
standard of Leishmaniasis sp. The specific antibodies for diagnostic of visceral leishmaniasis
by ELISA, indirect immunofluorescence reaction and direct agglutination tests have high
sensitivity and specificity cross reactions with limited by trypanosomatids and
mycobacterium, including tuberculosis, leprosy, Chagas disease , leishmaniasis cutaneous
and histoplasmosis. The Montenegro intradermal test is always negative during the active
phase of the disease, and is based on immune memory bound on lymphocyte Thl. The
purpose of this work was to highlight the importance of quick test for the detection of
antibody anti-leishmania chagasi using recombinant rK39 antigen that presented sensitivity of
99.2%. There were serological by ELISA tests that presented sensitivity of 80%, and the
indirect immunofluorescence reaction to Kala-azar with sensitivity of 82%. The gold-
standard diagnosis made for all examinations was the direct microscopic search on parasite
bone marrow aspirated and positivity was 71%, in a survey in tertiary hospitals in Fortaleza-
CE. The immunoenzymatic reaction to quick test in tape containing rK39 Antigen has high
sensitivity and specificity allowing immediate diagnosis and in the early beginning of
treatment, in addition to confirm high-density epitopes exclusively for the Leishmaniasis
genus, because there was no cross reactions among several diseases tested. We found
evidence of IgG anti-leishmaniasis chagasi antibodies persistently-positive in patients treated
appropriately for kala-azar, supporting with evidence that rK39 does not define disease
activity and establishes criteria for cure, strengthening that other homogenizing are
investigated by a positive result in individual from endemic area of Kala-azar, in disease
carrier of febrile hepatosplenomegaly and pancytopenia. The quick test Rk39 must be read
and interpreted immediately up to a maximum of 10 minutes driving clinical decision-making,
and that its deployment as diagnostic helper method should be part of the laboratorial routine
services, particularly in secondary and tertiary health endemic regions of visceral
leshmaniasis.

Keywords: American visceral leishmaniasis; laboratory techniques and procedures;
genetic recombination; antigen.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral americana (LVA) apresenta varias sinonimias, sendo
também conhecida como calazar, originada a partir da palavra indiana “Kala-azar”, que em
hindu, significa febre negra ou doenca mortifera. Na Asia, por seu carater endémico, é
confundida com formas malignas de malaria, sendo denominada de Febre Dum-Dum, Febre
de Assam, Febre caquexial, Esplenomegalia Tropical, Anemia Esplénica dos Lactentes e
Febre Negra Indiana (MANSON-BAHR, 1955). Os gregos no século passado a chamavam de
Ponos ou haplopinakon (BADARO e DUARTE, 2002). No mediterraneo, é conhecida como
leishmaniose visceral infantil, e no Brasil, como leishmaniose visceral americana ou calazar

(GENARO et al, 2000).

A LVA ¢ uma sindrome clinica febril infecciosa aguda, subaguda ou cronica, niao
contagiosa, sazonal, transmitida pelas fémeas do inseto hematdfago flebotomineo Lutzomya
longipalpis, popularmente conhecido como “mosquito-palha, tatuquira, asa arrepiada, fleboto,
cangalhinha ou birigui”. O inseto tem seu habitat no domicilio e no peridomicilio humano
como canis, galinheiros e currais, tem atividade crepuscular e pos-crepuscular, e se alimentam
de sangue de caes, homens (as fémeas tém habitos hematofagicos) e outros mamiferos e aves,
pois necessitam de sangue para o desenvolvimento dos ovos (NEVES, 1963; BRASIL, 1998).
ApoOs o repasto em um hospedeiro contaminado, as leishmanias evoluem no tubo digestivo do
mosquito, e depois de 8 a 20 dias, o inseto estard apto a infectar um outro individuo em um
proximo repasto sangiiineo (BRASIL, 1998). Durante um novo repasto introduzem no
hospedeiro, o parasito através da saliva, que possui um peptideo considerado um potente
vasodilatador, o maxidilan (Ribeiro et al, 1989), cuja funcdes além de anestésica local auxilia

no mecanismo de introducao da leishmania em macrofagos e tecidos sangiiineos.

A LVA pode apresentar-se desde formas subclinicas até as com caracteristicas clinica
e laboratorialmente bem definida como: febre irregular de longa duragdo, adinamia, acentuada
desnutri¢ao energético-protéica (DEP), palidez cutaneo-mucosa, cabelos fracos e quebradicos,
com o classico sinal da bandeira, cilios alongados (sinal de Pittaluga), hepato e
esplenomegalia, micropoliadenopatia, tosse intermitente, hemorragias, co-infec¢des

bacterianas (causas de morbiletalidade) e alteragdes hematologicas: anemia; leucopenia;
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plaquetopenia; hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia, por vezes em padrdes
comparaveis aos encontrados no mieloma multiplo (NEVES, 1963; REY, 1992; BRASIL,
1998; GENARO et al., 2000).

1.1 Historico

Em 1885, Cunninghan fez a primeira observacdo do parasito em individuos
infectados na India (GENARO et al., 2000). Entretanto, Pessoa; Silva e Figueiredo (1956)
citam que a primeira descricdo de Leishmania sp. foi feita por Borovsky em 1898, num
paciente russo com a forma cutinea da doenca. Em 1903, William Leishman realizou a
primeira descri¢ado do parasito, ao realizar a necropsia de um soldado indiano que fora
internado no Hospital de Netley, em abril de 1900. Ele era proveniente da estagdo de Dum-
Dum (Calcuta, India), e possuia relatos de disenteria e hepatoesplenomegalia febril. Ainda em
1903, Charles Donovan (Alvar, 1994; Badar6 ¢ Duarte, 2002) confirma a descri¢ao de
Leishman, ao examinar cortes histologicos de bago de cadaveres cuja “causa mortis” era
maléria cronica, porém confundiu-se com o 7rypanosoma brucei, causador da doenga do
sono, descrito em 1894, por David Bruce. Ainda neste mesmo ano, Ross criou o género
Leishmania e denominou de Leishmania donovani o agente etiologico do calazar (BADARO

¢ DUARTE, 2002).

Em 1904, o parasito foi cultivado em sangue citratado, a 22°C, e foram isoladas as
formas flageladas da L. donovani (Rogers, 1908). Em 1908, na Tunisia, Charles Nicolle
evidencia o papel do cao como hospedeiro intermedidrio da L. donovani . Em 1924, Knowles,
Napier, e Smith identificaram as herpetomonas no intestino de Phlebotomus argentipis. Em
1931, Sinton descreveu convincente coincidéncia entre a distribuicao de leishmaniose visceral
e Phlebotomus argentipis, comprovando a transmissdo do parasito em hamsters, pela picada
de flebotomineos, sendo esses insetos formalmente demonstrados como vetores bioldgicos da
doenga. Em 1942, Swaninath, Short ¢ Anderson descreveram o ciclo evolutivo desta zoonose
sendo a transmissao da L. donovani ao homem, feitas por picada de fémeas do P. argentipis.
De 1905 até 1950, o calazar foi descrito como endémico em varias regides do mundo, dentre

elas o norte e leste da Africa, Asia, da costa do Pacifico até a Asia central, China e sul da
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Mongolia, expandindo-se até a India e ainda em territério europeu, como é o caso da
Roménia, Bulgéria, Costa do Mediterraneo e leste da antiga URSS (LAINSON e SHAW,
1987; BADARO e DUARTE, 2002).

Em 1913, em Assuncdo, Paraguai, ¢ relatado o primeiro caso autdctone nas
Américas, durante necropsia praticada em uma paciente que residia hd 14 anos naquela
cidade, mas era proveniente do municipio de Boa Esperanga, Mato Grosso, Brasil, e tinha
nacionalidade italiana (MIGNONE, 1913). Até 1934, havia sido descritos trés casos, sendo
um deles por Mignone e os outros dois casos, em pacientes vivos, na Argentina por Mazza e

Cornejo Arias, em 1926 (ALENCAR, 1983).

A primeira observagao sobre leishmaniose visceral no Brasil foi realizada em 1934, a
partir dos relatorios de Penna, em exames histoldgicos de viscerotomia “post-mortem” em
suspeitos de febre amarela. Registraram-se 41 casos de calazar em 47 mil sessdes examinadas.
Em 1936, Evandro Chagas descreveu o primeiro caso clinico de LVA no Brasil, em um
adolescente de 16 anos, residente em Aracaju-SE (CHAGAS, 1936; ALENCAR, 1983).
Chagas e Chagas, em 1938, estabeleceram o agente etioldgico, denominado Leishmania
donovani chagasi (apud BADARO e DUARTE, 2002). Entre 1936 e 1939, mais informagdes
epidemioldgicas foram obtidas a partir da comissdo chefiada por Evandro Chagas, que
descreveu a doenga no homem, no cdo e na raposa, e identificou o flebotomineo Lutzomyia
longipalpis como o provavel vetor biologico da LVA (ALENCAR, 1983). Em 1953, foram
referidos 43 casos de calazar diagnosticados em pacientes vivos, enquanto que mais de 300
casos ja haviam sido notificados por viscerotomia no Nordeste (PRATA, 1957). De 1953 a
1965, ocorreu o pleno reconhecimento da LVA como endémica no Brasil, com focos
notadamente em Sobral-CE (174 casos), Jacobina-BA (31 casos) ¢ Piaui (45 casos)
(ALENCAR, 1959; ALENCAR, 1978; LAINSON e SHAW, 1987; PESSOA, SILVA, ¢
FIGUEREDO, 1956). Em 1954, Deane consolida como uma zoonose no Nordeste, com
estudos de reservatorios naturais apontando a importancia do cado doméstico e de um canideo
silvestre da espécie Dusycion (Lycalopex) vetulus na manuten¢do da endemia. Atualmente o
agente etioldgico da LVA ¢ classificado como Leishmania (Leishmania) chagasi, de acordo
com critérios genotipicos e fenotipicos para caracterizacdo de espécies e subespécies e tem

estrutura semelhante com a L. infantum (BADARO e DUARTE, 2002).
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1.2 Epidemiologia

A leishmaniose visceral constitui uma das sete prioridades absolutas da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) no combate das grandes endemias, devido ao seu carater mundial,
estimado em uma populagdo exposta a transmissdo de aproximadamente 360 milhdes de
individuos. Cerca de 2 milhdes de novos casos surgem anualmente (1 a 1,5 milhdes de casos
de leishmaniose tegumentar americana ¢ 500 a 600 mil de leishmaniose visceral), de modo

que a prevaléncia mundial de LVA ¢ de 12 milhdes de casos anuais (WHO, 1998).

A LVA existe em 4 dos 5 continentes com exce¢do apenas da Oceania,
concentrando-se em 94 paises das regides tropicais (27 no Novo Mundo e 67 no Velho
Mundo — Africa, Europa e Asia) (BADARO e DUARTE, 2002). Dentre esses, verifica-se que
a maioria estd em paises em desenvolvimento, principalmente Brasil, Nepal, India e Sudio,
que concentram mais de 90% dos casos mundiais (WHO, 1988). O baixo nivel socio-
econdmico e cultural, a mé distribuicdo de renda da populacdo, o éxodo rural e as secas
periodicas, sdo fatores bastante comuns nas zonas rurais e periferias dos centros urbanos,
justificando o maior surgimento de casos nas areas endémicas. O estado de Bihar (India)
registrou em 1994 um dos maiores surtos epidémicos ja relatados, com 250 mil infectados.

Recentemente atribuiu-se ao calazar, 100 mil mortes em epidemia no Sudio.

Nas Américas, ha uma tendéncia crescente de casos autdoctones em centros urbanos e
periurbanos. Isto se deve as migracdes a partir de areas endémicas e a expansdo da
favelizacdo, onde grandes concentracdes populacionais convivem em mas condi¢des

sanitarias com caes infectados (GENARO et al., 2000).

Epidemiologicamente, a LVA assemelha-se ao calazar do Mediterraneo (Leishmania
donovani infantum). Apresenta-se como uma antropozoonose ainda predominantemente rural,
80% dos casos ocorrendo em criancas de 0 a 10 anos (61% abaixo dos cinco anos de idade) e
com maior prevaléncia no sexo masculino (BADARO et al, 1985; EVANS et al, 1985). A
suscetibilidade a doenga clinica estd intimamente relacionada com a desnutricdo e com a
baixa imunidade celular do individuo. O vetor Lutzomyia longipalpis ¢ encontrado nos paises

onde a doenca continua sendo ativamente registrada: Brasil (90% dos casos), Colombia,
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Venezuela, Bolivia, El Salvador, Honduras, México, Guatemala, Martinica, Guadalupe,

Equador, Suriname, Paraguai e norte da Argentina (MATTOS, 1998).

Os canideos silvestres (raposas) da espécie Dusycion (Lycalopex) vetulus sao
encontrados nas regides sudeste, centro-oeste e nordeste e os da espécie Cerdocyon thous sao
encontrados na Amazonia, em areas secas, sendo os reservatorios silvestres nas regides do
Pard e Ilha de Marajo, onde a doenca ¢ endémica. O cdo doméstico (Canis familiaris) ¢é
apontado como um dos principais reservatorios, servindo como fonte de infec¢ao dos
transmissores no Brasil, pois apresentam intenso parasitismo cutdneo em diversas areas
endémicas como Ceara, Para ¢ Amazonas (DEANE; DEANE, 1954 ¢ 1955; CUNHA ¢
ALENCAR; ANDRADE, 1963; SILVEIRA et al, 1982; LAINSON e SHAW, 1987; LIMA,
1995).

Ha relatos sobre identificacdo de Leishmania chagasi em gambas (Didelphis
albiventris), naturalmente infectados, no Brasil ¢ na Colombia (SHERLOCK et al, 1984.
Estes didelfideos possuem habitat peridomiciliar e por existirem em maior numero que as

raposas, tornam-se importantes no ciclo de manutencao da endemia.

Na India, Nepal e China, a doenga é causada por Leishmania donovani, tendo como
peculiaridade o acometimento da pele (leishmaniose dérmica pds-calazar) sendo o ser humano
0 unico reservatorio conhecido. Na costa do Mediterranco, Arabia, noroeste da China e
Africa, o agente etioldgico é a Leishmania infantum, apresentando caracteristico

envolvimento ganglionar, febre, hepato e esplenomegalia.

No Brasil, a leishmaniose visceral ¢ considerada doenca endemo-epidémica, com
surtos periddicos a cada 5 a 10 anos, distribuida em 17 dos 27 estados de quatro das cinco
regides brasileiras. Sua maior incidéncia se d4 no Nordeste, que concentra 92% dos casos, no
Sudeste (4%), Norte (3%) e Centro-Oeste (1%) (ALENCAR, 1983). Surtos epidémicos
urbanos foram registrados desde os anos 80 em Teresina (PI), e dessas em outros centros
urbanos como Sao Luis, Natal, Aracaju, Belo Horizonte, Santarém, Corumba e Fortaleza
(BRASIL, 1998). Sao registrados cerca de 3000 a 4000 casos por ano no Brasil, com um
coeficiente de incidéncia de 20,4 casos/100.000 habitantes em localidades do Nordeste. No
Cear4, verifica-se uma incidéncia sazonal bimodal (ALENCAR, 1978), com picos trés meses

99 ¢

apds os periodos chuvosos de inverno e de verdo (“as populares” “chuvas do caju”). Em

alguns locais, a letalidade pode chegar a 10%, mesmo nos pacientes submetidos a tratamento
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convencional (BRASIL, 1998). A taxa de letalidade nos casos ndo tratados varia de 75 a 95%,
em um a dois anos (BRASIL, 1996).

A co-infecgao HIV/LVA representa atualmente uma preocupacao para as autoridades
sanitarias mundiais. Ha registros de mais de 1000 casos em areas rurais e suburbanas do sul
da Europa, onde a LVA ¢ endémica, sendo que muitos casos entre os usudrios de drogas
injetaveis. Este tipo de transmissdo expandiu-se para os paises no norte da Europa (Alemanha,
Finlandia e Noruega), mudando o perfil epidemiologico classico de transmissdao da doenca,
onde o inseto vetor e o cdo participavam do ciclo natural. A LVA também ¢ endémica na
Italia, onde o agente etioldgico € a Leishmania infantum e os cdes domésticos sao 0s

principais reservatorios.

Outras fontes de infeccdo possiveis sdo hemotransfusdes, pois o diagnostico
soroldgico ndo estd incluido na triagem dos doadores de bancos de sangue; ha ainda casos de
infeccdo por exsangiliineotransfusdo em recém-nascidos. Foi descrita outra fonte de
transmissdo vertical, por transfusdo sangiliinea materno-fetal (GENARO et al., 2000, porém
sao de pouca importancia epidemiologica. Outro mecanismo de transmissao possivel, descrito
na Inglaterra na década de 1950, seria por intercurso sexual. Eventualmente a transmissao por

picada de carrapato foi citada na literatura, mas ndo confirmada.

O programa de vigilancia e controle da Leishmaniose visceral com o intuito de
reduzir as taxas de letalidade por meio do diagndstico e tratamento precoce estabeleceu
critérios para a tomada de decisdes,incluindo como caso suspeito de leishmaniose visceral:
todo individuo com febre e hepatoesplenomegalia, procedente de area com ocorréncia de
transmissdo de LVA, ou todo individuo com febre e hepatoesplenomegalia proveniente de
area sem ocorréncia de transmissdo, desde que descartados os diagnosticos diferenciais mais
freqiientes na regido. Considera-se como caso confirmado de leishmaniose visceral quando
houver a confirmagao clinico laboratorial do encontro do parasito em exame direto ou cultura,
ou quando a rea¢do de imunofluorescéncia indireta for positiva com titulo de 1:80 ou mais
desde que excluidos outros diagndsticos.O critério clinico epidemiologico ¢ empregado para
pacientes clinicamente suspeitos, sem confirmacao laboratorial, provenientes de area com

transmissao de LVA, mas com resposta favoravel ao teste terapéutico.
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1.3 Aspectos biologicos do parasito

e Morfologia
O parasito apresenta os seguintes aspectos morfoldgico:

Amastigota: forma obrigatoriamente intracelular (corpusculos de Leishman-
Donovan) (Locksley, 1985), arredondada ou oval, medindo 3 a 6 um de didmetro. Quando
fixadas e coradas pelos métodos derivados do Romanowsky (Giemsa ou Leishman), o
citoplasma cora-se em azul-palido ou azul-claro; o ntcleo grande e arredondado compreende
1/3 do corpo do parasito, que juntamente com o cinetoplasto em forma de pequeno bastao,

coram-se de vermelho-purpura.

Promastigota: forma alongada de 15 a 20um com flagelo de igual tamanho,
cinetoplasto anterior ao nucleo; o flagelo torna-se livre a partir da por¢do anterior da célula.
As formas infectantes, promastigotas metaciclicas, sdo encontradas livres ou aderidas na
por¢do anterior do aparelho bucal do inseto vetor, que sdo inoculadas nos hospedeiros

vertebrados durante o repasto sangiiineo.

o Habitat

Hé4 uma grande variedade de hospedeiros mamiferos, como roedores, canideos,
edentados, marsupiais, procionideos, ungulados primitivos, primatas e, entre estes, o0 homem.
No hospedeiro vertebrado, as amastigotas parasitom células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM), presentes em 6rgaos como medula dssea, bago, linfonodos, figado, rins,
placas de Peyer, intestinos e interior de leucocitos. O ciclo bioldgico da L. chagasi, ¢ do tipo
digenético heteroxénico, transmitidos por insetos hematdfagos fémeas de Lutzomyia
longipalpis, ao exercer o repasto sangiiineo. Ao picar um animal vertebrado infectado, o
inseto ingere, juntamente com o sangue, células do SFM, macrofagos e leucdcitos parasitodos
com as formas amastigotas, que no limen intestinal, multiplicam-se e transformam-se em
promastigotas, a partir de 15 horas do repasto infectante, colonizando o trato digestivo médio
e anterior do flebotomineo. A seguir transformam-se em paramastigotas, aderidos ao epitélio
por hemidesmossomos no esofago e faringe. E quando o inseto exercer novo repasto

sangiliineo sobre um hospedeiro susceptivel, inoculara promastigotas metaciclicas infectantes
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presentes no tubo digestivo anterior, probdscida, faringe e esofago (Report of a WHO expert
committee, 1990), que sdo fagocitadas por células do SFM, macréfagos teciduais e por
granulocitos neutrofilos, que se transformam rapidamente em amastigotas, adaptando-se a
novas condicdes fisiologicas intracelulares. As amastigotas multiplicam-se sucessivamente
através de divisdes binarias no interior do vactolo fagocitirio de macrofagos e quando
densamente parasitodos, rompem-se, pondo em liberdade amastigotas que serdo novamente
fagocitadas. Fecha-se o ciclo evolutivo vetor-vertebrado (NEVES, 1963; GENARO et al.,
2000; BADARO; DUARTE, 2002).

