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A leishmaniose visceral americana (LVA) ¢ uma protozoose sist€émica que acomete pessoas
de ambos os sexos e predomina em menores de 15 anos de idade. O diagnéstico fundamenta-
se nos dados clinicos, na epidemiologia, na visualizagdo microscopica do parasito em
aspirados teciduais (com sensibilidade variavel), nos testes sorologicos (que apresentam
limitagdes) e, mais recentemente, na reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Com o objetivo
de testar a validade da PCR no diagnostico da LVA, 162 individuos admitidos no hospital
Hospital Escola Dr. Hélvio Auto (HEHA) em Maceid-Alagoas, com hipotese de diagnostico
de LVA foram incluidos no estudo 56,2% do sexo masculino e 43,8% do sexo feminino, com
idades entre quatro meses a 66 anos, (média de 13 e mediana de 8,5 anos); 65,4% de
procedéncia rural e 34,6% urbana. A doenga foi confirmada em 104 casos (64,4%), dos quais
55,8% eram do sexo masculino e 44,2% feminino, com idades variando entre 7 meses ¢ 66
anos, (média de 12,9 e mediana de 9,5 anos). O aspirado medular, obtido em 99 dos 104
casos, foi submetido a microscopia Optica. Amastigotas de Leishmania foram identificadas
em 86 (87%) dos pacientes. Em 13 (13%) pacientes, nos quais ndo foram encontrados
parasitos no aspirado medular, pela microscopia Optica, € em cinco que nao fizeram esse
exame, o diagndstico fundamentou-se no quadro clinico e na resposta favoravel ao
tratamento. A maioria, 89,4% foi tratada com N-metilglucamina; 2,8% receberam apenas
anfotericina B e 7,7% iniciaram o tratamento com antimonial, sendo substituido,
posteriormente, por anfotericina B. Durante o estudo, quatro pacientes faleceram: dois em
decorréncia da propria doenca e os demais por falta de resposta ao tratamento com
glucantime e a anfotericina B. A PCR foi processada em amostras de sangue medular e
periférico em pacientes com e sem LVA, avaliando, assim, a sensibilidade e especificidade do
teste e sua concordancia com a microscopia optica. A PCR foi positiva em sangue medular
de 100% dos pacientes com parasitos a microscopia Optica e em 61,5% dos que ndo foram
observados parasitos. A concordancia entre a visualizagdo ou ndo do parasito no aspirado
medular e a PCR ser positiva foi considerada sofrivel (Kappa=0,41). Comparando-se o0s
resultados da PCR obtidos nos aspirados da medula com os do sangue periférico, a
concordancia foi considerada 6tima (Kappa=0,88). Individuos doentes e ndo-doentes de LVA
tiveram o sangue aspirado da medula e o sangue periférico processado pela PCR. O teste foi
positivo em todos os aspirados medulares dos doentes e em 58,5% dos que ndo tinham a
doenca, ficando a especificidade em 41,5%. No sangue periférico, o teste foi positivo em
96,7% dos doentes € em 59,2% dos ndo doentes. Para avaliar a utilidade da PCR como

critério de cura, 30 pacientes tiveram o sangue periférico processado pela PCR, antes e ao
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término da medicacdo; somente 10% tornaram-se negativos ao fim do tratamento. Esses
pacientes foram tratados com N-metilglucamina, exceto um, que teve o antimonial substituido
por anfotericina B. O figado e o bago foram medidos na admissdo e ao término do tratamento;
ocorrendo reducdo com significancia estatistica (Prigado € Poaco = 0,000) quando submetido ao
teste T pareado. Por sua elevada sensibilidade, tanto no sangue medular como periférico,
sugere-se que a PCR podera ser usada como teste diagnostico auxiliar, nos casos suspeitos de
LVA, nos quais a microscopia seja negativa. Nesse estudo a PCR ndo se mostrou util como