1.4 Interacao parasito-célula hospedeira

O mecanismo de escape das formas promastigotas ao Sistema Imunoldgico do
hospedeiro ocorre por ativacdo pelas vias cldssica e/ou alternativa das proteinas do Sistema
Complemento com disposi¢ao de fragdes C3 e seus produtos de clivagem (C3b, C3bi, C3dg)
na membrana do parasito. Moléculas de superficie dos promastigotas como GP63
(glicoproteina de peso molecular 63 kDa) e LPG (complexo glicofosforoglicano) sdo também
indicadas como importantes na adesdo do parasito e sua endocitose pelo macroéfago, que por
sua vez, possui receptores especificos para C3 e seus produtos CR1, CR2, CR3, CR4 do
complemento. Os anticorpos da classe IgG e as fibronectinas participam do processo de
adesdo dos promastigotas infectantes ao macroéfago por meio de receptores para por¢ao Fc das
IgG. Fisiologicamente, durante a endocitose pelo macréfago, a atividade respiratoria da célula
hospedeira aumenta intensamente a atividade dos fagolisossomos, liberando produtos toxicos
derivados do oxigénio, altamente lesivos para membranas celulares. O complexo litico final
do complemento (C5-C9) ¢ capaz de promover adesdo a superficie dos promastigotas e
provocar a lise dessas formas. A presenca de receptores para esses ligantes no macréfago
resulta numa forma de escape da Leishmania, a qual interioriza-se no fagossomo que se funde
aos lisossomos. Dessa forma o mecanismo microbicida do “burst” respiratorio de macrofagos
nao sera ativado e o parasito, pode sobreviver nas condi¢des do novo ambiente, transformar-
se em amastigota intracelular obrigatério, desenvolvendo-se e multiplicando-se por divisao

binaria, no meio acido do vactolo parasitéfago.
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1.5 Aspectos imunologicos da leishmaniose visceral americana

A Leishmaniose visceral americana ¢ uma doenca com disfuncdo imunologica
especifica resultando no parasitismo das leishmanias em macrofagos, hipergamaglobulinemia,
auséncia de resposta a testes intradérmicos de leishmanina, depressdo da resposta imune
celular e diminui¢do do numero de linfécitos T e presenga do complexo imune circulante,
havendo persisténcia de titulos elevados de anticorpos anti-leishmdnia anos apds o
tratamento, sugerindo que o parasito permaneca no hospedeiro apos a cura clinica da doenga
(BADARO et al., 1985). Resposta imunologica humoral e celular contra o parasito sdo
desenvolvidas pelo sistema imune do individuo, similar a resposta imunologica observada em

modelos murinos, com padrdes de resposta Th; e Thy.

Na modulagdo da resposta imune, o macréfago apresenta os antigenos aos linfocitos
T CD4". A resisténcia do hospedeiro associa-se a agdo seletiva e diferenciagio de células
efetoras “T helper” CD,  (Th;), que secretam um padrio de citocinas especificas pré-
inflamatorias: IL-2, INF-y, IL-12 e TNF-a. A susceptibilidade a infec¢do relaciona-se com a

resposta de células CDy4 (Thy) que produzem citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGF-, etc.

Estudos realizados com L. major com camundongos BALB/C infectados, que sao
geneticamente susceptiveis a leishmaniose, quando sdo infectados, desenvolvem resposta
imune com células tipo Th2, evoluindo para doenga severa e progressiva. Animais C3H/HeN,
que sdo geneticamente resistentes a leishmdania, quando sdo infectados, desenvolvem resposta
imune com células tipo Thl, produzindo INF-y, controlando a multiplicacdo da leishmdania,
tornando a doenca autolimitada. Camundongos BALB/C tratados com Ac. Anti-IL-4 resultam
em controle da leishmaniose. Animais C3H/HeN tratados com Ac. Anti-INF-y resultam em

progressao da infec¢do e doenca severa.

Algumas citocinas possuem carater regulador favorecendo ou inibindo a expansao de
células Th1 ou Th2 dependente de fatores tais como: dose de antigeno, células apresentadoras
de antigenos (APCs), via de inoculacao e padrao genético do hospedeiro. A subpopulagao Thl
(IL-2, INFy, IL-12, TNF-a) confere protecao, evitando o surgimento de doenga. O TNF-a ¢
importante na resposta natural ¢ em imunizagdes induzidas por antigenos. O INF-y inibe a

resposta Th2, controlando a multiplicacdo do parasito, ¢ um potente ativador de macrofagos
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na destruicdo dos parasitos; age sinergicamente com TNF-a, potencializando sua agdo.
Segundo Locksley (1985), a cura da leishmaniose visceral deve-se a liberagdao de citocinas

ativadoras de macréfagos, especialmente o INF-y, por linfécitos T sensibilizados.

A ativacao dos macrofagos leva a induc¢do de oxido nitrico sintase e a producao de
oxido nitrico, toxico para amastigotas intracelulares. A auséncia de produgdo de INF-y e a
liberacao de citocinas desativadoras de macrofagos, como as IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-f3, em
resposta a antigenos de leishmdnia, diminuindo a chance de ocorréncia de cura ou eliminagado
total do parasito. Acredita-se que a cura confira imunidade a cepa infectante. A IL-4 ¢ uma
citocina importante na progressao da doenca, inibindo a ativagdo de macrdofagos pelo INF-y, a
transcricdo do TNF-a e a produgdo de H,O,, inibindo a expressao do receptor de IL-2 ¢ a
producao de INF-y. A IL-10 age sinergicamente com a IL-4 e bloqueia a resposta Thl. Niveis
aumentados de IL-10 em sobrenadante de Fator de estimulagdo de colonias de mondcitos
(MCSF) estimuladas por L. chagasi bloqueia a ativacdo de Thl e conseqiientemente a
resposta citotoxica, pela reducao da producao de IL-12 (“down-regulation”) e INF-y; inibindo
a ativagao de macrofagos, diminuindo a capacidade de inativar a leishmdnia. Anticorpo anti-
IL-10 restaura a resposta linfoproliferativa e a producdo de INF-y em MCSF. Esta ¢ a mais
importante citocina envolvida na progressao da infec¢ao para a LVA. IL-12 ¢ produzida pelas
células NK (natural killer), exerce papel fundamental na ativacdo da populagdo de INF-y e no
direcionamento para resposta Thl. A incapacidade das células mononucleadas produzirem IL-
12 suprime a resposta citotoxica. A adi¢ao de IL-12 restaura a produgdo de INF-y e a resposta
linfoproliferativa, ativando a resposta citotoxica. A IL-10 anula os efeitos da IL-12 na indugao

da producao de INF-y.

Badar6, et al (1986) compararam a sensibilidade e especificidade de antigenos
extraidos de cepas de Leishmania chagasi para o diagnostico do calazar obtendo resultados
satisfatorios. Os testes de ELISA, teste de aglutinacao indireta e imunofluorescéncia indireta
sdo sensiveis, mas resultados falso-positivos podem ocorrer com soros de individuos com
Hanseniase, Doen¢a de Chagas, Malaria, Esquistossomose, Toxoplasmose e Leishamiose

tegumentar americana (LTA).

Como o calazar promove uma estimulacdo da linhagem de linfocitos B, com

elevacdo das imunoglobulinas G (IgG) de maneira policlonal, os testes sorologicos contra
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diversas doencgas parasitdrias e bacterianas podem se positivar na fase aguda, havendo falsos-
positivos. Os testes cutaneos, por outro lado, tendem a ser negativos, por inibicdo da
imunidade celular e da hipersensibilidade tipo IV (tuberculina, histoplasmina, tricofitina,
candidina, etc). A reacao de Montenegro (leishmanina) ¢ negativa durante a fase aguda do
calazar e volta a se positivar apos o tratamento. Além disso, como o Montenegro apresenta
reacdo cruzada com as leishmanioses cutaneas e mucocutaneas, ndo pode ser utilizado como
parametro de prevaléncia exclusiva de leishmaniose visceral, em areas onde as vérias
leishmanioses coexistem. E necessario portanto, um teste que sirva de “screening” sorologico

especifico para Leishmania chagasi.

Quando formas flageladas ou promastigotas metaciclicas infectantes sdo introduzidas
na pele do hospedeiro vertebrado mamifero, reacdes teciduais inaparentes podem ocorrer,
produzindo uma resposta inflamatoria aguda inespecifica com marginagdo e exsudagdo de
polimorfonucleares neutrofilos e eosindfilos que fagocitam e destroem parasitos previamente
opsonizados pelo complemento, auxiliado ainda por uma IgG especifica que aumenta a
fagocitose por esses granulocitos. Os macrofagos apresentam grande atividade fagocitica para
as leishmanias, mas tém pouca agao leishmanicida. As amastigotas fagocitadas sobrevivem e
se multiplicam no interior de vacuolos fagociticos. Moléculas de superficie do parasito como
LPG e GP63 protegem o parasito da lise no fagolisossomo inibindo os mecanismos oxidativos
e as enzimas lisossomicas (RUSSEL; WILHELM, 1986; KING; CHANG; TURCO, 1987,
ETGERS; BOUVIER; BORDIER, 1986). A enzima fosfatase acida de superficie da L.
donovani também bloqueia a producdo de metabolitos oxidativos, protegendo o parasito no
fagolisossomo. Quando parasitos opsonizados pelo complemento penetram nos macrofagos,
ha inibi¢do da sintese de superoxidos promovendo condigdes favoraveis a sua sobrevivéncia.
Ao contrario, quando a endocitose do parasito ¢ mediada por receptores dos macrofagos para

manose-fucose ou para fibronectina, a destrui¢ao do agente ¢ facilitada.

Na modulagdo da resposta imunologica do hospedeiro, o macrofago apresenta o
antigeno aos linfocitos T CD,", podendo haver evolugdo para o polo hiperérgico caracterizado
pelo perfil de linfocinas da subpopulagdo Th; (IL-2, INF-y). O INF-y inibe a proliferacdo de
células Th, e ¢ considerado o mais potente ativador de macrofagos na destruicdo da
leishmania, a¢do potencializada pelo TNF-a, destruindo as leishmanias através dos sistemas

micro e macrofagicos, determinando o controle imunoldgico da doenga. Outras substancias
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como o fator estimulador de crescimento de colonias de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF)

também estimula macrofagos.

No pélo anérgico, a subpopulagdo de células Th, (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e TGF-B)
determina a progressao da doenca. A IL-4 inibe a expressao do receptor de IL-2 e producdo de
INF-y, sendo o fator mais importante para mediar esta progressdo, inibindo a ativagdo de

macrofagos pelo INF-y, a transcricdo do TNF-a e a capacidade de producao de H,O».

A 1IL-10 inibe a liberagdo de citocinas de células tipo Th;. As leishmanias
ultrapassam do ponto de inoculagdo e parasitom células do sistema SFM, multiplicam-se por
divisdo bindria simples e se disseminam, causando hipertrofia e hiperplasia de visceras

macicas e colonizam macréfagos residentes em outros 6rgaos.

A indugdo das células para os poélos Th; ou Th, depende da dose do antigeno, da
forma de apresentagdo pelas células apresentadoras de antigeno (APC), da via de inoculacao e

de fatores genéticos do hospedeiro.

Estudos genéticos em camundongos C5BL indicam a existéncia de um gene
autossomico situado no cromossomo 1, conferindo resisténcia a espécie a infecg¢do pela L.
donovani, enquanto nos animais Balb/C a inexisténcia do gene confere susceptibilidade
(LAURENTI, 1993), sugerindo que mecanismos genéticos determinem resisténcia natural ou

susceptibilidade a infecgdo.

1.6 Aspectos morfolégicos

No figado, no polo anérgico da doenga, encontra-se o padrdo tipico, caracterizado
por hipertrofia e hiperplasia acentuada das células de Kupffer, densamente parasitodas,
ocupando a luz dos sinusodides, e focos de infiltrado linfoplasmocitario intralobulares. Os
hepatodcitos exibem esteatose macro e microgoticular de intensidade variavel, atividade

regenerativa discreta, sendo infreqiiente a necrose de células isoladas.

Macroscopicamente, o figado encontra-se aumentado de volume, ocupando grande

parte da cavidade abdominal, deslocando as visceras do sitio de implantacdo anatdmica.



30

Mantém-se preservadas a forma e a consisténcia com bordas regulares e superficie lisa do
orgdo. Cortes histologicos revelam preservacdo da lobulagdo com aspecto em noz-moscada
pela esteatose discreta ou superficie congesta com pontilhados avermelhados ou apagamento

da lobulacao.

Reacdo imunohistoquimica com anticorpo policlonal especifico para leishmania
evidencia grande quantidade de material antigénico no citoplasma de células de Kupffer,
macrofagos, estroma portal e espaco de Disse, com marcadores indicando presenga de IgM,

IgG e IgA.

A microscopia eletronica observa-se intensa ativagdo das células de Kupffer com um
aparelho fagocitico proeminente e presenga de formas amastigotas integras e em
desintegracao em vacuolos fagociticos. As células de Ito permanecem geralmente incolumes,

sem exibir sinais de ativagdo (BADARO; DUARTE, 2002).

No padrao nodular hepatico ocorre a escassez dos parasitos e o diagndstico etioldgico
pode ser confirmado por reagdo imunohistoquimica, microscopia eletronica ou métodos de
biologia molecular. S3o indicados para este tipo de investigacdo individuos com
epidemiologia e quadro clinico-laboratorial sugestivos de LVA, mas com pesquisa e/ou
cultura de leishmania negativas na medula 6ssea, figado ou bago nas infec¢des subclinicas.
Caracteriza-se histologicamente pela presenca de células inflamatérias (linfocitos T e B,
macrofagos e plasmdcitos) na intimidade dos l6bulos hepaticos e nos espagos porta, sem
predilecdo por zonas acinares. As formas amastigotas sdo escassas, nao sendo vistas no

citoplasma das células de Kupffer, exibindo discreta ou moderada hipertrofia e hiperplasia.

No padrdo fibrogénico Gelin (1954) observou que, embora o figado seja menos
precocemente comprometido que o bago, representa um dos setores organicos mais afetados,
onde o aumento de volume decorre de um processo de hiperplasia pulpar, reagdo macrofagica
e eritroblastica acentuadas, culminando em uma hepatomegalia de grande vulto, podendo
acompanhar-se de ascite e até de circulacdo colateral superficial de tipo porto-cava, na parede
abdominal. Rogers (1908) descreveu o papel fibrogénico hepatico da Leishmania donovani
em 25% dos casos de calazar indiano, caracterizado por fibrose hepatica intralobular difusa,
semelhante a encontrada na sifilis congénita, sem fibrose portal e sem nodulos regenerativos.
(BOGLIOLO, 1956; DUARTE, 1987; GOSWAMI, 1970; RODRIGUES DA SILVA; DE
PAOLA, 1958; ROGERS, 1908). Os pacientes que apresentam hipertensdo porta e
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insuficiéncia hepatica, quadro conhecido como “Cirrose de Rogers”, muito embora os
critérios histologicos ndo compreendam uma verdadeira cirrose (GOSWAMI, 1970;

ROGERS, 1908).

Nattan-Larrier (1918) confirma achados semelhantes em casos de autdpsia
provenientes da India, em individuos adultos com calazar crénico, assumindo a cirrose do
figado um aspecto bem delimitado e excepcionalmente difuso. Na “Cirrose de Laennec”,
ocorre acentuado desarranjo da arquitetura lobular, distor¢ao trabecular, neoformacao e outros

aspectos peculiares ao classico tipo de fibrose hepatica com cirrose franca.

Material antigénico de leishmanias e depositos de IgG, IgM e IgA sdo identificados
nas células de Kupffer e no espago perissinusoidal por imunohistoquimica. A estimulacao
antigénica prolongada das células de Kupffer e sua hiperplasia e hipertrofia poderiam ser
responsabilizadas por: (1) alteragdo da microcirculagcdo no sinuséide e espago perissinusoidal,
levando a dificuldade de circulagdo de fluidos com estase e ampliagdao do espaco de Disse; (2)
disturbio na producdo de colagenases e outras enzimas responsaveis pelo catabolismo do
colageno, causando desequilibrio entre produgdo/degradacdo; (3) produgdo excessiva de
fibronectina que, no espaco perissinusoidal, funcionaria como fator estimulador de
fibrinogénese; (4) liberagdo de fator de crescimento de células de Ito, aumentando a
fibrinogénese; (5) secrecdo de monocinas e prostaglandinas ativadoras da migragdo e

proliferagio das células de Ito (BADARO; DUARTE, 2002).

Segundo Duarte; Sesso; Brito (1978), em estudo de necropsia pulmonar de casos de
LVA, observou-se incidéncia de pneumonite intersticial em 76,9%.Padrao histologico
idéntico foi encontrado também em portadores de doenga em fase ativa (ANDRADE e
YAIBUKI, 1972; RASO; SIQUEIRA, 1964). Freqiientemente relata-se quadro histologico
tipico de pneumonia intersticial associada a co-infecgdo com Leishmaniose/HIV

(MATHERON et al., 1992).

O envolvimento septal pulmonar na LVA em hamsters infectados experimentalmente
com cepas viscerotropicas de L. donovani e L. chagasi revelou pneumonia intersticial em 85%
dos animais infectados, evoluindo em trés fases distintas: exsudativa inicial e fugaz, com
infiltrado de neutréfilos nos septos; celular semelhante a forma mais encontrada no homem,;

fibrotica caracterizada por finas faixas de fibrose septal.
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Estudo histolégico pulmonar de cdes naturalmente infectados com leishmania
chagasi durante surto epidémico revelou 80,6% de pneumonia intersticial distribuidas nas
fases celular (46,9%), celular/fibrética (21,9%) e fibrotica (12,2%), material antigénico no
citoplasma de macrofagos livres na luz dos alvéolos ou corando formas amastigotas em
apenas 30% dos casos. A etiologia leishmaniotica pode ser confirmada por reacao

imunohistoquimica utilizando-se anticorpo policlonal especifico para leishmanias.

A tosse seca, persistente, que surge geralmente no inicio dos sintomas, prolonga-se
durante o periodo de estado e desaparece com a cura da LVA (BADARO et al., 1986;
PRATA, 1957). A broncopneumonia representa a infec¢do bacteriana secundaria mais
freqliente, causada pelos mesmos agentes etioldgicos dos individuos imunocompetentes ¢ uma

importante causa de 6bito na doengca (NICODEMO, 1991).

Ao exame macroscOpico, as alteragdes renais sdo pouco expressivas, podendo
apresentar-se congestos e aumentados de volume. As anormalidades da fun¢do renal
traduzem-se por proteintria, hematiria macroscopica, uréia e creatinina elevadas no soro e
clearance de creatinina diminuido (GUAN, 1991; HANDMAN; BUTTON; McMASTER,
1990), normalizando-se com o tratamento antiparasitario leishmanicida (DUTRA;

MARTINELLIM; CARVALHO, 1985).

Ao exame microscopico dos rins, observa-se nefrite intersticial de intensidade
variavel entre graus discreto, moderado e intenso, sendo a regido cortical a mais acometida,
com exsudagdo de plasmocitos, linfocitos € macrofagos em torno dos pequenos vasos, nao se
observando vasculite nem agressdo da membrana basal tubular ou do epitélio tubular. A
pesquisa direta de formas amastigotas constitui-se achado raro, mesmo quando da utilizagao
de coloragdes especificas que facilitem a visualizagdo dos parasitos. Pode ser detectado por
imunohistoquimica material antigénico de leishméania nos focos inflamatérios, no citoplasma
de macréfagos ou livres na matriz extracelular do intersticio. O comprometimento
inflamatorio intersticial renal ocorre no homem, caes naturalmente infectados ¢ em hamsters e
caes inoculados experimentalmente com cepas viscerotropicas de leishmanias (ALENCAR,

NEVES; DIETZE, 1986).

A correlagdo clinico-patologica da nefrite intersticial em alguns individuos que

progrediram para insuficiéncia renal aguda, associa-se a isquemia renal com moderada ou
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intensa nefrite (NICODEMO; AMATO NETO, 1984) e a regido medular geralmente ndo ¢

acometida.

Nos glomérulos, ocorre hipertrofia e hiperplasia das células mesangiais, com
espessamento membranoso fibrilar ou hialino da matriz mesangial. Ha deposicdo de
imunocomplexos circulantes no mesangio com IgG, IgM, IgA, fracdo C; do complemento,
fibrinogénio e, ocasionalmente, antigeno leishmanidtico. A microscopia eletronica observam-
se pequenos depodsitos eletrodensos no mesangio, na membrana basal proxima as células
mesangiais e, por vezes, na regido subendotelial ou subepitelial (BRITO et al., 1975;
WEISINGER et al., 1978). Em hamsters e cdes ocorre amiloidose glomerular extensa e grave
por exaustdo do SFM, em virtude da estimulacdo antigénica constante e prolongada. No
homem, amiloidose glomerular raramente ¢ encontrada, podendo ocorrer glomerulonefrite
mesangioproliferativa com comprometimento da membrana basal glomerular e grande

quantidade de imunocomplexos depositados nos glomérulos (SARTORI et al., 1991).

A esplenomegalia encontrada na LVA deve-se a reatividade do sistema
reticuloendotelial (SRE) e a congestao dos sinuséides, podendo o bago chegar até a fossa
iliaca direita. A macroscopia do 6rgio verifica-se acentuado aumento de volume, consisténcia
firme, capsula tensa com espessamentos focais. A microscopia, evidencia-se hipertrofia e
hiperplasia do SFM com macrofagos densamente parasitodos por formas amastigotas
abundantes na polpa vermelha e polpa branca apresentando redu¢do da densidade celular
linfocitaria, particularmente em zonas T dependentes e polimorfismo celular. Ocasionalmente
verificam-se focos de amildide depositados na polpa branca e/ou nos sinusodides (DUARTE,

1975).

Nos linfonodos, geralmente ndo ha exibi¢do acentuada do aumento do volume,
apesar da proliferacdo e parasitismo das células do SFM. O exame microscopico revela
reatividade dos seios marginais, intermediarios € medulares, com hipertrofia e hiperplasia. Os
foliculos linfoides, pouco aumentados de volume, exibem atividade dos centros germinativos
ou hipercelularidade perifolicular e progressivo aumento de células pironinofilicas. Na area
paracortical ha deplegdo progressiva de linfocitos e plasmocitose. Esta proliferagcdo folicular e

diferenciagdo de linfocitos em plasmoécitos podem explicar a hipergamaglobulinemia.

Cortes histologicos da medula oOssea evidenciam hipocelularidade da série

granulocitica e bloqueio de granuldcitos na série neutrofilica. Portanto, levando a leucopenia
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geralmente inferior a 3.000/mm’ e neutropenia decorrente de redugio da reserva medular, de

seqiiestro esplénico ou de reagdes de autoimunidade.

A série vermelha apresenta hipercelularidade relativa em relagao a granulocitica com
predominancia microeritrobléastica. A anemia ¢ decorrente de bloqueio de producao na medula

Ossea, seqiiestro esplénico e hemolise por mecanismo imunologico.

A série megacariocitica apresenta-se normo ou hipocelular, mas hipoplaquetopénica.
A plaquetopenia, geralmente moderada, ¢ causa de hemorragia, ¢ atribuida a diminuicao de

maturacao medular e destruicao periférica por fatores imunitarios.

Existe hipercelularidade macrofagica com alto parasitismo por formas amastigotas.
Linfocitose ¢ mais acentuada em criancas. Também ha plasmocitose, mas ¢ evidente a

escassez ou auséncia de eosindfilos.

Hipoalbuminemia ¢ freqiiente e decorre do aumento do catabolismo protéico, fatores
nutricionais, doencgas parasitarias associadas e comprometimento jejunal, com perda entérica
de albumina. A hipoalbuminemia ¢ decorrente da enteropatia perdedora de proteinas, vista
através da perda de albumina marcada com cromo 51 (TIMERMAN, 1990). A liberagao de
prostaglandina E, pelos macréfagos parasitodos ao nivel do microambiente da mucosa
intestinal desencadeia o processo inflamatdrio. Muitos individuos queixam-se de mudangas no
habito intestinal, que variam de diarréia aguda profusa a constipagdo, enquanto outros sao
diagnosticados em cortes histologicos post-mortem, visualizando-se autdlise da mucosa
intestinal e ulceragdes secundarias a processos infecciosos. A hipergamaglobulinemia decorre
da ativacdao policlonal de linfocitos B, havendo inversdo na relagdo albumina globulina

caracteristica laboratorial marcante para o diagnostico.

Segundo Badaré e Duarte (2002), em estudo histologico de bidpsias de intestino
delgado, verifica-se freqiiente e constante comprometimento da mucosa jejunal, representada
por infiltrado inflamatério rico em macrofagos densamente parasitodos, plasmocitos e
linfocitos, bem como edema e alargamento das vilosidades, sem alteragdo da arquitetura da
mucosa e dilatagdo dos linfaticos. A funcdo intestinal de absor¢do de pentoses encontra-se

preservada, em investigacao pela prova de d-xilose.



1.7 Diagnostico diferencial

e Parasitarias:
- Esquistossomose hepatoesplénica;
- Sindrome de esplenomegalia reativa a malaria
- Toxoplasmose
- Toxocariase
- Doenca de Chagas aguda.
e Bacterianas:
- Endocardite infecciosa subaguda;
- Febre tifoide;
- Tuberculose miliar;
- Brucelose;
- Abscesso hepatico;
- Enterobacteriose septicémica prolongada.
e Fungicas:
- Histoplasmose disseminada.
e Virais:
- Infecgdo aguda pelo virus da imunodeficiéncia humana;
- Citomegalovirose;

- Mononucleose infecciosa;

35
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- Hepatite cronica com cirrose hepatica e hiperesplenismo.
e Neoplasias hematoldgicas mieloproliferativas:

- Leucemia mieloide cronica;

- Metaplasia mieldide agnogénica(mielofibrose idiopatica.
e Neoplasias hematologicas linfoproliferativas:

- Leucemia de células pilosas;

- Leucemia linfocitica cronica

- Leucemia linfocitica aguda

- Linfomas;

- Mieloma multiplo;

- Macroglobulinemia de Waldenstrom.
e Misceldnea:

- Anemia hemolitica;

- Talassemia major;

- Doenga de Gaucher;

- Doenga de Still.

e Malaria

E uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de evolugdo cronica, com manifestagoes

episodicas de carater agudo, causada por protozoarios do género Plasmodium.

Plasmodium vivax (50,3% dos casos), Plasmodium falciparum (48,8%) (BRASIL,
1980-1990). Ao final da primeira semana, com o desenvolvimento da resposta imune, a

esquizogonia torna-se sincronica e a febre tende a ser intermitente alta (40°C), geralmente de
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inicio subito, precedida de calafrios. Os paroxismos febris duram entre 2 a 6 horas, seguidos
de sudorese profusa. Com a evolugdo da doenga, o individuo torna-se progressivamente
anémico. Ocorre seqliestro de hemaécias, parasitodas ou ndo, pelo sistema reticuloendotelial e,
ao final da primeira semana, o figado e o baco geralmente podem ser palpados, ambos
dolorosos. Ocorre em alguns casos ruptura esplénica espontanea ou decorrente de palpagao
grosseira. A ictericia surge como conseqiiéncia de hemolise intravascular rapida, que
ultrapassa a capacidade excretora do figado. Os sinais e sintomas da maléria cronica
constituem em fraqueza, surtos intermitentes de febre, anemia intensa e
hepatoesplenomegalia. Nao ha desenvolvimento nesta condi¢do de cirrose ou fibrose hepatica
aprecidvel, mesmo nas formas de longa duracdo. A confirmagdo do diagnostico ¢ feita pela
demonstragdo do parasito em lamina de sangue periférico (esfregaco ou gota espessa), coradas

por um derivado do Romanowsky (Giemsa ou May-Griinwald-Giemsa).
e Sindrome da mononucleose infecciosa

Doencga causada pelo herpesvirus Epstein-Barr (EBV) em mais de 90% dos casos,
porém, outros agentes infecciosos causam a doenca denominada mononucleose-simile ou
“like” entre os quais; o citomegalovirus, adenovirus, virus da hepatite, Virus da
imunodeficiéncia humana, virus da rubéola, Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, Listeria

monocytogenes.

O periodo de incubagdo ¢ de 30 a 50 dias. Em 10 a 20% das pessoas saudaveis

soropositivas excretam o virus EBV.

O EBV tem sido associado ao linfoma de Burkitt na Africa, ao carcinoma
nasofaringeo, a doenga de Hodgkin, linfoma de células B em pacientes transplantados e em
portadores de imunodeficiéncia, incluindo AIDS, leucoplasia oral pilosa e pneumonia

intersticial linfoide.

Caracterizada por linfadenomegalia generalizada, com ganglios pouco dolorosos,
moveis, sem sinais flogisticos, ndo aderentes. As amigdalas sdo freqiientemente hipertrofiadas
e hiperemiadas e cobertas por um exsudato pseudomembranoso simulando angina diftérica.
Hé exantema maculopapular em 10% dos casos, febre, sinal de Hoagland (edema palpebral).
Esplenomegalia esta presente em 50%, hepatomegalia em 15%, e alteragdes de enzimas

hepaticas sdo detectadas em 80% dos pacientes. O hemograma ¢ bem caracteristico, sendo
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evidenciavel, em mais de 90% dos casos, leucocitose com 10.000 a 20.000 células/ml, dos
quais 2/3 sao linfocitos. Os linfocitos atipicos correspondem a 20-40% do total. Plaquetopenia

(50.000-100.000) ¢ freqiiente.

O diagnéstico clinico ¢ presuntivo, com linfomonocitose e linfocitos atipicos no
hemograma, porém a confirmagao etiologica s6 ¢ dada por testes soroldgicos especificos para
pesquisa de anticorpos: 1) Reagdo de Paul-Bunnell-Davidson: deteccdo de anticorpos
heterofilos. Tem valor significativo em titulos iguais ou superiores a 1:56, sugere o

diagnostico de mononucleose infecciosa.

e Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

O protozoario leishmania pode comportar-se com oportunista em pacientes com
SIDA prolongada, elevada carga viral e nivel de linfécitos CDs" < 400 células/mm’,
recidivante por varios fatores dentre os quais, imunodepressdo induzida por droga,
transplante, doencas neopldsicas etc. estimando-se mais de 900 casos de co-infecgdo
leishmaniose/HIV notificados na literatura. A ocorréncia de linfadenomegalia (> a 0,5cm) de
evolugcdo cronica em lactentes e criancas, com ganglios localizados em vérios sitios,
indolores, moveis, sem sinais flogisticos e freqiientemente associados a
hepatoesplenomegalia. A concomitancia desses sinais clinicos com infecgdes bacterianas de
repeticdo, pneumonia intersticial, aumento de pardtidas, candidiase oral de repeticao, diarréia
cronica, desnutricdo e atraso no desenvolvimento neuropsicomotor refor¢a ainda mais a
probabilidade de SIDA. Como nio existe sinal patognomdnico, ¢ importante um alto grau de
suspeicdo, lembrando-se que a auséncia de evidéncias epidemiologicas de grupo de risco

materno ou paterno nao exclui a possibilidade de infecg¢ao pelo HIV.

e Doenca de chagas aguda

Em cerca de 50% dos casos pode haver o sinal de Romafia (edema localizado em um
dos olhos com sinais inflamatdrios, conjuntivite e dacrioadenite). Ha infartamento ganglionar
regional. Na fase aguda pode cursar com febre, linfadenomegalias generalizadas,
hepatoesplenomegalia, miocardite, meningoencefalite € queda do estado geral. O hemograma
apresenta alteracoes semelhantes as da sindrome de mononucleose € o diagndstico pode ser
feito por xenodiagnostico, demonstragdo do parasito em gota espessa de sangue periférico e

reacdes soroldgicas.
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Pode apresentar-se em criangas ap6s transfusdo de sangue e hemoderivados ou

ocasionalmente em areas endémicas (principalmente regides sudeste, centro-oeste e sul).

e Linfomas e leucoses

Infiltracdes ganglionares malignas podem surgir em qualquer época da vida e devem
ser diferenciadas das causas infecciosas. Ocorre acometimento de cadeias ganglionares,
hepatoesplenomegalia e sinais sist€émicos freqlientes como febre, astenia, anorexia e palidez.
Sangramentos e petéquias sdo particularmente freqlientes nas leucoses. O hemograma nas
leucoses e a bidpsia ganglionar e/ou de medula éssea nos linfomas podem esclarecer o
diagnostico. Ambos cursam com VHS muito elevada. Leucemia linfocitica aguda ¢ a

apresentacao mais freqiiente em criangas e leucemia mieldide cronica no adulto.

e Esquistossomose mansonica

A forma aguda traduz a hipersensibilidade do hospedeiro a antigenos do parasito,
manifestando-se por sintomas e sinais inespecificos: febre, anorexia, dor abdominal,
acompanhados ou nao de hepatoesplenomegalia. As manifestacdes da doenca cronica podem
evoluir durante muito tempo assintomaticas ou oligossintomaticas. Outros revelam dor
abdominal, diarréia com raias de sangue, figado aumentado de volume, inapeténcia e perda de
peso. A forma hepatoesplénica ocorre em 2 a 10% dos individuos, predominando em criangas
e adultos jovens. H4 presenca de aumento de volume abdominal e hemorragias digestivas,
causadas por ruptura de varizes esofagicas, conseqiientes a hipertensdo porta. E a forma mais
grave da doenca, e a ascite ¢ o sinal mais freqliente de descompensacdo. A forma
hepatointestinal ou intestinal representa 90% dos casos. Presenga de diarréia alternando com

obstipagdo. Pode ser assintomatica, havendo apenas discreta hepatomegalia ao exame fisico.

Os achados laboratoriais da doenga na fase aguda consistem em leucocitose com
eosinofilia, enquanto que na fase cronica, hd leucopenia, plaquetopenia e anemia, na forma
hepatoesplénica. A eletroforese de proteinas plasmdticas mostra hipergamaglobulinemia
acentuada. A confirmacdo diagndstica da esquistossomose ¢ feita com a presenga de ovos do
parasito nas fezes. Exame parasitologico pelos métodos de sedimentacdo espontidnea de
Hoffman, Pons e Janer ou pelo Kato-Katz, permitem avaliacdo qualitativa da carga
parasitaria. A biopsia retal permite coletar fragmentos da mucosa intestinal e identificar a

presenga de ovos, e seu estado de viabilidade (SOLI, 1998).
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e Febre tifoide

Doenga febril, aguda, sistémica, de transmissdo fecal-oral causada por bactérias do
género Salmonella, parasitos de crescimento intracelular, predominante no sistema fagocitico
mononuclear, determinando hepatoesplenomegalia (50-60% dos pacientes), febre alta (39-
40°C) no final da primeira semana, permanecendo nas semanas subseqiientes de forma

continua.

Diagnoéstico  laboratorial:  isolamento bacteriano através de hemoculturas,
coproculturas, mielocultura, urinocultura, cultura de fragmentos de roséola tifoidica, cultura
de bile ou aspirado duodenal, fragmentos de ganglios, pleura, pericardio, vesicula, liquido
pleural, peritoneal ou de abscessos, liquor, etc. Diagnostico sorologico: reacdo de Widal —
quantificacdo de dois tipos de aglutininas, anti-O (antigeno somatico) e anti-H (antigeno
flagelar). O hemograma evidencia: anemia, leucopenia, neutropenia, linfomonocitose relativa
e plaquetopenia. A VHS estd normal ou baixa. O proteinograma estd normal e a sorologia

para LVA ¢ negativa.

e Endocardite infecciosa subaguda (EI)

A EI ¢ incomum na primeira década de vida, mais freqiiente no sexo masculino,
aguda ou subaguda. A sindrome comega usualmente duas semanas apos o evento precipitante
com sintomatologia constitucional como astenia, fatigabilidade, perda de apetite,
emagrecimento, sudorese noturna e dores generalizadas. A febre ¢ universal, exceto em
pacientes debilitados, idosos e com uremia. Normalmente ¢ de baixa intensidade (menos de
39°C), podendo nos casos agudos ser muito alta, acompanhada de calafrios, tosse e dor
toracica de carater pleuritico e progressao rapida para sepse. Os sopros cardiacos estdo
presentes na grande maioria dos pacientes. Um sopro novo ou mudanca das caracteristicas de

um ja existente ocorre em 30-50%, esplenomegalia ¢ detectada em 30% dos casos.

O diagnodstico laboratorial inclui: hemograma com anemia normocrOmica e
normocitica (70%), leucocitose com desvio a esquerda, aumento de VHS na maioria dos
pacientes, sumario de urina com hematliria microscopica, proteiniria e leucocituria;
proteinograma com hipergamaglobulinemia na EI subaguda. Diagndstico imagenoldgico: a

sensibilidade da ecocardiografia transesofagica ¢ de 90-100% e pode detectar vegetacdes de
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até 2mm de tamanho. A ecocardiografia transtoracica tem sensibilidade de 40 a 63% e o

tamanho minimo da vegetacdo detectavel ¢ de Smm.

Os critérios utilizados para o diagnostico sdo os da Duke University (CARVALHO,
SILVA; ABUJAMRA, 1999; SOHSTEN e KAYE, 2002). Critérios maiores ou principais: 1)
hemocultura positiva; 2) evidéncia de envolvimento cardiaco ao exame fisico. Critérios
menores ou secundarios: 1) predisposicdo como uso de drogas endovenosas ou lesdo cardiaca
predisponente; 2) sindrome febril sem causas dbvias; 3) fendmenos vasculares — embolismo,
infartos pulmonares, lesdes de Janeway, manchas de Roth, hemorragias conjuntivais,
aneurisma micotico, sangramento intracraniano; 4) fendmenos imunoldgicos — nddulos de
Osler, glomerulonefrite, presenca de fator reumatdéide ou VDRL falsamente positivo; 5)
evidéncia microbioldgica e ecocardiograma consistente com EI, mas que ndo satisfaz ou
preenche os critérios maiores. O diagnostico definitivo: 1) critérios patologicos —
microorganismo demonstrado por cultura ou por andlise histologica em vegetacdo, émbolo
séptico ou abscesso cardiaco; 2) critérios clinicos — dois critérios maiores ou um critério

maior e trés secundarios ou cinco critérios secundarios.
¢ Enterobacteriose septicémica prolongada

Em areas endémicas onde salmonelas e esquistossomos coexistem, pode acontecer
uma interagdo sinergistica entre bactérias e parasitos acarretando quadros clinicos arrastados
com “sintomas atipicos de febre tifoide”. As bactérias, através dos pili bacterianos, aderem-se
a receptores especificos do intestino e tegumento do parasito, permanecendo até a morte

destes.

Principais manifestagdes clinicas: febre irregular de longa duracdo acompanhada de
calafrios, sudorese, cefaléia, hepatoesplenomegalia pronunciada, sendo a consisténcia do
figado firme e o mesmo levemente doloroso a palpacdo. O bago freqiientemente ultrapassa a
cicatriz umbilical. H4 ainda emagrecimento e palidez cutdneo-mucosa. Diarréia e dor
abdominal repetem-se em todos os casos. Adenomegalia, edema de membros inferiores,

petéquias, sangue e muco nas fezes e ictericia podem fazer parte do quadro.

Proteinas plasmaticas: inversdo da relacdo albumina/globulina. Eletroforese de
proteinas real¢ca elevacdo acentuada da fragdo gama, alfa 1 e alfa 2. O mielograma revela

aumento de eosinofilos, hiperplasia da série granulocitica, plasmocitose e auséncia de



42

bloqueios de maturagdo. O leucograma revela leucocitose moderada, eosinofilia, neutrofilia
moderada. Eritrograma: reducdo dos eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito. Anemia
hipocromica e normocitica. Isolamento de enterobactérias através de hemoculturas,
mielograma, urina, bile e fezes. Reagao de Widal positiva quando S. typhi e S. paratyphi sao
os agentes responsaveis pela infeccdo. Sorologias para calazar negativas. O lobo esquerdo do

figado esta mais aumentado devido a esquistossomose (BADARO; DUARTE, 2002).
e Mieloma multiplo

Doenca maligna de plasmocitos caracterizada pela presenca de imunoglobulina
monoclonal ou cadeias leves no soro e na urina e destruicdo dssea causada por tumores focais
de plasmocitos sendo o exame radiografico inicial normal ou com rarefagdao O0ssea, embora
lesdes liticas difusas, em “saca-bocado” sejam tipicas. Acomete individuos com idade
superior a 50 anos, queixando-se de dor odssea e palidez leve. A velocidade de
hemossedimentacao eleva-se. Sindromes clinicas freqiientes do mieloma multiplo: 1) devidas
ao envolvimento da medula 6ssea por plasmocitos: anemia, hipercalcemia, osteoporose e
lesdes osteoliticas, osteoesclerose (sindrome POEMS - polineuropatia, organomegalia,
endocrinopatia, gamopatia monoclonal e alteragdes cutineas, plasmoécitos extra-dsseos; 2)
devidos a proteina anormal: hiperviscosidade, amiloidose, hipergamaglobulinemia (por
hipercatabolismo); 3) devidas a excre¢ao da proteina de Bence-Jones: insuficiéncia renal
(hipercalcemia e amiloidose) O mielograma, obtido através do aspirado de medula 6ssea,
evidencia 10-20% de plasmocitos, com morfologia bizarra apresentando células binucleadas e
multinucleadas ou de aspecto normal. O padrao de normalidade dos plasmécitos perfaz menos

de 5% das células da medula 6ssea.

e Macroglobulinemia de waldenstrom

E uma entidade clinica caracterizada por alteragio clonal de linfécitos plasmocitoides
secretores de IgM monoclonal elevada, responsavel pela sindrome de hiperviscosidade:
epistaxe, hemorragias retinianas, confusdo mental e insuficiéncia cardiaca congestiva.
Acomete idosos e apresenta evolugdo cronica, evidenciando-se ao exame fisico como palidez
cutaneo-mucosa, esplenomegalia e linfadenopatia. Algumas moléculas de IgM precipitam-se

no frio, causando o quadro clinico de crioglobulinemia.
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e Histoplasmose

E uma infecgdo causada pelo fungo dimérfico Histoplasma capsulatum isolado de
solo enriquecido com fezes de galinha, pombos, morcegos. E uma micose sistémica com porta
de entrada inalatdria, ndo havendo contdgio inter-humano. Nos individuos imunocompetentes
a doenga ¢ assintomatica, podendo determinar doenca pulmonar autolimitada. Nos individuos
imunocomprometidos, com SIDA, a infec¢do pode ocorrer por reativacdo endogena ou
primaria, causando doenca progressiva disseminada. Sintomas inespecificos: febre alta,
calafrios, emagrecimento, nauseas, vomitos e diarréia, linfadenopatia (40%), esplenomegalia
(30%), hepatomegalia, tosse e dispnéia, pneumonite com infiltrado reticulo-nodular difuso,
lesdes de pele maculosas ou papulosas na face, tronco e extremidades. Os achados
laboratoriais sdo pancitopenia, principalmente trombocitopenia, elevacdo de transaminases
hepaticas e fosfatase alcalina. O exame direto consiste na pesquisa do parasito no creme

leucocitario e aspirado de medula 0ssea, corados pelo Giemsa (LIMA, 1995).

1.8 Complicagdes do calazar

e Sinais de alerta:

criangas com idade entre 6 meses e 1 ano;
- adultos com idade entre 50 e 65 anos;

- suspeita de infec¢ao bacteriana;

- recidiva ou reativacdo de LVA;

- presenga de diarréia ou vomitos;

- edema localizado;

- febre ha mais de 60 dias.
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e Sinais de gravidade:

idade inferior a seis meses e superior a 65 anos;
- presenga de ictericia;

- fendmenos hemorragicos;

- edema generalizado;

- sinais de toxemia (alteragdo do estado de consciéncia, hipoventilagdo ou
hiperventil¢do, bradicardia ou taquicardia, instabilidade hemodindmica com
hipotensdo arterial e alteracdo da perfusdo de 6rgdos, ma perfusdo periférica,

oliguria e evidéncia de coagulopatia);
- desnutricao grave;
- presenga de qualquer co-morbidade, inclusive infec¢ao bacteriana.

Segundo Mattos (1998), hemorragias graves, como hematémese, hematoquesia ou
hematlria macica necessitam de abordagem imediata. Se vultuosas ou com evidéncia de
sinais de choque hipovolémico, indica-se obtencdo de acesso venoso profundo para reposicao
rapida de volume com controle da pressdo venosa central. Pun¢do de veia subclavia ou jugular
¢ contra indicada, se houve trombocitopenia. A reposi¢do deve ser feita com transfusdo de
concentrado de hemacias, inclusive nos casos de anemia com niveis de hemoglobina menores
ou iguais a 6 g%, e plasma fresco. Evitar o uso de salicilatos, pois antiagregantes plaquetarios
precipitam hemorragias. Anasarca: repor o déficit de albumina e corrigir a ma distribuigdo de
liquidos, melhorar o estado nutricional do doente oferecendo-lhe uma dieta hiperprotéica e

hipercalérica.