critério de cura na avaliagcdo dos pacientes.
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American visceral leishmaniasis (AVL) is a systemic protozoan infection, which affects
people of both sexes, and predominates in those younger than 15 years of age. The diagnosis
is based on clinical data, epidemiology, microscopic visualization of the parasite in aspirates
(with variable sensitivity), serology tests (with limitations), and more recently, on the
polymerase chain reaction (PCR). To evaluate the validity of the PCR on the diagnosis of
AVL, 162 individuals admitted to the teaching hospital Helvio Auto, Maceio, Alagoas,
suspected of having AVL, were included in the study, 56.2% males and 43.8% females; ages
ranging from 4 months to 66 years, (median of 8.5 years); 65.4% from rural and 34.6% from
urban areas. The disease was confirmed in 104 (64.4%), of which 55.8% were males and
44.2% females; ages ranging from 7 months to 66 years, (median 9.5 years). Medullar
aspirate obtained from 99 of the 104 cases were examined by optic microscopy; Leishmania
amastigotas were identified in 86 (87%) of patients. In 13 (13%) in which the parasite wasn’t
found and in 5 that didn’t submit to the exam, the diagnosis was based on the clinical
manifestations and in favorable response to treatment. The majority, 89.4% was treated with
N-methylgluconate; 2.8% received only amphotericin B, and 7.7% started treatment with
antimony, which was later changed to amphotericin B. During the study 4 patients died, 2 due
to the severity of the disease and the others due to lack of response to treatment. PCR was
used in medullar and peripheral blood samples of patients with and without AVL, to evaluate
the test’s sensibility and specificity and it’s concordance with optic microscopy. PCR was
positive in medullar blood of 100% of the patients with parasites identified by microscopy
and in 61.5% of those in which no parasite was seen. The concordance between microscopic
visualization and PCR in medullar aspirate was considered tolerable (Kappa=0.41).
Comparing the results of the PCR obtained from medullar aspirates with those from
peripheral blood, the concordance was considered excellent (Kappa=0.88). Individuals with
and without AVL illness had their medullar and peripheral blood processed by PCR; the test
was positive in all of the medullar aspirates of those with the illness and in 58.5% of those
without the illness. In the peripheral blood the test was positive in 96.7% of those with the
illness and in 59.2% of those without. The concordance between having the disease and
having a positive PCR from medullar and peripheral blood was considered excellent
(Kappa=0.88). To evaluate PCR as criterion for cure, 30 patients had their peripheral blood
processed by PCR before and the end of treatment; only 10% converted to negativet. These

patients were treated with N-methylgluconate, except one, in which the antimony was
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switched to amphotericin B. The liver and spleen of the patients were measured upon
admission and at the end of treatment; statistically significant reduction was observed in both
organs (P =0.000) by the matched T test. Because of the high sensibility demonstrated by
PCR in both medullar and peripheral blood, it is suggested that it can be used as a
supplementary test for cases of suspected AVL in which microscopy is negative. In this study

PCR was not usefull as a cure criterion in the evaluation of patients.
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1.1 Leishmaniose visceral como problema de satide publica

1.1.1 Expansao territorial

As leishmanioses sdo doengas parasitarias com manifestagdes clinicas variadas,
distribuidas por todo o mundo, causadas por muitas espécies pertencentes ao género
Leishmania.

A leishmaniose visceral americana (LVA), também chamada Calazar, tem como
agente etiologico um protozoario da espécie Leishmania (Leishmania) chagasi (CHAGAS et
al., 1937).

A etiologia da leishmaniose visceral (LV) foi elucidada no inicio do século XX por
Sir William Boog Leishman, cientista britdnico que descreveu formas encontradas na polpa
esplénica de um soldado irlandé€s, morto pela febre Dum-Dum no Royal Victoria Hospital, em
Netley, na Inglaterra (LEISHMAN, 1903).

Acredita-se ser a doenca mais antiga que as publicagdes oficiais de sua descoberta.
Conforme relatos, existia na India uma “febre malarica perniciosa” conhecida pelos nativos
como calazar, ou doenga negra. Assim chamada pelo escurecimento da pele nas formas
cronicas da doenga (RODRIGUES DA SILVA, 1957).

Conforme dados da WHO (1998), as leishmanioses sao endémicas em 88 paises,
destes 66 estdo situados no Velho Mundo, enquanto 22 encontram-se no Novo Mundo.
Estima-se em 350.000.000 os individuos expostos ao risco de adquirir a infec¢do, e que
existam 12.000.000 casos sob todas as formas clinicas da doenca. Acredita-se que surjam a
cada ano aproximadamente 500.000 casos de LV (DESJEUX, 1996). A maioria destes ¢

oriunda de Bangladesh, Brasil, India, Nepal e Sudio (WHO, 1996).
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A freqiiéncia da doencga passou a preocupar as autoridades sanitarias desde a década
de 1990, pela elevagdo da incidéncia, a urbanizacdo e a expansdo da endemia, fendmeno
observado em todo o mundo. Consideram-se fatores responsaveis pela expansdo, a migragao
da zona rural para a urbana ou da zona urbana para a rural, em conseqiiéncia de projetos
agroindustriais, conflitos entre os povos, fenomenos naturais (OMS, 1996a).