Infecgdes bacterianas sdo freqiientes em pacientes com calazar, chegando a atingir
50% ou mais do contingente internado, sendo mais vulneraveis os neutropénicos graves. Os
germes envolvidos dependem de alguns fatores como a procedéncia do individuo, se
domiciliar ou nosocomial, da faixa etaria e do foco infeccioso inicial. Pele, aparelho
respiratorio e ouvido médio sdo os locais mais comuns. Apos a coleta do hemograma e
hemocultura com antibiograma, etc., iniciar terapéutica antibidtica empirica de largo espectro

de ac@o nos neutropénicos graves.
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Infeccdo respiratéria na vigéncia de febre, tosse, taquidispnéia, dor toracica
ventilatorio-dependente e/ou abdominal, rastrear quadro pneumonico e traqueobronquite e
tuberculose pulmonar. Solicitar hemograma, hemocultura, raio-x simples do torax em

incidéncia postero-anterior e perfil e pesquisa de BAAR no escarro.

Diarréia pode ocorrer como complicacdo da prdopria doengca ou por infeccio
bacteriana secundaria. Investigar a etiologia da doenga, realizando exames (coprocultura,
hemocultura, pH fecal, pesquisa de substincias redutoras e eosindfilos nas fezes). Nos
pacientes com risco de desidratagcdo e desequilibrio hidroeletrolitico, conduzir o caso repondo

liquidos e eletrolitos. Eventualmente pode ser necessario o uso de antibioticos.

Hipertensao arterial desencadeada por lesdes renais pelo proprio calazar ou pelo uso
do antimonial pentavalente, tipo glomerulonefrite proliferativa mesangial difusa, segmentar
ou focal. Uveites: podem ocorrer como complicagdes tardias da doenca e o tratamento deve

ser feito sob orientagdo do oftalmologista.

Situagdes especiais como gravidez e lactagdo existem relatos de transmissdo
congénita desta entidade nosologica. Sabe-se pouco sobre as conseqiiéncias fetais do
antimonial pentavalente. Teme-se pela sua cardiotoxicidade, pois atravessa a barreira
placentaria. Durante a lactacdo recomenda-se amamentar o bebé 5 horas apds a administragdo
da injecdo, quando os niveis de antimonial sdo despreziveis. A anfotericina B atravessa a
barreira placentaria e atingem, no feto, cerca de 1/3 dos niveis maternos, porém sem

evidéncias de anormalidades congénitas ou toxicidade fetal.

Entretanto, insuficiéncia renal, hipopotassemia, febre alta sem calafrios, torna o uso
na gestante bastante cauteloso. A Insuficiéncia renal geralmente ocorre como conseqiiéncia de
sepse. A maioria dos efeitos colaterais do antiménio ¢ dose e tempo-dependente,
preconizando-se acompanhamento rigoroso da fun¢do renal, se necessario otimizar o ajuste

terapéutico.
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1.9 Profilaxia

A OMS recomenda que, para adequada profilaxia da LVA, devem ser adotadas
medidas de detecgdo ativa e passiva de casos suspeitos da doenga, e que os profissionais de
saude envolvidos no nivel primario de atendimento estejam devidamente treinados na
detec¢do dos sinais clinicos e epidemioldgicos sugestivos da infec¢cdo, de modo a confirmar
laboratorialmente o diagnodstico o mais precocemente possivel e encaminhar o paciente para
unidades secundarias especializadas, onde deve ser feita a demonstracdo do parasito em
aspirados de bago ou medula. Capacitar a populagdo para o reconhecimento de pacientes com
a doenca, bem como do vetor e de possiveis animais reservatorios. Conscientizacdo acerca
dos fatores de risco para a doencga, estruturar centros regionais no sentido de atender aos
pacientes, fornecer-lhes medicagdo e proceder a supervisdo e¢ o seguimento dos casos

diagnosticados. Deteccdo e a eliminagdo dos reservatorios infectados.

Em 1953, o Ministério da Satde do Brasil implantou a “Campanha contra a
Leishmaniose Visceral”, que se baseava na identifica¢ao e eliminagdo dos caes portadores de
LVA (DEANE; DEANE, 1955; CUNHA, ALENCAR e ANDRADE, 1963). No periodo
compreendido entre 1953 e 1958, o diagnodstico de LVA canina era feito através da
demonstragdo em 6rgdos linfoéides de formas amastigotas do parasito em cortes histologicos
de pele, figado e baco (CUNHA; ALENCAR; ANDRADE, 1963). Em 1959, o teste
soroldgico com eluato de sangue através da reacao de fixacdo do complemento (Cunha et al,
1963), teve grande impacto na realizagdo de inquérito soroepidemioldgico canino para
detectar os caes doentes, em areas endémicas. O teste consistiu em realizar corte de fragmento
da orelha do cdo para coleta de sangue que ¢ embebido em papel de filtro e depois ¢ eluido em
PBS processando-se a seguir a reacao de imunofluorescéncia indireta — RIFI — (BRASIL,
1994). Existe reacdes cruzadas com Doenca de Chagas, que também pode acometer este

animal.

Segundo Genaro et al., (2000), a estratégia de combate ao vetor, através de borrifagao
de inseticidas organoclorados diclorodifeniltricloroetano (DDT) e hexacloroclohexano
(BHC), organofosforados (Malathion ¢ Sumithion) e piretroides sintéticos, 1,5 g/m* de parede
(Neves, 1963), por dentro e por fora dos domicilios, até a altura de 3 metros, além do

peridomicilio e dos anexos que abrigam animais domésticos, consegue reduzir a densidade
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populacional de L. longipalpis. Medidas complementares tem surtido efeitos na redugdo dos
flebotomineos, durante as campanhas de combate ao Dengue, Maldria e Doencga de Chagas
através de inseticidas aspergidos por ultrabaixo volume principalmente em areas urbanas,

onde a borrifacao domiciliar ¢ dificil.

O uso de repelentes individuais pode ser adequado por poucas horas, e ndo ¢
acessivel a populacdo de baixo poder aquisitivo. Deve-se ainda proceder a manutengdo
rigorosa do controle de caes vadios, através de agdes realizadas por centros de zoonoses,
propiciando redugao da populacao de caes errantes e possiveis fontes de infecc¢ao, tendo como
base da campanha o diagnostico clinico e elimina¢do suméria dos caes doentes, descoberta e

eliminacdo de raposas infectadas e luta contra o vetor flebotomineo

1.10 Tratamento

Na década de 40, foram introduzidos os antimoniais pentavalentes (Sb"),
considerados até os dias atuais como primeira escolha no tratamento dessa protozoose. O
antimonio de N-metilglucamina ¢ a inica formulacao disponivel no Brasil, distribuido pelo
Ministério da Satide em ampolas de 5 ml contendo 405 mg do Sb" ou 1,5 g do sal (1 mI=81
mg do Sb"). O mecanismo de agdo dos antimoniais é pouco conhecido, porém admite-se que
atue com a¢do leishmanicida dentro de macréfagos contra formas amastigotas do parasito,
inibindo sua atividade glicolitica ¢ a via oxidativa de acidos graxos no metabolismo da
leishmania (BERMAN et al., 1992). Atingem concentracdes plasmaticas de 10 pg/mlem 1 a
2 horas, sendo que 80% dos sais de antimonio sdo excretados rapidamente pelos rins em 6
horas, com meia-vida de 2 horas, e niveis plasmaticos de 1 a 2 pug permanecem ap6s 8 a 12
horas depois da administragdo (REES et al, 1980; CHULAY; SPENCER; SMITH, 1988;
BRYCESON et al, 1985; BADARO; DUARTE, 2002). Devido a rapida eliminagdo renal de
maior parte da droga, alguns autores sugerem o uso por mais de uma dose didria, e o
antimonio residual que se concentra nos tecidos sofre eliminacao lenta com meia-vida de até
76 horas (BERMAN et al., 1992). Os niveis teciduais atingem o pico maximo no 12° dia,
sendo o principal efeito colateral a toxicidade sobre o aparelho cardiovascular (Grimaldi e

Tesh, 1993; Brasil, 1996), que se traduz por disturbios de repolarizacdo (achatamento ou
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inversdo da onda T, aumento do espaco QT e alteragdes do ritmo cardiaco) (CHULAY,

SPENCER e MUGAMBI, 1985).

No Brasil, a dose recomendada do antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime®)
¢ de 20 mg/kg/dia do Sb" (=0,23 ml/kg), via IM ou EV, por no minimo 20 ¢ no maximo 40
dias consecutivos (Brasil, 1998). No entanto, ha alguns relatos de faléncia e refratariedade ao
tratamento. A OMS e o Centro de Controle de Doengas (CDC) dos EUA tém recomendado
doses progressivamente maiores em paises como Suddo, Quénia e India, devido ao
surgimento de resisténcia primaria do parasito. Dose maxima diaria recomendada de 850 mg
de Sb" tende a ser abandonada. Em casos de recidivas da doenca um segundo tratamento com
a mesma dose por tempo mais prolongado (40 dias ou mais) deve ser viabilizado, antes de
rotular-se o caso como refratdrio primario ao tratamento com antimoniais. A resisténcia
primaria (1 a 2%) dos individuos previamente expostos aos antimoniais pentavalentes deve-se
a tratamentos inadequados com baixas doses (BERMAN et al., 1986; HERWALDT;
BERMAN, 1992; BRYCESON et al., 1979). Estudos “in vitro” revelam a existéncia de uma
glicoproteina P em parasitos resistentes aos antimoniais isolados de pacientes previamente

tratados com Sb" e que recidivaram (GALVAO-CASTRO et al, 1984).

Em casos de co-infeccao HIV e Leishmaniose Visceral o tratamento inicialmente
deve ser feito com antimonial nas doses usuais durante 40 dias consecutivos, €
quimioprofilaxia com dose quinzenal de 20 mg/kg por periodo indeterminado ou tratamento
de manuten¢do com Anfotericina B, 1 mg/kg/dia EV (dose méaxima por aplicacdo de 50 mg),
2 vezes por semana ad eternum. Pacientes com miocardiopatia chagasica ou arritmias sinusais
devem ser tratados com drogas alternativas ou doses de 10 mg/kg/dia por 20 a 30 dias com
antimoniais, com repeticdes sucessivas de intervalos de 15 dias até cura do paciente

(BADARO; DUARTE, 2002).

Toxicidade dos antimoniais pentavalentes por serem substancias de deposito, a maior
parte das reagdes adversas aparecem ao longo do tratamento, principalmente apos a segunda
semana. Mialgia e artralgia sdo queixas relatadas em 85% dos pacientes; cefaléia, anorexia,
vomitos, plenitude gastrica e pirose em 30% dos individuos. Ocorre pancreatite acompanhada
de dor abdominal em 90% dos pacientes, as vezes sem traducdo clinica. Porém o tratamento
devera ser interrompido se ocorrer um aumento em relacdo aos niveis normais, superior a 4

vezes para amilase e 15 vezes para lipase (BRASIL, 1996). As enzimas hepaticas elevam-se
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em 3 a 5 vezes em relagdo aos seus valores normais. Manifestagdes mais graves de
intoxicacdo cardiovascular, as vezes sem repercussdo hemodindmica importante (Franle,
Wignall, Cruz et al, 1990) traduzem-se por distirbios da repolarizacdo com achatamento ou
inversao da onda T, aumento do espaco QT e arritmias apos 20 dias de tratamento com doses
convencionais de 20 mg/kg/dia. Arritmias ventriculares sdo verificadas apos o trigésimo dia
(CHULAY; SPENCER; MUGAMBI; 1985). Arritmias severas, independente de doenca
cardiovascular subjacente no curso da terap€utica com os antimoniais pentavalentes podem
causar a Sindrome de Morte Subita (HERWALDT; BERMAN, 1992; BRYCESON et al.,
1985). Geralmente com a supressdo do tratamento todos os efeitos colaterais desaparecem.
Queda de cabelo, alteragdes da coloragdo da pele e mudangas do paladar acontecem
tardiamente. Contra indicagdes aos antimoniais pentavalentes: gestantes; portadores de
cardiopatias, nefropatias e hepatopatias; doenca de Chagas e tuberculose pulmonar (BRASIL,

1998).
e Drogas alternativas para o tratamento do calazar

A anfotericina B desoxicolato sédico ¢ um antibiotico poli€nico heptano obtido a
partir de culturas do Streptomyces nodosus, provoca efeito fungistatico, fungicida e potente
acdo imunoestimulante tanto sobre a imunidade humoral quanto a celular. Seu mecanismo de
acdo ocorre através da ligacao preferencial da droga com ésteres, interferindo no episterol,
precursor do ergosterol presente na membrana plasmatica da leishmdnia (BERMAN,
HANSON et al, 1986; BRASIL, 1996). Devido ao risco de agrega¢do das particulas coloidais
e floculagdo, a anfotericina B n3ao deve ser misturada a outros medicamentos, solucdes
cristaldides ou contendo eletrdlitos, e por ser fotossensivel, deve ser infundida ao abrigo da
luz. A droga ¢ administrada exclusivamente por via endovenosa, em infusdo lenta (4 a 6
horas), na dose de 0,5 a 1,0 mg/kg, ndo ultrapassando o limite maximo por dose de 50 mg/dia.
E cumulativa nos tecidos, podendo ser usada em dias alternados e em casos de resisténcia aos
antimoniais deve ser usada na dose total de 15 a 25 mg, podendo em alguns casos chegar a 50
mg, ndo ultrapassando um total de 3g ao término do tratamento, a qual geralmente ¢ atingida

entre 40 e 60 dias do inicio do mesmo (DAVIDSON e CROFT, 1991).

Os efeitos colaterais da Anfotericina B incluem cardio e nefrotoxicidade. E altamente
toxica para células do endotélio vascular, sendo a flebite quimica um para-efeito comum.

Hipopotassemia, hipomagnesemia, disturbios do comportamento,dentre outros efeitos:
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cefaléia, febre, calafrios, astenia, anemia, trombocitopenia, mialgias e artralgias, vomitos,
hipotensdo, convulsdes e reacdes anafilaticas (DAVIDSON e CROFT, 1991; BRYCESON,
1985). Substancias antiinflamatorias nao esteroidais, inibidoras da cicloxigenase, como o
diclofenaco, 1 hora antes do inicio do tratamento ou uso sistémico de succinato sodico de

hidrocortisona minimiza os para-efeitos.

A nefrotoxicidade ¢ a mais importante complicacdo da Anfotericina B. A filtragdo
glomerular diminui em aproximadamente 40% na maioria dos doentes, devido a
vasoconstri¢cao renal com conseqiiente isquemia cortical € diminuigdo da filtracao glomerular.
Ao longo do tratamento pode ocorrer hipopotassemia devido a perda aumentada deste
eletrélito no tubulo contorcido distal, que pode agravar-se pela presenga de acidose tubular
renal. A continuidade do tratamento leva a insuficiéncia renal aguda. Critérios para
administracdo de anfotericina B nos pacientes com leishmaniose visceral incluem
monitorizagdo dos niveis séricos de creatinina 3 vezes por semana. ECG semanalmente.
Iniciar o tratamento com 1/10 da dose diaria, aumentando progressivamente até a dose
maxima diaria tolerada pelo paciente, respeitando a dose por kg/peso e o maximo de 50
mg/dia. Infundir previamente solugdo salina isotonica em fase rapida 2 hora antes diminui
consideravelmente a nefrotoxicidade. O desoxicolato de anfotericina B estd indicado como
primeira escolha para pacientes com sinais de gravidade (idade inferior a 6 meses e superior a
65 anos, ictericia, fendmenos hemorragicos, edema generalizado,sinais de toxemia,
desnutri¢do grave, co-morbidades, infec¢do bacteriana), recidivantes, falha terapéutica e
gestantes.na dose de 1mg/kg/dia em dose unica diaria por 14 a 20 dias consecutivos. A
anfotericina B lipossomal estd formalmente indicada para transplatados renais, com
insuficiéncia renal instalada previamente ao tratamento ou refratarios ao desoxicolato de
anfotericina B, na dose de 3mg/kg/dia durante sete dias ou 4mg/kg/dia durante cinco dias,em
dose unica diaria.Os efeitos colaterais com esta droga sao minimos, podendo surgir febre,
cefaléia, nauseas, vomitos, tremores, calafrios ¢ dor lombar. Infundir a medicagdo durante 30
a 60 minutos, sempre monitorando funcdo renal e potassio sérico. Na disfun¢do renal com
niveis de creatinina acima de duas vezes o maior valor de referéncia, interromper o tratamento
por 2 a 5 dias, reiniciando em dias alternados, quando houver melhora do clearance de
creatinina, utilizando a equacdo de Cochcroft para adultos (140 menos peso em kg) X idade
em anos/72 X creatinina sérica). Se mulher multiplica-se por 0,85. Para o clearance de

creatinina em criangas, a equagdo de Schwartz = 0,55 X altura em centimetro. A pentamidina
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¢ uma diamidina aromética apresentada sob a forma de dois sais, o Isetionato e o mesilato,
este mais pancreatotoxico. Foi usada a principio no tratamento da pneumocistose pelo fungo
Pneumocystis jiroveci e, no final da década de 30, foi administrada pela primeira vez no
tratamento da leishmaniose. Seu mecanismo de agdo ¢ pobremente conhecido, mas parece
estar relacionado a inibi¢do da RNA polimerase, funcao ribossomal e sintese de proteinas e de
fosfolipideos. O efeito leishmanicida deve-se a ligacao seletiva no complexo mitocondrial do
DNA cinetoplasto da leishmania, causando edema e perda de funcdo (BRASIL, 1996;
BRYCESON, 1985). A dose recomendada no tratamento do calazar ¢ de 4 mg/kg, EV, do sal
de Isetionato de Pentamidina trés vezes por semana durante 5 semanas. A concentracao
sangiiinea de pentamidina varia de 0,2 a 1,4 mcg/ml em 1 hora. Niveis sangiiineos tissulares
maximos sao atingidos em 5 a 8 dias apds o inicio da terap€utica. Meia-vida sérica de 4 a 12
dias. Em torno de 50% da droga ¢ excretada em 5 dias pelo figado e rins. Em individuos com
insuficiéncia renal ndo ha necessidade de realizar ajustes de dose. A droga nao ¢ dialisavel por
dialise peritoneal ou hemodialise (TAVARES, 1996; MISHRA, BISWAS, JHA, KHAN,
1992).

Sua toxicidade ¢ bem conhecida e pode causar anorexia, astenia, nduseas, vomitos,
diarréia, adinamia, exantemas, neutropenia, trombocitopenia, hipocalcemia, neurite periférica,
convulsoes, hipotensao, hipoglicemia prolongada por lesdo de células B pancreaticas, que
pode resultar na seqiiela de Diabetes Mellitus em cerca de 10 a 15% dos casos. A
nefrotoxicidade pode surgir em 25% dos casos. Habitualmente ocorre pancreatite. Ha
formagdo de abscessos frios (estéreis) e dolorosos quando administrada por via intramuscular
(TAVARES, 1996). Quimioprofilaxia com 4 mg/kg de pentamidina, uma vez por més, tem
sido recomendada para pacientes com co-infec¢do HIV/leishmaniose. Atualmente ndo

fazemos indicacdo ao tratamento com esta droga.

O alopurinol, um ribosideo analogo da hipoxantina hidrolisada, interfere na sintese
protéica do parasito, ao ser incorporado no acido ribonucléico da leishmania em vez do ATP
(Bryceson, 1985). Mostrou ser um potente inibidor competitivo da sintese das purinas por
protozoarios do género Leishmania, e utilizado na dose de 21 mg/kg/dia durante 21 a 28 dias.
O alopurinol tem sido utilizado em associacdo ao antimonial pentavalente, sem que os

resultados sejam conclusivos (KAGER et al, 1981).



52

O uso de imunomoduladores como inteferon gama (IFN-y) e fator estimulador de
coldnias de granulodcitos e macrofagos (GM-CSF) como coadjuvantes no tratamento da LVA,
resulta em producao diminuida de IL-2 e INF-y, dentre outras citocinas, responsaveis pela
persisténcia do parasito e progressdo da doenga (Brasil, 1996). Segundo Murray; Granger;
Mohanty (1991), o INF-y ¢ o mais importante ativador da capacidade microbicida de
macrofagos, sobretudo para casos de resisténcia a quimioterapia convencional confirmada na
fndia por LOTHORLARY; NECHALI; CHRISTIAENS (1990). A dose recomendada é de
50-100 pg/m? de superficie corpérea (4 x peso em kg + 7 + peso em kg + 90) durante 10 a 15
dias. Os principais efeitos colaterais relacionados ao uso de interferon foram febre moderada,

sensagao de “formigamento” no local da aplicagdo, adinamia, mialgia e cefaléia.

O GM-CSF promove a liberagdo medular de granuldcitos e células mononucleares
granulocitopénicos. A pancitopenia periférica com contagem de neutréfilos inferiores a 1500
células/mm?’ é fator de risco para aquisi¢do de infecgio bacteriana em pacientes com calazar.
(ANDRADE, CARVALHO, ROCHA, 1990; NICODEMO, 1991). O uso de rH-GM-CSF
(fator estimulador de coldnia de granuldcitos e macrofagos recombinante humano) no
tratamento de disfun¢des hematoldgicas em portadores de LVA neutropénicos graves (< 1500
neutréfilos/mm?) reduz sensivelmente o numero de infecgdes bacterianas ou virais, além de
rapida involugdo dos sinais e sintomas (Badaro; Johnson 1993), elevando significativamente o
numero de leucocitos; utilizada na dose de 5 pg/kg/dia, por via SC, durante 5 a 10 dias.
Recomenda-se monitorizagao do leucograma, devendo-se suspender a droga quando o nimero
de leucocitos ultrapassar 10000 células/mm’. As reagOes adversas sdo: febre, leucocitose,

sensacdo de calafrios e desmaios.

Indicacoes de internacdo: Pacientes graves e/ou com sinais de alerta e pacientes

com as seguintes alteracoes laboratoriais:

leucocitos < 1000/mm3 ou neutrdfilos < 500/mm™

plaquetas menor que 50.000/mm’;

hemoglobina < 7 g/dl;

creatinina sérica acima de duas vezes o maior valor de referéncia;
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- atividade de protrombina < 70 %;

- bilirrubina acima do maior valor de referéncia;

- enzimas hepéticas acima de cinco vezes o maior valor de referéncia;
- albumina < 2,5 g/dl.

e Indicacoes de uso de antibidticos:

Antibioticoprofilaxia: estd indicada para pacientes com idade inferior a 2 meses e
para os que apresentam neutréfilos < 500 células/mm’. Sugere-se a associac¢io de ceftriaxone
75 a 100mg/kg/dia em uma a duas aplicagdes endovenosas, mais oxacilina 100 a
200mg/kg/dia de 6/6horas. Este esquema devera ser mantido por trés a cinco dias nos
neutropénicos graves desde que as culturas tenham sido negativas e na auséncia de piora
clinica, com aumento do numero de neutrofilos.J4 para lactentes menores de 2 meses de

idade, prolongar o uso de antibioticos por sete dias.

Antibioticoterapia: indica-se para pacientes com quadro infeccioso definido como
impetigo, celulite, otite, infec¢ao do trato urinario e para os que apresentam sinais de toxemia,
mesmo sem o encontro do foco de infec¢do. Na presenga de toxemia indica-se oxacilina
+ ceftriaxone nas mesmas doses acima, ou cefepime 50mg/kg/dose 2 a 3 vezes dia, com um
maximo de 2 gramas dia para criangas até 40kg. Para adultos 1 a 2g/dose x 2 (x 3 para
Pseudomonas e neutropénicos. Este esquema devera ser mantido por 10 dias ou de acordo
com gravidade do caso e sitio de infec¢do podera ser reajustado. Nao existe consenso na
literatura, do uso de antimicrobianos nos casos onde o hemograma revela aumento de bastdes
com desvio a esquerda na auséncia de outros sinais de infeccdo. Antes de iniciar o uso de
antibioticos, solicitar hemocultura, urinocultura, bacterioscopia e cultura de secrecdes

suspeitas de infeccao e radiografia simples do torax em pdstero-anterior e perfil.
e Suporte hemoterapico:
» Concentrado de hemacias:
- Hemoglobina < 7g/dl ou hematdcrito < 21%;

- Repercussdes hemodinamicas associadas a anemia;
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- Dose: 300ml/transfusdo ou 10ml/kg/transfusdo para criangas com peso até

30kg.
» o Concentrado de plaquetas:

- Plaquetas < 20.000/mm’ ou sangramentos associados a plaquetopenia

moderada.
- Dose: uma unidade para cada 7 a 10kg de peso corporal.
» o Plasma fresco congelado:
- Sangramentos graves nao controlados apos transfusao de plaquetas.
- Dose: 10 a 20 ml/kg/transfusdo de 8/8h ou de 12/12h.

e Vitamina K: indicada para pacientes com ictericia quando o tempo de atividade de
protrombina (TAP) estiver menor que 70%, e mantida somente caso observe-se

elevacao da atividade protrombinica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

v’ Verificar a sensibilidade de um teste rapido imunoenzimatico para diagnostico de
leishmaniose visceral americana utilizando o antigeno recombinante rK39 em soro

de pacientes com calazar confirmados parasitologicamente.

2.2 Especificos

v’ Definir a sensibilidade do teste rapido rK39;
v’ Identificar reagdes cruzadas com outras doengas prevalentes em nossa regiao;

v Observar a evolugdo do rK39 nos pacientes com calazar tratados, durante seis

meses de seguimento ambulatorial;

v Comparar a sensibilidade do rK39 com os testes de detecgdo de anticorpos anti-
leishmania visceral por ELISA, imunofluorescéncia indireta e pesquisa direta do

parasito em aspirado medular;

v’ Verificar a existéncia de anticorpos séricos através do rK39 versus doenga em fase

ativa.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo transversal.

3.2 Lécus da pesquisa

O estudo foi realizado no periodo de julho de 2001 a julho de 2003, em trés unidades
hospitalares de referéncia terciaria de satide de Fortaleza-CE, compreendendo o complexo do
Hospital Universitario Walter Cantidio da UFC, Hospital Sao José de Doencas Infecciosas e
Hospital Infantil Albert Sabin, vinculados ao ensino, pesquisa e extensdo e conveniados ao

Sistema Unico de Saude (SUS).

3.3 Populac¢ao alvo/amostra

O estudo no soro foi realizado em 173 pacientes, sendo que 123 pacientes
apresentaram exame parasitologico positivo para Leishmania chagasi; 50 pacientes
apresentavam manifestacdes clinicas, laboratoriais e epidemiologicas sugestivas de calazar

com aspirado de medula 6ssea negativo.
e Caso-controles

- Compreenderam 70 soros de pacientes portadores de doencas de Chagas
(estocados em freezer a -20°C), positivos nas reacdes de imunofluorescéncia

indireta, ELISA e hemaglutinagdo para 7. cruzi,
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12 pacientes com leishmaniose tegumentar americana confirmados clinica e

sorologicamente através de imunofluorescéncia indireta e ELISA;

20 pacientes com clinica sugestiva de dengue e com pesquisa de anticorpo IgM

positivo;

2 pacientes com hemocultura positiva para salmonelose;

2 com tuberculose pulmonar;

2 com lupus eritematoso sistémico;

1 paciente com doenga de Wilson;

1 portador de paracoccidioidomicose brasileira e

5 casos de doenga linfoproliferativa.

3.4 Critérios de inclusao

Foram incluidos pacientes com diagndstico confirmado de Leishmania chagasi,
através do padrao ouro da visualizagdo parasitaria em aspirado medular, de todas as faixas-
etarias, ambos 0s sexos, caracteristicas €tnicas variadas, indiferente estado geral de saude,
classe econdmica, procedéncia e profissdo, sendo em seguida realizados os testes do antigeno

rK39, imunofluorescéncia indireta ¢ ELISA.

Todos os pacientes encontravam-se internados. Os individuos foram submetidos a
realizagdo de exames complementares: hemograma, velocidade de hemossedimentagdo,

hemoculturas, proteinograma, prova de funcao hepatica.
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3.5 Critérios de exclusido/descontinua¢io da pesquisa

Quando o resultado do mielograma foi negativo para presenga de leishmania ou
tendo outro desfecho diagnostico ou quando por livre e espontanea vontade o paciente ou seu

responsavel decidiu ndo participar do protocolo.

3.6 Coleta de dados

Os dados de cada paciente foram coletados através de um questiondrio sob
investigagdo direta com o paciente e através de revisdo dos prontudrios. Foram anotados

sinais, sintomas, exames laboratoriais, tratamento e complicac¢des infecciosas concomitantes.

3.7 Analise dos dados

Os dados clinicos e laboratoriais foram coletados em um questiondrio estruturado
contendo dados pessoais, exame fisico, diagnostico laboratorial, tratamento anti-leishméania
utilizado e desfecho na alta. Os dados foram digitados no programa de dados EPI-INFO 6.04.
Apo6s verificagdo da consisténcia dos dados, estes foram analisados. Do ponto de vista
descritivo, as freqiiéncias, intervalos de confianca de 95%, médias e desvios-padrdes foram
calculados para as variaveis quantitativas (idade, tempo de doenca, dados laboratoriais etc) e
proporcdes e intervalos de confianca para as varidveis qualitativas (sexo, queixas, sinais €
sintomas, diagnostico parasitologico, sorologias, tratamento). Foram realizadas associa¢des
entre as variaveis qualitativas ou continuas categorizadas em intervalos categoricos. Utilizou-
se o teste t de Student para comparacdo de médias e propor¢des. Em todos os casos foi

considerado para significancia um erro tipo alfa menor que 5%.
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3.8 Questdes éticas da pesquisa

A pesquisa foi executada conforme os aspectos éticos definidos na Resolugao
196/196 do Conselho Nacional de Saude/MS, sendo respeitados o sigilo das informagdes e os
dados colhidos na pesquisa somente utilizados para fins da investigagdo diagndstica, pos-
consentimento livre e esclarecido ou mediante anuéncia do representante legal dos menores
de idade ou de adultos impossibilitados de responder de per si, orientados sobre os eventuais
riscos e beneficios dos procedimentos a serem realizados. O protocolo do estudo foi aprovado
pelos Comités de Etica em Pesquisa do HIAS e do Complexo Hospitalar da Universidade

Federal do Ceara — COMEPE.

3.9 Provas diagndsticas

e Pesquisa do parasito no mielograma

A pungdo aspirativa da medula 6ssea foi realizada na crista iliaca em criangas e
adultos e ocasionalmente no manubrio esternal em adultos. Apos aplicagdo de anestésico
local, intriduziu-se a agulha com mandril no local da pung¢do. Uma vez atravessado o
periosteo (perda de resisténcia) com movimentos circulares, verificava-se a fixagao da agulha
na espongiosa. O mandril era entdo retirado, e algumas gotas de material medular era
aspirado com seringa estéril de 20 ml e realizados os esfregagos em laminas de vidro. Apds
secagem, o material era fixado em 4lcool metilico puro (metanol a 100%) durante um minuto
e depois corado pelos derivados do Romanowsky (Giemsa ou May-Griinwald Giemsa). Para o
exame dos esfregacos utilizou-se microscopio com objetiva de imersdo em Oleo vegetal
(aumento del00x). apesar do aspirado esplénico e hepatico serem mais concentrados em
leishmania e possibilitar melhor sensibilidade diagndstica, ndo se constitui como método de

rotina em nosso servico, pelos ricos de sangramento inerentes ao procedimento.
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e Antigeno recombinante K39 como teste rapido para deteccao de leishmaniose

visceral humana, principios do método diagnostico:

O antigeno recombinante rK39 ¢ uma seqiiéncia de 298 aminoécidos com peso
molecular de 39 kilodaltons (kDA), isolados do acido desoxirribonucléico encontrado no
cinetoplasto da leismania e reproduzido pelo laboratério InBios international, Inc. Seattle,

WA, Estados Unidos(www.inbios.com). E um método diagnéstico de imunoensaio qualitativo

imunocromatograficoimpregnado em membrana de nitrocelulose que detecta anticorpos anti
leishmania em espécimes humano em soro ou plasma conforme recomendagdes do fabricante.
A fita para teste rdpido possui duas linhas ou bandas sendo uma delas o controle que ¢
pré-coberta com anticorpo de frango rico em antiproteina A, e a linha do teste contendo o
antigeno recombinante rK39 de leishmania do complexo L. donovani. Durante o teste o soro
reage com a antiproteina A conjugada com ouro coloidal que ¢ o coranteque foi pré-coberto
na linha do teste. Por capilaridadea mistura migra na membrana para reagir com o antigeno
rK39 e produzir uma linha vermelha, que indica resultado positivo, enquanto sua auséncia
indica resultado negativo. A linha vermelha sempre aparecera no controle, garantindo
portanto, volume suficiente e fluxo adequado da amostra e o controle de qualidade do

material, inclusive da solu¢do tampao que acompanha o kitt.

Como precaugdes universais, manipular a amostra e reagentes do teste como
potencialmente contagiosos, mantendo medidas padrdes de biosseguranca durante todos
procedimentos, bem como o correto descarte do soro e testes usados. Estas medidas incluem o
uso de roupas protetoras, oculos, mascaras e luvas descartaveis, evitando o contato com as
maos, olhos, mucosas e pele, durante a realizagdo do exame. Recomenda-se também ndo
comer, beber ou fumar no ambiente onde o soro e testes estdo sendo realizados. A solucao
tampdo contem um conservante que pode desencadear reagdes alérgicas em pessoas
predispostas. Como refor¢o aos cuidados pelo profissional no manuseio do material todas as
amostras devem ser tratadas como potencialmente infecciosas. O teste rapido rK39

exclusivamente para diagnostico IN VITRO.

A fita imunocromatografica ¢ acondicionada em envelope aluminizado
individualmente, contendo uma almofada de silica em seu interior para evitar umidade.
Recomenda-se juntamente com o frasco da solugdo tampao armazenar o produto em

temperatura ambiente entre 12°C - 28°C. Depois de aberto, o frasco da solu¢do tamponante
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deverd ser mantido sob refrigeragdao entre 2°C - 8°C, para preservacao de suas propriedades
quimicas. Exposi¢des superiores a 30°C pode prejudicar a performance do teste. As fitas ndo
devem ser congeladas e apos sua remocgao do kitt lacrado utiliza-las no prazo de 1 hora

prevenindo-a de umidade , segundo normas técnicas do fabricante.

Os cuidados com as amostras incluem a centrifugagdo do sangue e separar o soro do
coagulo das células vermelhas para evitar hemolise. O plasma também podera ser utilizado no
teste mantendo o mesmo perfil de confianga que a testagem com o soro. Para garantir rigor e
controle de qualidade das amostras de soro ou plasma ndo manté-los por periodos
prolongados a temperatura ambiente, € uma vez mantido sob refrigeracao entre 2°C - 8°C
utiliza-lo até 3 dias. Caso o soro seja congelado a temperaturas inferiores a 20°C sua validade
permanecerd por prolongado periodo de tempo, servindo para retestagens futuras.
Descongelar completamente o soro antes do teste € o mesmo nao poderd ser congelado e
descongelado repetidas vezes pelo risco inerente ao desgaste de suas propriedades

fisicoquimicas.

Para realizagdo dos procedimentos soroldgicos foram coletados 3,5 ml de sangue
venoso em frascos com ou sem anticoagulante, centrifugados a 1500 rpm durante 5 minutos,
separando-se em seguida o soro e/ou plasma para realizacao da pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania chagasi através do teste com rK39, estando todo material a ser utilizado, inclusive
a solucdo tampdo em temperatura ambiente no momento da realizacdo dos experimentos,
utilizando 20u do soro ou pasma na esponja encontrada na extremidade da fita e adicionando
2 a 3 gotas da solucdo tamponante. A migrag¢do por capilaridade acontece rapidamente e a
leitura do resultado ndo deve exceder a 10 minutos, pois resultados interpretados apds esse

intervalo torna-se questionavel.

A interpretacdo de um resultado positivo se da quando aparecem na fita as duas
bandas vermelhas, mesmo que uma ténue e palida linha apareca, confirmando que naquela
amostra existe anticorpos para leishmania do complexo donovani. O resultado do teste ¢
negativo quando aparece apenas a linha rubra na banda do controle e inexisténcia de

anticorpos para calazar.

Um resultado devera ser considerado invalido por provavel méa qualidade técnica da

fita, quando ndo se visualizar nenhuma linha tanto na banda do controle quanto na do teste.
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Igualmente interpreta-lo como resultado invalido caso ndo apare¢a a linha na banda do
controle e evidencie-se na linha do teste, devendo portanto indicar-se uma nova retestagem

utilizando fitas bem armazenadas e até mesmo soro ou plasma fresco.

A alta sensibilidade do antigeno rK39 depende do numero de epitopos contra os
quais formam-se anticorpos séricos. Ja a alta especificidade ¢ dependente da existéncia
exclusiva dos epitopos de L. chagasi nos soros. E possivel que haja passagem de IgG na urina
de pacientes portadores de calazar e que anticorpos anti-leishmania do complexo donovani
para a deteccdo diagnostica pelo rK39 possa ser confirmada em ensaios clinicos, apesar da
indica¢do formal pelo laboratorio fabricante para uso exclusivo na investigacdo de calazar

humano usando soro ou plasma.

A técnica de imunofluorescéncia indireta consistiu na reacdo de antigenos e
anticorpos, fixados em laminas de microscopio para imunofluoréscencia. Numa etapa
seguinte utilizou-se um conjugado fluorescente o isotiocianato de fluoresceina ligado a um
anticorpo monoclonal anti-IgG humana. A leitura foi realizada em microscépio de luz ultra-
violeta. Os soros controles estavam presentes em todas as laminas para comparagdo no
momento da leitura, a seguir eram incubadas em camara timida por 30 minutos a 37°C. A
seguir eram lavadas em solug@o de PBS durante 5 minutos. Lavagem rapida em agua destilada
e secadas durante 10 minutos a 37° graus. Montadas as ldminas com glicerina tamponadas e
levadas ao microscopio de fluorescéncia e com focalizagdo do orificio do soro controle
negativo para observar a fluorescéncia, com observacdo do “background” do teste, sendo
considerados reativos aqueles que apresentaram fluorescéncia mais intensa que o
“background” do soro controle negativo. Foram considerados ndo reativos os controles que
apresentaram fluorescéncia semelhante ao do controle negativo. Foram considerados reativos
todos os soros que apresentam positividade a partir da diluigcao de 1:40, porém o Ministério da
Satde do Brasil autoriza a confirmagao diagnostica e tratamento em caso de positividade da

reacdo com titulos acima de 1:80, uma vez afastada outras possibilidades diagnosticas.
* Imunofluorescéncia indireta

Conforme descrita por Pessoa (1956), a técnica utiliza como antigenos
promastigotas de Leishmania donovani cultivados em meio semi-so6lido e fixados em laminas
de microscopia. O azul de Evans ¢ usado como corante-contraste, tornando a leitura de lamina

fluorescente verde-amarelada especifica.
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* Reacio de ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay)

Antony et al (1980) adaptaram esta técnica inicialmente para estudar a leishmaniose
tegumentar americana. Em 1985, Mohamed et al utilisaram promastigotas intactos de
Leishmania donovani como antigeno. A reacdo de ELISA ¢ um método imunologico que
decorre da ativagdo de uma enzima de tipo flip-flop (geralmente uma peroxidase) pela ligacao
do antigeno de Leishmania chagasi com seu anticorpo especifico (o plasma do paciente). A
ativacdo pelo complexo antigeno-anticorpo desta enzima provoca a reagdao na qual um
substrato incolor ¢ transformado em um composto colorido, cuja intensidade ¢ diretamente
proporcional a quantidade de complexos Ag-Ac (que ¢ determinada pela quantidade de Ac
circulante no sangue do paciente). A titulacdo do anticorpo ¢ realizada por um fotocolorimetro

na banda de luz propria do metabolito produzido pela reacdo enzimatica.



64

4 RESULTADOS

Foram estudados 288 espécimes sorologicos de pacientes através do TRALd (teste
rapido anti-leishmania do complexo donovani) rK39 (Figura 1), estabelecendo-se os seguintes
desfechos diagndsticos: 123 pacientes apresentaram mielograma positivo para Leishmania
chagasi. Em 50 aspirados de medula dssea nao visualizou-se presenga de parasitos, apesar de
evidéncias clinico-epidemioldgicas e exames laboratoriais complementares terem sugerido
fortemente a hipdtese de leishmaniose visceral americana. Dos 115 pacientes incluidos como
controles negativos, distribui-se da seguinte maneira: 70 soros de pacientes com doenga de
Chagas, 20 com dengue, 12 com leishmaniose tegumentar americana, 5 com doenca
linfoproliferativa, 2 com salmonelose septicémica, 2 com tuberculose pulmonar, 2 com lupus
eritematoso sistémico, 1 paciente com doenca de Wilson, e 1 portador de

paracoccidioidomicose brasileira.
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1. Teste rK39 negativo. 2. Teste rK39 positivo.
Fonte: Pesquisa do autor

Figura 1: Resultados do dipstick rK39 (TRALd)

Dos 123 pacientes com mielograma positivo para leishmanias, 122 (99,2%) foram
positivos pelo TRALd através do rK39. Dos 115 (100%) pacientes com aspirado medular e
soroldgico comprovadamente negativos, todos foram ndo reagentes pelo TRALd. Isto nos da

uma sensibilidade do teste de 99,2% (Intervalo de confianca de 95%:96.0-99.9%).
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Tabela 1 - Sensibilidade de técnicas sorologicas para diagnostico da LVA, usando como
padrio ouro, 88, 87 e 123 pacientes com quadro clinico sugestivo da doenca e

presenca de Leishmania sp na medula 0ssea, respectivamente:

[
] PACIENTES SENSIBILIDADE (%)
TECNICA REAGENTES
PONTUAL 1.C. 95
ELISA com antigeno bruto 70 79,5 69,6 — 87,4
Imunofluorescéncia indireta 71 81,6 71,86 — 89,1
ELISA com antigeno rK39 122 99,2 96,0 - 99,9

Teste do Qui-quadrado, 2 graus de liberdade e p<0,001

Fonte: Pesquisa do autor

» Comparaciao entre teste rapido rK39 no soro, imunofluorescéncia indireta e
ELISA, estabelecendo como padrio-ouro a presenca de amastigotas no aspirado

de medula 6ssea, e casos controles portadores de outras doencas.

Obtivemos um resultado isolado falso-negativo para calazar através do antigeno
recombinante rK39. De 88 aspirados medular com visualizacdo de leishmania e testados
sorologicamente por ELISA, 70 foram positivos (sensibilidade de 80%). Quanto a
imunofluorescéncia indireta para calazar realizada em 87 soros, 71 positivaram-se a partir das
dilui¢des de 1:40 (sensibilidade de 82%). Dos 115 controles ndo-calazar, 100% foram para
TRALd-negativos e IFI-negativos (especificidade de 100% para ambos). De 50 controles nao-
calazar, todos foram negativos pelo ELISA em pesquisa de anticorpo anti- Leishmania

donovani (especificidade de 100%).

= Jdade e sexo

O Figura 6 mostra a distribui¢do etaria dos participantes com calazar confirmado pela
visualizagdo direta de leishmania ao exame microscopico. A maior distribuicdo por faixa
etaria foide 0 a 5 anos de idade. A média etaria foi dos 14 + 13 meses. Houve predominancia

nas faixas etdrias compreendidas entre 0 e 10 anos de idade, totalizando 62 criancas (50,4%).
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Dos 123 individuos, 72 (59,5%) eram do sexo masculino (relacdo
masculino/feminino = 1,4). A propor¢ao de individuos do sexo masculino adultos jovens,

aumentou de maneira diretamente proporcional a idade.

25 -

Percentagem

05 5-10 10-|15 15-]20 20--|25 25-|30 30--|35 35--]40 40--|65

Idade (anos)

B Masculino N=72 B Feminino N=51
Fonte: Pesquisa do autor

Figura 2 - Distribuicio por faixa etaria e por sexo, de 123 pacientes com LVA

confirmada no periodo de julho 2001 a julho de 2003. Fortaleza.

* Local de recrutamento e procedéncia

Quarenta e cinco pacientes (36,6%) foram diagnosticados do Hospital Infantil Albert
Sabin; 39 (31,7%) do Hospital Universitario Walter Cantidio e 39 (31,7%) do Hospital Sao

José de Doengas Infecciosas.

Verificamos que 57 (46,4%) pacientes eram provenientes de Fortaleza e regido
metropolitana, enquanto 66 (53,6%) residiam no interior do Estado, evidenciando sua ampla

distribuicdo geografica e o crescente processo de urbanizagdo do calazar
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Maranguape

Figura 3 - Procedéncia de 123 pacientes com LVA, no periodo de julho 2001 a julho de
2003. Fortaleza.

Os municipios de Fortaleza e Regido Metropolitana (Caucaia, Itaitinga, Maracanau e
Maranguape) perfazem um total de 46,3% dos sujeitos estudados, enquanto que os demais

municipios do interior do estado do Ceard somam 53,7%.

= Aspectos sécioecondmicos e tipo de moradia

De 123 (100%) familias dos pacientes com diagndstico clinico e labiratorial

confirmados, 93 (75%) tiveram renda entre 1 a 2 salarios minimos, 12 (10%) entre 3 a 4

salarios e 18 (15%) sem renda familiar.

Com relag@o a moradia, 35 (28,4%) moravam em casa de taipa e 88 (71,6%) em casa
de alvenaria. O fator moradia mesmo em condi¢des hidro-sanitérias satisfatorias ndo impede

que as pessoas sejam infectadas por Leishmania chagasi, quando procedentes de zona

endémica e micro areas de risco.



68

10% 15%

75%
B Sem renda M1 a2 salrios 3 a 4 salarios

Fonte: Pesquisa do autor

Figura 4 - Distribuicdo quanto a renda familiar de 123 familias com casos de LVA no

periodo de julho 2001 a julho de 2003. Fortaleza.
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Fonte: Pesquisa do autor

Figura 5 - Distribuicio dos 123 pacientes quanto aos sintomas apresentados, no periodo

de julho 2001 a julho de 2003. Fortaleza.
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= Aspectos Clinicos

Na curva térmica a média de temperatura encontrada foi de 38,3°C mostrando-se
pouco elevada e de longa duracdo presente em 97,6% da nossa casuistica. Na avaliacdo do
exame fisico e estado geral do paciente os critérios de gravidade ¢ observador dependente, de
acordo com a experiéncia individualizada do examinador. Consideramos como critério de
gravidade e risco eminente de morte, aqueles individuos com anasarca, hemorragia, ictericia e
sindrome de resposta inflamatoria sistémica, que totalizou 25,4% dos pacientes. A maioria
(52,2%) deles apresentavam-se debilitados, com picos febris diariamente, volumosa
visceromegalia, facies de sofrimento, adindmicos, anoréxicos, com estado geral
comprometido. Estado geral regular foi verificado em 16,2% da amostra estudada,
caracterizando-se por manter-se ativos, cooperativos, sem infeccdes associadas. 5,9%

apresentavam um estado geral, deambulando e aceitando dieta por via oral.

5,90%

16,20%

52,20%
25,40%

B Comprometido B Grave ORegular OBom

Fonte: Pesquisa do autor

Figura 6 - Freqiiéncia relativa ao estado geral em 123 pacientes na admissao, no periodo

de julho 2001 a julho de 2003. Fortaleza.
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Figura 7 - Distribuicido do tamanho do figado e do bago em centimetro (cm) em 123

pacientes estudados, no periodo de julho 2001 a julho de 2003. Fortaleza.

Na admissdo, 98,17% dos pacientes apresentavam, em média, o tamanho do baco
com 9,2 + 3,9 cm e a mediana de 10,0 cm. O tamanho minimo palpavel foi de 2 cm enquanto
o tamanho maximo foi de 20 cm abaixo do rebordo costal esquerdo atingindo a fossa iliaca
esquerda ipsilateral, enquanto 1,83% apresentavam-se com bago impalpavel, porém com o

espago de Traube ocupado.

Em relacdo ao tamanho do figado observamos aumento simultdneo dos lobos direito
e esquerdo com média encontrada de 5,9 = 3,7 cm e mediana de 5,0 cm. O tamanho maximo
foi de 18 cm abaixo do rebordo costal direito e houve 03 (2,75%) pacientes com figado ndo

palpavel. Em nenhum paciente foi detectado bago e figado impalpavel simultaneamente.

O tnico paciente que apresentou negatividade soroldgica para o rK39 e positividade
tanto para IFI (Titulo de 1:320) quanto ELISA, tinha 2 anos de idade, procedente de Caucaia,
com 4 semanas de doenca e queixas de palidez, emagrecimento, adinamia, febre, anorexia e
aumento do volume abdominal. Ao exame se encontrava com estado geral comprometido, FC
de 120 bpm e FR de 40 irpm. Bago palpavel a 4 cm do RCE e figado palpavel a 05 cm do

RCD. Exames laboratoriais: Hemacias 2,3 milhdes, hematdcrito 19,2%, hemoglobina de 5,6,
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leucdcitos de 3.270, 12% neutréfilos, linfocitos de 78% e plaquetas de 68.000; proteinas
séricas totais de 7,8 (albumina de 2,6 e globulina de 5,2), TGO de 107 U/L e TGP de 60 U/L.
Foi tratado com antimonial pentavalente. Fez uso de antibidticos por pneumonia € sepse €

conduzido em Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica.

20%

50%

O Normocelular B Hipocelular [0 Hipercelular

Fonte: Pesquisa do autor
Figura 8 - Distribuicao da celularidade dos mielogramas em 30 pacientes, no periodo de

julho 2001 a julho de 2003. Fortaleza.
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Fonte: Pesquisa do autor
Figura 9 - Distribuicio da plaquetopoese megacariocitica em 30 mielogramas, no

periodo de julho 2001 a julho de 2003. Fortaleza.

Na celularidade de 30 mielogramas positivos para Leishmania chagasi, encontramos
medula 6ssea normocelular em (50%), hipocelular em (30%) e hipercelularidade (20%). Em
26,6% houve inversdo da relacdo entre as séries mieloide/eritroide (inferior a 3:1); linfocitos

em média de 18,76 = 9,40%, sendo que a porcentagem minima encontrada foi de 1,8% e
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maxima de 33,0%, que em pardmetros de normalidade assumem niveis inferiores a 10%;
plasmocitos em média 4,31 + 6,02%, sendo que a porcentagem minima encontrada foi de 0%
e maxima de 31%, e que geralmente mantém-se abaixo de 2% em medula normoplasiada;
blastos em média de 1,76 £ 1,71%, sendo que a porcentagem minima encontrada foi de 0% e
maxima de 6%; em mielograma normal, na série megacariocitica os megacariocitos
normalmente estdo presente, normoplasiada, com plaquetopoese evidente, e auséncia de

parasitos/células tumorais.

A celularidade da linhagem megacariocitica através de aspirado de medula 6ssea nao
¢ um bom padrdo para avaliar as modifica¢des existentes em seu contexto, sendo a bidpsia

oOssea indicativa para investigar alteracdes morfoldgicas e funcionais.

e Média dos Valores hematimétricos

Encontramos alteracdes hematologicas compativeis com pancitopenia, linfocitose
relativa e fenomeno de rouleaux das heméceas. No hematdcrito a média encontrada foi de
21,53% para ambos os sexos, sendo que valores entre 25 e 30% s3o encontrados com
freqiiéncia segundo dados da literatura (Quadro 1 em anexo). A média encontrada de

hemoglobina foi de 7,035 g/dl e das hemacias 2,98 milhdes/mm”.

e Média dos Valores Bioquimicos

No perfil eletroforético das proteinas encontramos hipoalbuminemia com média de
2,73 g/dL e hipergamaglobulinemia com média foi de 4,85 g/dL. Esta inversdo foi
evidenciada em 84,69% da populagdo estudada.

As transaminases elevaram-se em torno de quatro vezes os valores da normalidade e
o tempo de protrombina permaneceu abaixo de 70% (Quadro 2 em anexo). A ictericia foi

observada em 19,1%.
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e Drogas Antiparasitarias Leishmanicida

Quanto a terapéutica utilizada nos pacientes estudado para o tratamento do calazar,
121 (98,4%) pacientes fizeram uso de antimonial pentavalente endovenoso por tempo médio
de 21,86 £ 14,28 dias e mediana de 21 dias. O tempo médio de internacdo foi de

23,85 £ 13,74 com minimo de 5 ¢ maximo de 115 dias.

Somente 2 (1,63%) utilizaram dispersdo coloidal de anfotericina B (Amphocil)
durante 10 dias, como primeira droga de escolha, por estarem fazendo parte em outro
protocolo experimental. A anfotericina B foi introduzida no esquema terapéutico somente
apos faléncia secundaria e/ou resisténcia medicamentosa da primeira opgao terapéutica, tempo

médio compreendido de 30,12 £ 21,86 e minimo de 7 e maximo de 60 dias.

Dentre os pacientes que fizeram uso de antimonial pentavalente na dose de
20 mg/kg/dia, observamos faléncia terapéutica com resisténcia primaria em 6 (5%) dos
pacientes e 7 (6%) recidivaram no primeiro ano. Cardiotoxicidade foi observada em 4
pacientes através de ECG periodico caracterizado por distirbios de repolarizagdo com
prolongamento progressivo do segmento QT na segunda semana do tratamento e destes, 1
paciente apresentou pericardite no oitavo dia de quimioterapia. Morte subita ocorreu em um

paciente que referia precordialgia durante a infusao da droga.

Um paciente do sexo masculino, 38 anos de idade, portador de sindrome de Wolf-
Parkison-White, manifestou bradicardia sinusal no décimo dia de tratamento com antimonial
pentavalente endovenoso. Foi submetido a exame ecocardiografico que revelou dilatacio
moderada do ventriculo esquerdo(VE) e leve do atrio esquerdo. A fungdo sistdlica e diastdlica
do VE mantiveram-se preservadas. De imediato foi suspenso o antimonial pentavalente e
optou-se pela pentamidina, havendo intercorréncia caracterizada por tontura, poliuria,
polidipsia, polifagia, perda de peso e hiperglicemia desencadeada por diamidina aromética
compativel com cetoacidose diabética no nono dia, interrompendo-se a terapéutica. Neste
interim fez-se uso de insulina NPH e regular subcutaneas. Dois meses apds, continuou com
pancitopenia e febre, ¢ novo mielograma mostrou persisténcia de leishmanias viaveis. Foi
prescrito anfotericina B, sendo bem tolerada e o paciente obteve melhora clinica e

laboratorial.
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Foi prescrito fator estimulador de colonia de granulocito-macréfago na dose de
Sul/kg/dia, subcutaneo em um paciente, que evoluiu para éxito letal em 26 dias da internagao.
Em relagdo a transfusdo sangiiinea, 37,7% receberam concentrado de hemadcias. Dois
pacientes receberam albumina humana a 20%. Terapia antimicrobiana foi usada em 65
(52,8%) dos pacientes ajustada mediante resultados de hemocultura e do antibiograma, bem
como do sitio infeccioso. Quando desconhecido fez-se uso de antibidticos de amplo espectro
de acdo dirigido para bactéria gram-negativas, Staphylococcus aureus e bactérias anaerdbicas.
Neutropénicos febris graves (< 500 neutréfilos/pl) apresentaram alto risco de desenvolver
sepse. Monoterapia com acdo anti-Pseudomonas aeruginosa (cefalosporina de terceira
geracdo, ceftazidime, carbapenem) foi administrada em 25% e associacdo de antibiodtico beta-
lactamico mais aminoglicosidio em 75%. A adi¢do de vancomicina deveu-se a infeccdo de
cateter, deterioragdo do quadro clinico apesar de cobertura antibidtica prévia ou quadro inicial
potencialmente grave. As principais complicacdes infecciosas observadas foram: pneumonia
21 (33,3%); neutropenia febril grave 19 (29%); sepse 19 (29%); otite média aguda, sendo um

caso colesteatomatosa 5 (7,7%) e celulite 1 (1,5%).
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Fonte: Pesquisa do autor

Figura 9 - Distribuicio do niimero de hemacias (em milhﬁes/mm3) em 123 pacientes, no

periodo de julho 2001 a julho de 2003. Fortaleza.
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Fonte: Pesquisa do autor
Figura 10 - Distribuicio da hemoglobina em g/dL. em 123 pacientes, no periodo de julho

2001 a julho de 2003. Fortaleza.
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Figura 11 - Distribuicao dos valores de leucdcitos em 123 pacientes, no periodo de julho

2001 a julho de 2003. Fortaleza.
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Figura 12 - Distribuicio da contagem de plaquetas em 123 pacientes, no periodo de

julho 2001 a julho de 2003. Fortaleza.

e (Calazar associado a outras doencas

Um paciente de 33 anos de idade, masculino, acometido de doenca de Hodgkin 111 B
de mediastino tipo predominancia linfocitaria, diagnosticado em dezembro de 1999, foi
tratado com 7 ciclos de ABVD (adriamicina, bleomicina, vincristina ¢ dexametasona) mais
radioterapia minimanto, com término em outubro de 2000. Em marco de 2001 foi
diagnosticado calazar e tratado com antimonial pentavalente. Em marg¢o de 2002, pelos
mesmos motivos foi novamente conduzido com o mesmo quimioterapico. Em junho de 2002
o aspirado de medula 6ssea apresentou leishmanias vidveis, sendo prescrito anfotericina B
dose cumulativa de 3 g. Em dezembro de 2002, por decisdo da onco-hematologia, o paciente
foi esplenectomizado, para investigacdo de possivel infiltragdo neoplasica do 6rgao. Ao
exame macroscopico: baco pesando 2.190 g e medindo 26,3 x 16 x 8 cm, com aspecto
pardacento, firme, irregular. Aos cortes, superficie irregular e compacta. Biopsia de figado:
Fragmento irregular, firme, pardacento, medindo 0,4 x 0,4 x 0,3 cm. Exame microscopico:
Baco apresentando acentuada congestdo da polpa vermelha, com indicios de colapso na
trama, além de areas de hiperplasia da polpa branca. Presenca de megacariocitos além de
outras células da hematopoese série eritroide e granulocitica, multiplos acumulos de
plasmocitos e macréfagos contendo Leishmanias. Figado com intenso parasitismo com
células de Kupffer plenas de formas amastigotas, além de infiltrado portal de pequenos

linfécitos sem atipias. Conclusao: LVA.
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o Co-infeccao Leishmaniose/HIV

Encontramos 4 individuos com HIV/SIDA co-infectados com LVA apresentando

manifestagdes clinicas associadas a progressao da doenca representadas por pneumoci

stose, herpes simples, candidiase esofagica, tuberculose pulmonar, diarréia
prolongada a mais de 1 més e sindrome consumptiva e contagem de linfécitos TCD4 <

400cel/mm? sendo a contagem de TCD4<2OO/mm3 definidora de AIDS.
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Fonte: Pesquisa do autor
Figura 13 - Indicacao de antibioticoterapia em 65 pacientes, no periodo de julho 2001 a

julho de 2003. Fortaleza.

e Complicacoes e Desfecho dos Pacientes

Cursaram com doengas associadas 65 pacientes (53%), com os seguintes
diagnosticos: pneumonia (33,3%), neutropenia febril grave (29%), sepse (29%), otite média

(7,7%) sendo uma colesteatomatosa, e celulite (1,5%).

A taxa de letalidade determinada por calazar classico grave internado em hospitais de
Fortaleza foi de 9,8% que corresponde a 12 obitos do total de 123 pacientes. Sepse,
pneumonia e distarbios hematoldgicos foram os determinantes principais envolvidos na
morbiletalidade. Observamos que a cronicidade da doenga e o retardo no diagnostico sao

fatores agravantes e determinantes de reservado prognostico dos pacientes.
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Trinta e um pacientes com LVA foram escolhidos aleatoriamente e seguidos
ambulatorialmente durante seis meses consecultivos, sendo pesquisados quanto aos anticorpos
séricos através do dipstick com rK39. Destes, 29 (93%) persistiram positivos durante o

periodo do estudo.
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5 DISCUSSAO

A LVA ¢ um sério problema de saude publica de etiologia parasitaria, com elevada
morbiletalidade, que compartilha manifestagdes clinicas comuns com outras doengas
endémicas. Como exemplo, citamos febre tiféide, maldria, esquistossomose mansonica,
doencas de Chagas, toxoplasmose, histoplasmose, dentre outras doencas febris agudas.

Investigar sempre tuberculose, AIDS, hepatite cronica, cirrose, linfoma e leucemia.

O diagnostico da LVA pode ser feito através de critérios clinicos, epidemioldgicos
(procedéncia, faixa etdria, presenga de cdes doentes, conhecimento acerca do vetor), pelas
provas soroldgicas especificas, pelos achados sugestivos de citopenia no hemograma,
eletroforese de proteinas, cultura do parasito em meios adequados ou por sua inoculacao em
hamsters. Seu diagnostico etioldgico inequivoco déa-se pelo encontro de parasitos em
aspirados medulares (6sseo, hepatico, esplénico e linfonodal). O parasito pode ser
demonstrado em aspirado de medula 6ssea em mais de 70% dos pacientes (Carvalho; Prata,
1958), sendo a técnica preferida pela sua simplicidade, isencdo de riscos e elevada
percentagem de resultados positivos, que confirmam a hipdtese diagnodstica enquanto
resultados negativos ndo a afastam. Em aspirados com carga parasitaria baixa, nem sempre ¢
possivel encontrar leishmanias. A pesquisa positiva de parasitos ocorre com freqiiéncia
variavel em orgaos ricos em células do SFM, onde em aspirado de medula 6ssea detectamos
71% de positividade para leishmania. Para Alencar; Neves; Dietze, (1991) os seguintes
parametros foram encontrados: bago (95 a 97%), medula 6ssea (90%), figado (75%), ganglios
linfaticos (64%). Leishmaniose atipica pode ser encontrada em imunossuprimido e o encontro

de parasitos em pele e sangue periférico variam entre 30 e 50% respectivamente.

Em mielogramas com leishmdnia, a negativacdo precoce ¢ indicativa de resposta
terapéutica especifica, entretanto, durante um periodo de aproximadamente 1 més ainda ¢
possivel o encontro de leishmanias remanescentes, degeneradas ou inviaveis. Os doentes
deverdo ser acompanhados mensalmente durante seis meses apds a alta hospitalar. As
recidivas geralmente ocorrem entre o 4° € 0 6° més ap0s a terapéutica. A reagdo intradérmica

a antigenos de leishmdnia (leishmanina) positiva-se apos o 1° ano de tratamento, sendo que
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apds 3 anos, mais de 70% dos pacientes apresentam forte reagdo, indicando a completa

recuperacio imunolégica (BADARO; DUARTE, 2002).

Como decorréncia da diminuicdo da imunidade celular ocorrida durante a doenga, o
teste de Montenegro invariavelmente ¢ negativo nos casos de calazar totalmente
estabelecidos, sendo anergia especifica revertida apds a cura. A intradermorreacdo de
Montenegro detecta resposta imune celular, composto por antigeno bruto e preservante (fenol
ou mertiolate). Os principais problemas com este método seria a presencga de resultado falso
positivo provocado por reacao alérgica ao preservante. Consiste na aplicagdo de 0,1 ml de um
antigeno padronizado na face ventral de um dos antebragos e de fenol ou mertiolate no outro
antebraco. A conversdo da reagdo acontece tardiamente sendo a leitura realizada em 48 a 72
horas e considerado positivo quando o indurado ¢ superior a 5 mm. E invariavelmente
negativo na doenga plenamente manifesta em decorréncia da diminui¢do da imunidade
celular, sendo a anergia revertida apos a cura, nio tendo valor como método diagnostico. E

um indicador de exposi¢do prévia a leishmania (MATTOS, 1998; BRASIL, 1994).

Para Bern et al., (2000), a sensibilidade do aspirado linfonodal ¢ de 50% no Sudao;
jé& para o aspirado medular, ¢ de 70% ou menos, enquanto que os aspirados esplénicos podem
atingir valores de 90% ou mais, embora este procedimento carregue um risco potencial de

hemorragias fatais.

As técnicas usadas para a imunodiagnose da leishmaniose podem ser agrupadas em
trés categorias: 1) deteccdo de anticorpo; 2) deteccdo de antigenos no complexos imunes
circulantes e 3) detec¢do de reagdes imunes celulares. Varios antigenos da superficie do
parasito como a Gp63, LPG e “Heat Shock Protein” de peso molecular de 70.72 kDa, dentre
outras proteinas com alta densidade de epitopos ja foram clonadas e utilizadas na deteccdo de
anticorpos anti-leshmania donovani.. Porém reagdes cruzadas ocorreram com varias espécies
de tripanossomatideos ou que possuem antigenos de grupos filogeneticamente idénticos como

micobactérias.

O dipstick rK39 utilizando antigeno recombinante de uma seqiiéncia de 298
aminoacidos, sendo 39 repetitivos conjugado a uma proteina A/sais de ouro coloidal. E um
teste rapido, qualitativo, imunocromatografico, com um epitopo clonado repetitivo
conservado entre Leishmania chagasi, Leishmania donovani e Leishmania infantum que ¢

parte de uma grande proteina relacionada a cinesina expressa predominantemente por
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amastigotas, tornando as reagdes cruzadas improvaveis (Reed, 1990, Burns et al, 1993,
Zijlstra, 2001), utilizado na pesquisa de anticorpos IgG circulantes anti-Leishmania chagasi.
Segundo Badaro; Duarte (2002), os resultados da reagdo acontecem imediatamente em menos
de 3 minutos, sendo a interpretagao do resultado sob visualizagao direta, positivo ou negativo,
de facil aplicacdo e praticidade. Pode ser realizado por qualquer profissional técnico de
laboratorio, haja vista dispensar de incubacao e lavagem de soros reagentes, bem como nao ha
necessidade de fonte de .energia elétrica, dgua corrente, equipamento ou material acessorio,
podendo tornar-se um método util para realizacao de inquérito soroepidemioldgico em campo.
Os espécimes sorologicos podem ser conservados a temperatura ambiente com baixa umidade
ou em refrigeragdo entre 4 - 8°C, realizando-se, em seguida, o experimento, ou estocado a
uma temperatura entre 2 a 8°C durante 3 dias. Para conservar o material por periodo
prolongado, deve-se estoca-lo a -20°C ou a -70°C. Exposi¢do soroldgica a temperaturas
superiores a 30°C pode causar impacto na performance dos resultados devido alteragéo

protéica (BERMAN, 1992).

Detectamos por este método imunoenzimdtico anticorpo s€rico positivo em 122
pacientes sendo a sensibilidade de 99,2%. A confiabilidade no teste sorodiagndstico em
questdo nos permite precocidade em esclarecer a doenca de base, igualmente ao trabalho
realizado em Apulia, sul da Italia. Resultados semelhantes foram encontrados no Nepal, em
14 pacientes com diagndstico parasitologico confirmado e 113 controles sadios (BERN et al.,
2000). Na India, o teste realizado em 127 pacientes ¢ 119 controles, a sensibilidade foi de
100% e a especificidade de 98% (SUNDAR et al., 1998). Na Alemanha, em estudo realizado
com 14 pacientes que adquiriram a doenca em paises asiaticos ou no Mediterraneo e 82
controles, a sensibilidade do rK39 foi de 71,4% e especificidade de 100% (JELINEK;
EICHENLAUB; LOSCHER, 1999).

Segundo trabalho de Delgado et al. (2001), na Venezuela, o dipstick com rK39
apresentou especificidade de 100% para o todo o complexo Leishmania donovani (L. chagasi,
L. donovani, L. infantum), corroborando os dados de outros paises e no Brasil por Badar¢ et al
(1996), utilizando soros de individuos saudaveis e pacientes portadores de outras doengas
tropicais que ndo a LVA. O teste apresenta grande utilidade no meio rural, no ambito da
atencdo primaria de saude, onde os profissionais de saude necessitam dispor de testes mais
simples, rapidos e confidveis para o diagnostico precoce dos pacientes suspeitos de LVA. Seu

resultado positivo orienta o profissional para o inicio imediato do tratamento farmacologico
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especifico enquanto que os resultados negativos devem ser confirmados em hospitais de

referéncia através de outras técnicas sorologicas e parasitologicas.

Segundo Delgado et al (2001), a sensibilidade do dipstick de rK39 ¢ de 87,8%, tendo
diagnosticado positivamente 36 dos 41 pacientes infectados com LVA. Este encontrou
achados discordantes ao usar o teste de imunofluorescéncia na pesquisa de anticorpos, que foi
positivo em um paciente com mononucleose e outro com pneumonia bacteriana, sendo o rK39
negativo. No Brasil, resultados positivos relacionados com doenca visceral ativa e resultados
negativos foram encontrados em infecgdes recentes ou casos com cura espontanea (Badaro;
Duarte, 2002). Badar6 et al (1996) refere sensibilidade de 99% para o teste com dipstick
rK39. Sundar et al (1998) refere que o teste possui 100% de sensibilidade em pacientes que
apresentam aspirado esplénico positivo, embora tenha achado quatro resultados positivos em
pacientes com aspirado esplénico negativo (considerados como pacientes subclinicos que nao
evoluiram para a cura espontanea). A especificidade demonstrada em seu trabalho foi de 98%.
Este mesmo autor, em novo trabalho publicado em 2002, detectou especificidade de 93% e
sensibilidade de 100%, examinando tanto espécimes de sangue total e sorologico de pacientes
com doenga em atividade. O autor enfatiza que o teste com rK39 nao deve ser aplicado em
pacientes sauddveis e assintomaticos e, mesmo com resultado positivo, ndo devem ser
considerados para o tratamento. Nestes, como had a possibilidade de reagdo cruzada com
maldria, febre tiféide e tuberculose, hd recomendacdes de realizagdo, em conjunto com o teste
do dipstick K39, testes sorologicos para estas doencas e raios-X simples do torax para afastar
tuberculose pulmonar. Para Zijlstra et al (2001), em estudo realizado no Sudao, a
sensibilidade do teste foi de 67% (37 dos 55 pacientes com diagnostico parasitologico
confirmado). Por outro lado, resultados falso-negativos (28,6%) foram detectados entre 14
amostras por Jelinek; Eichenlaub; Loscher (1999). Estes autores afirmam que a razao para os
resultados falso-negativos permanece desconhecida, de modo que eles nao consideram o
dipstick de rK39 como um teste conclusivo e confidvel para o diagndstico de LVA. Verificou-
se perda de reatividade nos soros armazenados por mais de nove anos a —70°C, o que pode

dever-se a degradacao protéica decorrente dos longos periodos de estocagem das amostras.

Enquanto os testes sorologicos tradicionais ndo diferenciam adequadamente a LVA
aguda das formas cronicas, o teste com antigeno rK39 ¢ bastante sensivel e especifico para as
formas agudas da doenga. Além disso, os pacientes com a doenga que sdo devidamente

tratados e curados, apresentardo teste positivo para o antigeno rK39, pois as IgG contra estes
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antigenos persistem por muito tempo apds a cura, embora isso precise de confirmagao.
Segundo Zijlstra (2001) em pacientes sudaneses o teste manteve-se positivo por 24 meses. O
tratamento de pacientes com dipstick rK39 positivo somente devera ser iniciado com a
confirmacdo diagnostica por outros métodos e ou apds ostensiva investigacdo para excluir
outras condi¢des clinicas, e os pacientes com resultados negativos por si s6 ndo devem deter o
médico da tentativa de diagnosticar Leishmaniose visceral. A confirmacdo do teste através de
pesquisa parasitaria ¢ recomendavel bem como realizagcdo de testes sorologicos quantitativos,

que permitem que anticorpos sejam monitorados durante a infecgao.

Tabela 2: Comparacio do resultado do dipstick rK39 e o teste de aglutinacdo direta
(TAD) (cut-off > 1:1600) em pacientes sudaneses curados de LVA em varios

periodos apos o tratamento.

MESES TAD > 1:1600 DIPSTICK rK39 +
3 meses 19/23 (83%) 10/37 (27%)

6 meses 16/20 (80%) 19/44 (43%)

9 meses 13/19 (68%) 6/24 (25%)

12 meses 4/6 (67%) 3/10 (30%)

Mudanga dos resultados dos TAD ao longo do tempo: p=0,17;
Mudanca dos resultados positivos do dipstick rK39 ao longo do tempo: p=0,37.
Fonte: Zijlstra et al., 2001

Diante da suspeita clinica, laboratorial e epidemioldgica bem fundamentadas,
resultados de testes rK39 positivos, mesmo diante de pesquisa parasitologica negativa

assegura a introdugdo de prova terapéutica para calazar.

Para Viana (1999), no seguimento de 181 pacientes no periodo de 4 anos, 20,4%
permaneceram com a sorologia positiva com ELISA por rK39. Em 2002, Sundar et al.,
afirmam que os niveis de IgG anti-K39 podem permanecer elevados por longos periodos.
Assim, pacientes com histéria de infeccdo visceral prévia com suspeita clinica de recidiva,
nao devem receber diagnostico exclusivo pelo dipstick rK39, necessitando confirmagao pelo

aspirado medular antes de reiniciar o tratamento. Segundo Badar¢ et al (1996), a reatividade
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do teste com antigeno rK39 acompanha a doenca aguda e também existe nos casos

subclinicos que evoluem para LVA, precedendo inclusive os sinais e sintomas da doenca.

Atualmente nao se sabe se a especificidade e a sensibilidade do dipstick rK39 podem
ser aplicaveis em pacientes soropositivos para o HIV. Isto ¢ uma questao importante, uma vez
que ¢ cada vez maior o nimero de pacientes co-infectados. Estudos preliminares com o teste
para anti-rK39 por ELISA demonstram sensibilidade de 85% nestes pacientes, sugerindo que
a detecgdo pelo dipstick possa vir a ser mais eficaz (Sundar et al., 1998). Segundo Houghton
et al (1998), os testes invasivos nos co-infectados HIV/LVA s3o superiores aos testes
soroldgicos incluindo ELISA rK39, devido aos baixos titulos de anticorpos nestes individuos.
Em seu estudo, de 56 pacientes HIV-positivos (alguns dos quais com progressao para AIDS),
com diagndstico de LVA confirmado pela microscopia e cultura de aspirado medular, 46
(82%) foram positivos para LVA pelo ELISA rK39, enquanto que 30 (53,1%) foram positivos

pela imunofluorescéncia.

O teste do dipstick com rK39 pode ser influenciado pela temperatura ambiente e
umidade relativa do ar. Isto ¢ particularmente importante em condi¢des de campo: no Sudao
as temperaturas ultrapassam 40°C e a umidade ¢ inferior a 30%. Os testes estdo adaptados em
formato ideal para uso em inquérito soroepidemioldgico pela rapidez e praticidade, pois nao
requerem equipamentos especializados e podem ser feitos por técnicos com pratica em
laboratorio e o tempo necessario para a interpretagdo dos resultados varia entre 30 segundos
(Badar¢ et al., 1994) a 5 minutos. Segundo Zijlstra (2001), a interpretacdo apos 5 a 10
minutos evita resultados falso positivos causados por reacdes inespecificas. Entretanto, este
autor avaliou os resultados com 30 minutos e 24 horas e observou elevacao da sensibilidade
de 67% (com leitura entre 5 e 10 minutos) para 72% e 78%, respectivamente. Em pacientes de
areas endémicas, o dipstick rK39 ¢ menos sensivel que o teste de aglutinagao direta (DAT).
Quanto maior os titulos de IgG no soro do paciente maior a probabilidade de teste positivo
(Zijlstra et al., 2001; Delgado et al., 2001). Além disso, Bern et al (2000) afirma que a
especificidade do dipstick rK39 supera o DAT no diagndstico de calazar agudo em regides
endémicas. O custo de um dipstick é de US$ 1,20, bastante inferior aos US$ 8,00 gastos para
cada DAT.

Para Sundar et al., (2002), em estudo com 143 pacientes de area endémica na India,

120 pacientes tiveram resultados positivos para o dipstick rK39. Destes, 119 eram, de fato,
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portadores de LVA (sensibilidade de 99,16%). O tnico resultado falso-positivo decorreu de
um paciente infectado com malaria. Dos 23 que tiveram resultado negativo, 21 eram
realmente ndo portadores de LVA (especificidade de 91,3%). Os resultados sugerem que o
teste substitui com seguranga as técnicas invasivas € que outras doengas que mimetizem o
calazar raramente terdo resultado do teste positivo. Nos casos de pacientes sintomaticos mas
com resultado negativo para o dipstick, sucessivos testes sdo valorosos se os sintomas
persistirem e nenhum outro diagndstico for alcangado; todos os esfor¢os devem culminar para
um desfecho diagndstico definitivo. Afirma ainda que o teste pode ser positivo em individuos
saudaveis procedentes de areas endémicas, bem como os que ja tiveram leishmaniose visceral

anteriormente, ndo sendo preconizado tratamento anti-leishméania nestes individuos.

Segundo Reithinger et al., (2002), os programas atuais de controle da leishmaniose
visceral no Brasil falharam em conter o aumento do nimero de casos humanos bem como de
reservatorios caninos. Isso se deveu, em grande parte, a grande demora existente entre a coleta
de amostras caninas, sua andlise e a implementacdo das medidas de controle. Para o autor,
devem ser feitos esfor¢os no sentido de desenvolver testes de dipstick mais especificos para o
diagnostico de leishmaniose visceral canina, de modo que eles possam vir a ter uma melhor
relagdo custo-eficdcia que os métodos diagndsticos atualmente usados para guiar as medidas
de controle. Em estudo de campo, o dipstick foi positivo em 92 de 175 amostras (53% de
sensibilidade), enquanto que o ELISA alcangou sensibilidade de 37% (65 de 175) e o PCR
27% (47 de 175). Os valores preditivos positivo e negativo para o teste de dipstick foram,
respectivamente, de 58 a 77% e 75%. Em termos de especificidade, o teste ndo ¢ muito eficaz
para o diagnostico canino, diferentemente do que ocorre em humanos. Uma possivel
explicagdo para isso seria a existéncia de reacdes cruzadas entre o dipstick e algum fator
existente no sangue do cdo. A titulo de comparagdo, a sensibilidade e a especificidade do
ELISA de rK39 mostraram-se elevadas em varios estudos. A sensibilidade foi de 100% nos
trabalhos de Badar¢ et al., (1996), em 90 cdes e de Zerpa et al., (2000), na Venezuela, em 37
caes, confirmados parasitologicamente. Em estudo na Turquia, Ozensoy et al., (1998) a
sensibilidade foi de 93% e a especificidade de 100%. Na Italia, Scalone et al., (2002)
demonstrou sensibilidade de 97% e especificidade de 99%. No Marrocos, o ELISA foi 100%
sensivel, segundo RHALEM et al., (1999).

Reagdes cruzadas de RIFI ocorrem com leishmaniose cutdneo-mucosa, malaria,

esquistossomose, hanseniase, Doenga de Chagas e ainda, em trabalhos realizados por Souza et
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al., (1998), as RIFI-IgM no soro humano podem ser falsamente negativas na presenca de
elevados titulos de IgG que provavelmente competem com a IgM pelos mesmos
determinantes antigénicos do parasito, ou podem ser falsamente positivos na presenca de
auto-anticorpos IgM anti IgG (fator reumatdide) produzidos por células B (CDs') em

individuos até mesmo considerados como normais, SOUZA et al. (1998).

Em nossa casuistica, a faixa etaria pediatrica de menores de 10 anos de idade foi a
mais prevalente, sendo que até os 20 anos ndo houve diferenga significativa entre os sexos.

Entre a populagdo adulta houve maior distribui¢ao de casos entre o sexo masculino.

O grande numero de pacientes provenientes da capital pode ser devido ao processo
migratério da populagdo da zona rural para a periferia dos grandes centros urbanos, em
crescente processo de favelizagdo, favorecendo a urbanizacdo desta antropozoonose, com
ciclos epidémicos freqiientes, onde inumeras condigdes socio-econdmicas competem para o
alastramento desta endemia. Nao observamos casos autdctones em bairros de classe socio-
econdmica média e alta, em nossa amostra estudada, corroborando com a visdo holistica de
Alencar (1961) que o calazar ¢ socio do pauperismo e das desigualdades sociais, culminando
com desnutricdo energética protéica e conseqlientemente deficiéncia imunologica

propiciadora de infeccao.

Foram sugestivos casos de calazar canino pelos participantes ou responsaveis das
crianca da amostra estudada, como emagrecimento, unhas crescidas, queda de pelos, apatia,
ulceracgdes, descamacao da pele, fezes sanguinolentas e conjuntivite, corroborando a clinica
do calazar canino como descrito por Alencar (1959). Pode-se suspeitar que, quanto mais
reservatorios afetados no domicilio e peridomicilio, maior a populacdo de flebotomineos

infectados na area, e maior a possibilidade de infec¢ao da populagdo.

O tempo decorrido entre o surgimento dos primeiros sintomas at¢é o momento da
internagao hospitalar, variou de 10 a 120 dias caracterizando que o calazar ¢ uma moléstia
com inicio insidioso podendo manifestar-se abruptamente. A infeccdo pode ser assintomatica
ou oligossintomatica em 80 a 90% dos casos, reservando-se o restante para a forma cléssica,
caracterizada por hepatoesplenomegalia e febre irregular de longa duracao, epistaxe, palidez,
emagrecimento, taquicardia, tosse, diarréia e raramente sindrome ictérica expressiva de

progndstico sombrio. Ainda, na fase tardia, a presenca de gengivorragia, equimose € ascite
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compdem o quadro clinico. As complicacdes sdo as infeccdes bacterianas secunddrias,

principalmente pleuropulmonares e sepse, associadas a distirbios hematologicos.

Segundo o Ministério da Satde (Brasil 1996), a febre modifica-se precocemente,
desde o inicio do tratamento e desaparece por volta do 5° dia da medicagdo.0 numero de dias
varia em funcdo de diversos fatores como tempo de doenca, intensidade da infeccao,
existéncia de complicagdes ou doencgas intercorrentes e dose empregada de antimonial.
Quando ocorrem elevagdes térmicas apOs remissoes de alguns dias, levar em conta a
persisténcia do parasitismo, infec¢des concomitantes ou por acao do proprio quimioterapico.
Febre prolongada apos o tratamento ¢ suspeita de falha terapéutica, salvo se outra condigdo

clinica explicé-la.

Ao exame fisico o estado geral apresentou-se em varios estdgios de evolugao
dependente de multiplos fatores, como tempo de evolucdo da doenca, estado nutricional,
infecgdes associadas, alteragdes hematologicas e resposta imune do hospedeiro. Palidez
cutdneo-mucosa foi verificada em 99,2% dos pacientes, adquirindo uma colorac¢do pardacenta
ou de “cera velha”, cabelos quebradigos com o classico sinal da bandeira e os cilios alongados
(sinal de Pitalluga), micropoliadenopatia nao ¢ muito freqiiente em nossa regido podendo estar
presente em imunocomprometidos. O abdome volumoso as custas da exuberante
hepatoesplenomegalia compreendeu 96% dos casos, conferindo o aspecto de utero gravidico

nas mulheres e de cirréticos nos pacientes masculinos.

O bago tem consisténcia fibroelastica e o crescimento ocorre no sentido da cicatriz
umbilical, podendo atingir a sinfise plbica ou a crista iliaca do lado oposto. E
proporcionalmente mais aumentado que o figado, indolor & palpagdo e presente em
praticamente 100% dos casos. Bago duro pode ser devido a concomitancia de malaria ou
esquistossomose. O relato de dor traduz existéncia de perisplenite ou infarto esplénico

(ALENCAR; NEVES; DIETZE, 1991).

A reducdo da esplenomegalia na leishmaniose faz-se rapidamente em se tratando de
bacos pequenos e moles. Entretanto, nos doentes portadores de bagos grandes e fibroticos,
regridem mais vagarosamente, podendo persistir palpaveis por muitos meses apods o
tratamento(NEVES, 1983). Ao final do tratamento o bago geralmente apresenta redugdo de
50% ou mais em relagdo a medida inicial (BRASIL, 1996). Padrao semelhante foi encontrado

neste trabalho.
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A puncdo esplénica ¢ sensivel em mais de 95% dos casos, sendo limitada sua
indicacdo, haja vista o risco de hemorragias e rupturas esplénicas fatais. Os requisitos para
este procedimento compreendem a presenga de esplenomegalia > 3cm do RCE, tempo de
protrombina < 5 segundos, atividade de protrombina > 60%, contagem de plaquetas >

40.000/mm” (Badaro, 2002), aliada a experiéncia técnica.

Segundo Alencar (1959), geralmente a regressao do figado faz-se paralelamente a do
baco; o figado, entretanto, regride mais lentamente, ndo sendo infreqiiente o encontro de
hepatomegalia apds o quarto més de tratamento, particularmente (Neves, 1983) em casos de
associacdo com a esquistossomose. Em um estudo realizado por Prata (1957), apos o
tratamento com antimonial, as leishmanias escasseiam, mas nao desaparecem totalmente do
figado. Em 11 de 13 casos estes flagelados foram encontrados, num periodo variavel entre 12
a 11 meses apds a teraplutica antimonial. As transaminases encontram-se normais ou
levemente aumentadas. O aumento de 10 vezes ou mais acima de seus valores normais fala

contra o calazar, pois reflete necrose hepatica, incaracteristica da doenga (MATTOS, 1998).

A puncdo hepatica oferece resultados questionaveis, em virtude da menor expressao
do parasitismo no figado. A adenomegalia na LVA ¢ discreta e raramente utiliza-se a
aspiracdo ganglionar para fins diagnosticos. As formas amastigotas podem ser isoladas em
sangue periférico dentro de leucdcitos em até 30% dos casos (Neves, 1983; Genaro et al.,
2000; Badaro; Duarte, 2002), utilizando-se a coloragdo basica de Romanowsky (Giemsa,

Wright, Leishman ou Diff Quick).

A pancitopenia ¢ uma caracteristica marcante nos individuos com calazar e sinais de
gravidades como epistaxe, gengivorragia, petéquias, equimoses ¢ hemopneumotorax, em geral
acometem os pacientes na fase tardia da doenca e significam sinais de gravidade. No
hemograma encontramos presenga de anemia normocrdmica normocitica intensa, em torno de

3 milhdes de hemacias/mm”.

A leucopenia ¢ sempre significativa, com média encontrada de 2668/mm’ havendo
oscilagdes entre 2000 a 4000 leucocitos/mm’. Na plaquetopenia a média encontrada
permaneceu abaixo de 100000 plaquetas/mm’. Linfocitose relativa média de 52,37% e
fendmeno de Rouleaux das hemacias de 21% corroborando com Matos, 1998. Nao houve
diferenca significativa entre os valores distribuidos para o sexo masculino e feminino (Quadro

1 em anexo).
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A recuperacdo das alteragdes hematologicas com tratamento antiparasitario
leishmanicida ¢ nitida e a melhora dos parametros geralmente surgem a partir da segunda
semana, havendo elevagdo da série vermelha e recuperagao da série branca que ascendem
sensivelmente, desaparecendo a leucopenia, caracteristica marcante da doenca. A
plaquetopenia, se presente, desaparece mais precocemente, contribuindo para a recuperacao
dos fendmenos hemorragicos. Segundo Alencar (1983), o reaparecimento dos eosindfilos
indicam um bom sinal prognostico. O estado geral melhora sensivelmente e a disposigao,
apetite, for¢a muscular e peso corporal aumentam nitidamente. Observa-se, ainda,

desaparecimento da palidez, do edema, das alteragdes tegumentares (NEVES, 1983).

Dentre as alteracdes protéicas, ha elevacdo da albumina e queda das globulinas,
evidenciaveis pelos perfis eletroforéticos. No entanto, durante varios meses, a taxa de

globulinas permanece acima do nivel normal.

Sendo esta inversdo um achado muito caracteristico, que associado a anemia e
leucopenia, fortalecem a hipdtese diagnodstica. Disproteinemia e deposito de complexos
imunes circulantes provocam alteracdes glomerulares que se refletem por proteinuria,

hematuria, pitria e cilindrtria, que podem estar ausentes. H4 aumento de CHsg e Cs.

O perfil eletroforético de proteinas segundo Benhamou apud Pessoa (1982), fornece
indicagdes mais precisas que os esfregacos medulares, esplénicos ou hepaticos, que as vezes
mostram-se negativos apods uma série de antimonial. Entretanto, a eletroforese pode indicar
persisténcia do parasitismo, sendo uma prova mais sensivel para revelar a cura ou progressao
do calazar e, se persistir a febre apesar da curva eletroforética ter-se normalizado, outra causa
devera ser pesquisada. Sempre que encontraram parasitismo em seus casos, havia alteragdes

concomitantes do perfil eletroforético.

Segundo estimativa da OMS, até o final de 1999, mais de 35 milhdes de pessoas
infectaram-se pelo HIV em todo o mundo, sendo que mais de 95% de todas as pessoas
infectadas vivem em paises em desenvolvimento, sendo crescente esta co-morbidade
principalmente em estagio clinico avancado da doenca. Em geral coexistem com outras

entidades definidoras de AIDS.

Nao ha critério infalivel de cura, seja de ordem clinica, parasitoldgica ou sorologica

no calazar (NEVES, 1983). Os pacientes submetidos ao tratamento com antimonial
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pentavalente apresentam evidéncia de resposta terapéutica logo na primeira semana, como

descrito por outro autor (NEVES, 1963).

Dentre os pacientes 12 (9,8%) evoluiram para éxito letal mostrando que no calazar
grave em torno de 7 a 10% apresentam progndstico reservado, mesmo em uso de tratamento

especifico. Isto se deve a cronicidade da doenga e retardo no diagnostico.

A letalidade menor de 10% de nossa casuistica ¢ semelhante aquela relatada na
literatura, particularmente no estado do Rio Grande do Norte e no Distrito Federal, com
variagdes entre 7 e 10% (MATTOS, 1998; JERONIMO et al, 1994). Estudo em hospital
pedidtrico de Fortaleza (Hospital Infantil Albert Sabin) mostrou letalidade de 9% (39/444
pacientes) (REY, 2002). Este mesmo autor em esuto observacional ndo comparativo tipo série
de casos identificou letalidade de 22% (10/52) dos pacientes menores de 1 ano de idade, no
perido de 1995 — 2002, e os fatores de risco para Obito observados durante a permanéncia
hospitalar foram distibios hematoldgicos, e anasarca. As complicagdes infeccisoas que
contribupiram para o desfecho letal foram pneumonia, infec¢do cutanea, otite média, diarréia
e sindrome da resposta inflamatoria sist€émica. Segundo diversos autores a letalidade esta
associada com a menor idade do paciente (especialmente menores de um ano de idade) e o
tempo de duracdo da doenca (demora na procura por atencao, barreiras de acesso aos servigos,
atraso no diagnostico, tratamento de complicagcdes associadas como pneumonia sem
terapéutica anti-leishméania especifica etc). A presenga de sinais de calazar em fase avangada
na admissdo hospitalar aumenta o prognostico letal (edema, ictericia, sangramento,

neutropenia severa, infeccao severa) (REY, 2002; CAMPOS JR., 1995).
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6 CONCLUSOES

* O teste rapido imunocromatografico rK39 utilizado na pesquisa de anticorpos IgG
circulantes anti-leishmdnia visceral apresentou sensibilidade de 99,2%. Foi
estabelecido um intervalo de confianca de 95% para todos os testes empregados,
considerando-se um nivel de significancia de 5% (p<0,05). Isto sugere que o
método empregado substitui seguramente as técnicas diagndsticas invasivas e
quantitativas frequentemente utilizadas em nossa regido. Rea¢do imunoenzimatica
em fita contendo antigeno rK39 além de elevada sensibilidade e especificidade,

permite diagnostico imediato e inicio precoce do tratamento;

* No experimento estudado ndo houve reagdes cruzadas através do teste rapido anti-
Leishmania donovani chagasi (TRALd) com outras doengas causadas por
tripanossomatideos, dengue, salmonelose, doenga de Wilson,
paracoccidioidomicose, tuberculose pulmonar, lupus eritematoso sist€émico e
doenga linfoproliferativa, dermonstrando alta densidade de epitotos exlusivamente

para o género Leishmania;

* Detectamos persisténcia de anticorpos IgG anti-rK39 em 29 (93,5%) dos 31
pacientes (escolhidos aleatoriamente) pos-tratamento leishmanicida do primeiro
até o sexto més de seguimento ambulatorial, tendo sido considerado o gold-
standard a presenca de leishmania no esfregaco de medula 6ssea. O rK39 por ndo
ser marcador sorologico de doenca em atividade, ndo parece ser um exame
confidvel como critério de cura. Historia de infec¢do prévia por Leishmania
chagasi em individuos submetidos a terapéutica antiparasitria, ainda que
procedente de regido endémica, todos os esfor¢os devem culminar para um

desfecho de diagnoéstico definitivo em futuras internagoes;

= O teste de deteccdo de anticorpos anti-Leishmania chagasi através do rK39 quando

analisado isoladamente, mostrou-se significativamente mais sensivel do que os
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testes de imunofluorescéncia indireta, ELISA e pesquisa direta de parasitos em

aspirado de medula ossea (p<0,001);

» Existe forte possibilidade de leishmaniose visceral americana em atividade,
quando o rK39 for positivo em pacientes com manifestacoes clinica, laboratorial e

epidemioldgica sugestivas para esta doenga.
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Pesquisador responsavel: José Nivon da Silva

Dept®/Servico: Departamento de Patologia e Medicina Legal/UFC

Titulo do Projeto: “Estudo do Teste rapido imunoenzimdtico através do Antigeno
Recombinante rK39 para Diagnostico de Leishmaniose Visceral Americana: Correlagdao
Clinico Terapéutica”

Levamos ao conhecimento de V.S*. que o Comité de Ftica em Pesquisa ¢ do
Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das normas que
regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de Saude — Ministério da
Satude, Resolugdao n° 196 de 10 de outubro de 1996 e Resolucao n® 251 de 07 de agosto de
1997, publicadas no Diario Oficial, em 16 de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997,
respectivamente, aprovou o projeto supracitado na reuniao do dia 28 de junho de 2001.

Atenciosamente,

&WWW

Dr® 1 Elisabute el ds Morses
Coarderadon do Comitt da fiica o Fasquise
CEMAEPEMURIGILFD
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APENDICE B

Ho-ruxl Infantil
Albert: = Sabin

SECRETARIA BE SAUDE nO CEARA

[lm?* Sra. Dra. Maria das Gragas Nascimento Silva
Chefe do Servigo de Arquivo Médico e Estatistica — SAME/HIAS
Nesta

Levamos ao conhecimento de V.S? que o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Infantil Albert Sabin (HIAS), esté ciente do Projeto de Pesquisa intitulado, “Estudo do Teste
rapido imunoenzimatico através do Antigeno Recombinante rK39 para Diagndstico de
Leishmaniose Visceral Americana: Correlacio Clinico Terapéutica”, a ser realizado neste
Hospital em conjunto com o Departamento de Patologia e Medicina Legal da UFC, estando
portanto o pesquisador José Nivon da Silva, autorizado a ter acesso aos prontudrios referentes
ao estudo supra citado.

Coorde adom do CYMEPE/HIA,
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APENDICE C

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO PARA
PARTICIPACAO EM PESQUISA

Eu, responsavel pelo menor ,

declaro haver concordado que o menor acima, participe da pesquisa intitulada

sob

a responsabilidade do Dr (a) . Declaro ainda

haver concordado com a realizagdo dos exames e tratamentos propostos pelo pesquisador(a),
sendo também informado que a qualquer momento, por minha iniciativa, este consentimento

podera ser retirado sem prejuizos para o acompanhamento do paciente.

Fortaleza de de

Assinatura do responsavel
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APENDICE D

TERMO DE CONSENTIMENTO

O abaixo-assinado , anos,

Prontuario n°

, declara que ¢ de livre e espontanea vontade que estd

participando como voluntario do projeto de pesquisa de responsabilidade do médico Dr. Ivo
Castelo Branco Coelho. Aceito participar do Projeto de Dissertagao de Mestrado em Patologia
Tropical do Dr. José Nivon da Silva intitulado “Estudo do Teste rapido imunoenzimatico
através do Antigeno Recombinante rK39 para Diagnéstico de Leishmaniose Visceral
Americana: Correlacio Clinico Terapéutica”, do Departamento de Patologia e Medicina
Legal/Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

L.

II.

I1I.

IV.

VL

VIL

O objetivo da pesquisa ¢ verificar a sensibilidade e especificidade do método
de diagndstico empregando antigeno recombinante rK39 clonados de L(L)
chagasi, dentre outros métodos ja consagrados na literatura, bem como,
investigar critérios de cura da leishmaniose visceral americana no seguimento
clinico dos individuos.

Durante o estudo, os individuos estardo hospitalizados em unidades
hospitalares de referéncia da rede publica de saude onde serdo realizados todos
os procedimentos ¢ métodos de diagnostico e tratamento, ja que basicamente
encontrar-se-30 com manifestagdes clinicas cldssicas ou sintomadticas da
doenca. A duragdo do internamento ¢ tratamento serdo individualizados
dependendo do quadro clinico e manifestacdes clinicas intercorrentes.

A droga de escolha inicial ¢ N-metil-glucamina (glucantine) 20mg/kg/dia, EV,
em ambiente hospitalar. A administragao de glucantine podera causar efeitos
como: cardiotoxicidade, arritmias cardiacas, dispepsia, febre, adinamia,
anorexia, nefropatias dentre outros.

A participagdo neste estudo poderd proporcionar beneficios diretos aos
individuos pela precocidade diagnodstica e por ser considerado um método
laboratorial ndo invasivo.

Sera submetido durante o internamento aos seguintes exames laboratoriais:
hemograma, mielograma, transaminases, proteinas totais e fragdes, uréia,
creatina, ionograma, sumario de urina, protoparasitologico de fezes,
eletrocardiograma, etc.

Obteve todas as informagdes necessarias para decidir conscientemente sobre a
participagdo do referido ensaio clinico.

Esta livre para interromper a participagdo no ensaio clinico a qualquer
momento, a ndo ser que esta interrup¢do seja contra-indicada por motivo
médico, com liberdade plena de recusar o consentimento, sem penalizagao.
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VIII. A interrup¢ao nao causard prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento

IX.

XL

XII.

pela equipe médica.

Os resultados obtidos durante este ensaio poderdo ser publicados, mas sua
identidade ndo serd revelada sem seu consentimento por escrito € o
Departamento de Patologia e Medicina Legal nao identificara o voluntario por
ocasido da exposi¢do e/ou publicagdo dos mesmos.

Podera contactar a secretaria da Comissao de Etica Médica para apresentar
recursos ou reclamagdes em relagdo ao ensaio clinico.

Existe a possibilidade de inclusdo em grupo controle.

Nao havera formas de ressarcimento ou indenizacdo, por ser voluntirio do
referido projeto de pesquisa, tendo sido esclarecido antes e durante a pesquisa
sobre a metodologia utilizada.

Todos os dados da minha participagdo serdo documentados e mantidos
confidencialmente, sendo disponiveis apenas para os monitores do estudo, autoridades de
saude e profissionais envolvidos neste estudo, bem como a Comissdo de Etica Médica, os
quais quando necessario, terdo acesso a0 meu prontudrio.

Como minha participagdo ¢ inteiramente voluntaria, posso abandonar o estudo a
qualquer momento, sem que isso resulte penalidade ou perda de meus direitos onde recebo
atendimento médico. Se eu tiver duvida ou perguntas relativas a este estudo ou aos meus
direitos no que diz respeito a minha participagdo, posso compactar o Comité de Etica em
Pesquisa ¢ do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, no

telefone

Nome do paciente:

Assinatura do paciente: Data:

Endereco:

Telefone:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Assinatura do investigador:

Fortaleza, , de 2001

Assinatura do paciente ou responsavel



APENDICE E

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Caracteristicas Clinico-epidemiologicas dos Pacientes com Calazar

1. Identidade e dados hospitalares

3.

1.1 Nome:

1.2 Sexo: Masculino () Femenino ()

1.3 Bairro:

1.4 Municipio:

1.5 Cata de nascimento: / /

1.6 Idade: anos meses

1.7 Hospital: 1. HIAS 2. HUWC 3. HSJ 4. Outro
1.8 Prontuario:

1.9 Data da admissao: / /

1.10 Data da alta: / /

Condig¢oes s6cio-econdmicas

2.1
2.2
23
24

2.5

2.6

2.7

De que material ¢ feita sua casa?
1. Taipa () 2. Tijolo () 9.Outros ()

Quantas pessoas moram na casa?

Qual a renda total da familia por més? (Em salario minimo)
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Até que série a mae passou de ano? série grau

A familia cria cachorro em casa?
I.Sim( ) 2.Nao( ) 9.Ignorado ()

Ha cachorros doentes (emagrecidos, pélos caindo, feridas no focinho, fracos) em casa

ou na vizinhancga? (9 = ignorado)

I.Sim( ) 2.Nao( ) 9.Ignorado ()
Alguém ja adoeceu de calazar na familia ou na vizinhanga? (9 = ignorado)
I.Sim( ) 2.Nao( ) 9.Ignorado ()

Antecedentes pessoais e familiares

3.1
3.2

Quantos filhos a senhora teve, com esta crianga?

Teve algum filho que faleceu? Quantos?
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3.3 Seu filho tem Cartao da Crianga?
I.Sim( ) 2. Sim, mas nao trouxe () 3.Nao( )

3.4 Quantas dose a crianca tomou destas vacinas? (Verificar no Cartdo ou perguntar a
mae) (9 = ndo sabe)?

1.BCG( ) 2.Sabin () 3. Triplice () 4. Sarampo ()
3.5 Seu filho ja se internou alguma vez antes?
I.Sim( ) 2.Nao( ) 9. Ignorado ()

. Interrogatorio da doenca atual

4.1 Quanto tempo faz que seu filho esta doente? (anotar em semana)

4.2 O que ele apresentou desde que adoeceu?

Palidez ( ) Emagrecimento () Moleza, fraqueza ()
Febre () Barriga inchada () Fastio ()
Sangramento ()  Inchago de membros e/ou face( )  Outros ()

4.3 A crianga foi vista por algum profissional de satde antes de vir ao médico?
1. Nao, foi encaminhada ()
2. Sim, foi internada e depois transferida ()
3.Nao( )

. Exame fisico de admissao

5.1 Estado geral:

l.Bom( ) 2.Regular () 3. Comprometido () 4. Grave ()
5.2 Ectoscopia:

Palidez () Ictericia () Edema ( )

Sangramento muco-cutaneo () Tiragem intercostal ()

5.3 Antropométricos:

Peso: Altura: (kg/ m)
5.4 Frequéncia respiratoria: ( irpm)
5.5 Frequéncia cardiaca: ( bpm)
5.6 Temperatura: ( °C)
5.7 Tamanho do bago (em relagao ao RCE): ( cm)
5.8 Tamanho do figado (maior diametro em relagdo ao RCD): ( cm)

. Exame laboratoriais

Hemacias: ( x10%/mm?)
Hematocrito: ( %)

Hemoglobina g%: ( g/dl)
VHS: ( mm)
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Leucdcitos totais/mm’: ( /mm?®)
Polimorfonucleados neutrofilos/mm?: ( /mm”)
Plaquetas/mm’: ( /mm?)
6.1 Proteinas séricas totais: (mg/dl): ( mg/dl)
Albumina: ( mg/dl)
Globulina: ( mg/dl)
6.2 Tempo de protombina %): ( %)
. Diagnostico
7.1 Diagnostico confirmado laboratorialmente:
1.Sim( ) 2.Nao( ) 9. Ignorado
7.2 Mielograma:
7.3 Sorologia:
A. Imunofluorescéncia Indireta para Leishmania chagasi: ()
1. Positivo () 2. Negativo: () Titulo:
B. Antigeno recombinante rK39
Positivo Soro
1. Positivo () 2. Negativo: ()
C. Elisa para Leishmania
1. Positivo () 2. Negativo: ()
. Tratamento
8.1 Tipo de tramaneto (Sim = 1; Nao = 2)
1. Glucatine () 2. Alopurinol () 3. Anfotericina ()
4. Fator de estimulagdo de colonias () 5. Transfusao sangiiinea ()
8.2 Duracao do tratamento:
Glucatine ( m d)
Alopurinol ( m d)
Anfotericina ( m d)
8.3 Antibioticos
1. Sim, uma droga ()
2. Sim, mais de uma droga ( )
3.Naouso( )
8.4 Motivo do uso de antibidtico(s) (8 = NSA; 9 IGN)
Pneumologia () Infeccdo muco-cutanea ()

Septicemia () Febre indeterminada ()
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Profilaxia da neutropenia () Outros ( )
9. Evolucio clinica — efeitos colaterais e complicacoes
9.1 O paciente apresentou algum tipo de complicagao?
1. Sim, antes da internagdo () 2. Sim, depois da internagdo ( ) 3.Nao( )

9.2 Tempo de hospitalizagdo (dias) até o inicio da intercorréncia (8 = NSA)

9.3 Harelacdo entre a intercorréncia e o tratamento? (8 = NSA; 9 = ignorado)
1. Sem relagdo com a droga utilizada ()
2. Certamente relacionada com alguma droga utilizada ()
9.4 Tempo de uso da droga que causou a complica¢do (em dias)
(Ignorado = 99/NSA = 88):
9.5 Droga relacionada com efeitos colaterais (9 = Ignorado; 8 = NSA)

1. Glucatine ()

2. Alopurinol ()
3. AnfotericinaB ()
4. Antibidticos ()
5. Outros: ()

9.6 Natureza das complicagdes (NSA = 8)
1. Infecciosa ()
2. Hematologica (hemorragia, leucopenia severa) ()
3. Hepatica (Ictericia, hepatite) ()
4. Cardiaca (arritmia, ICC, miocardite) ()
5. Alérgica ()
6. Renal (IR) ()

7. Outras: ( )
10. Condigoes de alta e seguimento ambulatorial
10.1 Duragao da internacao (em dias): ()
10.2 Evolugao e condi¢do de alta (1 = Sim; 2 = Nao) ()

1. UTI Pediatrica ()

2. Com tratamento para casa ()
3. Sem tratamento para casa ()
4. Altaapedido ()

5.0bito ()



10.3

11.1
11.2
11.3
11.4
11.5
11.6
11.7
11.8
11.9

Revisdo de alta e ou retorno ao ambulatorio, enfermaria, etc.

1. Assintomatico, clinicamente curado ()
2. Assintomatico, visceromegalia presente ()
3. Nao melhorou continua internagdo domiciliar ()

4. Nao necessitou internamento hospitalar ()
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5. Outras condigoes: (
11. Exame clinico-laboratoriais na alta

Tamanho do bago (em relagdo ao RCE): ( cm)
Tamanho do figado (maior didmetro em relagao ao RCD): ( cm)
Hemadcias: ( x10%/mm”)
Hematdcrito: ( %)
Hemoglobina g%: ( g/dl)
VHS: ( mm)
Leucdcitos totais/mm®: ( /mm?)
Polimorfonucleados neutréfilos/mm”: ( /mm’)
Plaquetas/mm3: ( /mm?®)

11.10 Proteinas séricas totais: (mg/dl): ( mg/dl)
Albumina: ( mg/dl)
Globulina: ( mg/dl)

11.11 Tempo de protombina %): ( %)




APENDICE F

Quadro 1: Valores hematimétricos quanto ao sexo
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Hemograma completo Média D.p. 1.C. 95% Valores referéncia
£
:g Masculino (N = 72) 3,06 milhdes 0,92 2,84 -3,28 4,5 — 6,5 milhdes
E Feminino (N =51) 2,90 milhdes 0,61 2,73 -3,07 4,0 — 5,5 milhdes
5
Eﬂ s Masculino (N = 72) 7,15 1,97 6,68 — 7,62 13,5- 18,0 g/dL
E < Feminino (N = 51) 6,92 2,04 6,34 -7,50 11,5-15,5 g/dL
e
S . Masculino (N = 72) 21,74 6,13 20,29 — 23,19 40,0 — 54,0%
< =
E Feminino (N = 51) 21,32 4,90 19,93 - 22,71 36,0 —45,0%
=
g
:g Masculino (N = 72) 2663,19 1619,14 2278,34 — 3048,00 4x10°-13x10°
9
3 Feminino (N =51) 2673,37 1622,48 2214,37 - 3132,30 (para ambos o0s sexos)
|
2
= Masculino (N = 72) 43,70 19,63 38,73 — 48,67 40% - 75%
St
2 Feminino (N = 51) 35,76 13,69 31,59 - 39,93 (para ambos o0s sexos)
Z
8
5 Masculino (N = 72) 47,28 24,50 39,04 — 55,52 20% - 45%
Qo
E Feminino (N = 51) 57,46 18,98 50,55 - 64,37 (para ambos 0s sexos)
8
§ Masculino (N = 72) 93871,42 52646,46 81538,21 — 1062,00 150.000 — 500.00
=)
E Feminino (N =51) 105306,38 79782,95 82496,95 — 1281,10 | (para ambos 0s sexos)




APENDICE G

Quadro 2: Valores bioquimicos

Funcio Hepaica e Média D.p. L.C. 95% Valores referéncia
Proteina
Proteinas Totais Adulto*: 6,7 — 8,7 g/dL
(N=123) 7,57 1,67 7,24 — 7,90 g/dL Criangas 3 anos: 5,4 — 8,7 g/dL
Albumina
(N=123) 2,73 0,81 2,57 - 2,89 g/dL 3,5-5,5g/dL
Globulina
(N =123) 4,85 1,79 4,50 — 5,20 g/dL 1,0-3,0 g/dL
TGO
(N=123) 197,02 42,19 118,0 —209,6 U/L 5-40 UL
TGP
(N=123) 110,79 229,22 105,78 = 117,60 U/L 5-40U/L
TP
(N=123) 63,68 20,28 58,89 — 68, 47% >70%
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