Em estudo desenvolvido na localidade de Fulbaria Thana, povoado localizado em
Bangladesh, no periodo de 2000 a 2002, observou-se incidéncia anual de 2%, com um
percentual de mortalidade elevado, principalmente entre as mulheres (19%). Os doentes
vivem em comunidades pobres da zona rural, com dificuldade de acesso aos servigos de
saude, e parte dos que chegam aos servicos ndao dispdem de recursos para custear o
tratamento. O retardo no tratamento dos pacientes aumenta o risco de complicagdes e morte,
prolonga a transmissibilidade da doenca, por serem os doentes os proprios reservatorios da
mesma (antroponose). Quando atendidos, sdo priorizados as criangas € os homens. As
mulheres apresentam morbidade e mortalidade elevadas, possivelmente pela desnutricdo,
gravidez e lactagdo, além do tratamento ser para elas postergado (AHLUWALIA et al., 2003).

No leste da Africa, a migracio ¢ a responsavel pela disseminacio da LV
antroponotica. Refugiados e trabalhadores temporarios procedentes de regiao nao- endémica,
vivendo em area endémica, ao retornarem para suas localidades de origem, levam consigo o
parasito, estabelecendo dessa forma uma nova regido endémica. Estes fatos foram relatados
por Seaman et al. (1996) quando avaliaram a epidemia que ocorreu no sul do Suddo e que
causou 100.000 mortes em uma populagdo de 1.000.000 de individuos.

Na regido do Mediterraneo, os poucos casos notificados procediam da zona rural,
porém, com o aparecimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida, a LV tornou-se
importante pela associagdo com esta infec¢do, surgindo uma nova entidade, que é a co-

infeccao (COSTA et al., 1996).
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No Brasil, o primeiro caso de LV data de 1913 em um paciente oriundo do Mato
Grosso, diagnosticado em Assuncdo, no Paraguai (OPAS, 1996). Segue-se a observagdo de
Rodrigues da Silva (1957) de alguns casos ocorridos nas provincias de Salta e do Chaco, na
Argentina. Posteriormente, Penna (1934), pesquisando a febre amarela no Brasil, em
pacientes falecidos com menos de 10 dias de doenca, encontrou 41 casos de leishmaniose
visceral evidenciados histologicamente, em material de viscerotomia. Os pacientes provinham
do Norte e Nordeste, sendo 15 do Ceara, nove da Bahia, cinco de Sergipe, quatro de Alagoas,
trés do Piaui, trés do Para, um do Rio Grande do Norte ¢ um de Pernambuco.

Em conseqiiéncia dos achados de Penna, foi criada pelo Instituto Oswaldo Cruz uma
comissdo para realizar pesquisas em LV, sob a orientagdo do Dr. Evandro Chagas, no Para,
em 1936, através da qual foi diagnosticado o primeiro caso de leishmaniose visceral em vida:
tratava-se de um paciente do sexo masculino, procedente de Aracaju (CHAGAS, 1936).

Com a morte do Dr. Evandro Chagas em 1940, desfez-se a comissao que estudava a
leishmaniose visceral em nosso pais. A partir dai as informagdes eram dadas por
pesquisadores que trabalhavam isoladamente.

Somente em 1953, quando aconteceu o surto epidémico de Sobral (Ceard), criou-se
a “Campanha contra a Leishmaniose Visceral” subordinada ao Ministério da Saude
(MONTEIRO et al., 1994).

O surto de Sobral foi estudado por Deane & Deane (1954; 1955a), quando foram
notificados 354 casos de LV. Esse estudo evidenciou o papel epidemioldgico da raposa
(Lucalopex vetulus) como reservatorio do parasito, quando se conseguiu infectar
flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis a partir desses animais.

Em 1954, foi criado o Departamento Nacional de Endemias Rurais, pela fusdao dos
servicos nacionais de Malaria, Febre Amarela, Peste ¢ Leishmaniose (PRATA,1990). Neste

mesmo ano observou-se em Jacobina, na Bahia, um foco de leishmaniose visceral com
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caracteristicas de alta endemicidade, estabelecendo-se ai um novo centro de estudos da
doenga.

As atividades de controle nessa época consistiam na detec¢do e eliminagdo de caes
doentes, tratamento dos casos humanos e aplicacdo de inseticidas de acdo residual no
domicilio (DEANE, 1958). Estes trabalhos foram mantidos até 1964, sendo entao suspensos.

A partir da década de 1980 tem surgido relato de surtos em vdarias capitais do
Nordeste brasileiro. Em 1981, Teresina, comecou a notificar casos de LV e em 1984
observou-se que dos 1.509 casos notificados no Piaui, 60% eram da capital. O periodo em
que ocorreu o processo epidémico e a concomitancia com a seca, € conseqiiente emigragao de
pessoas e animais domésticos de regido endémica para o local onde ocorreu a epidemia,
sugere que o movimento migratorio foi o fator desencadeante da epidemia (COSTA, 1990).
Em Natal, o surto comegou em 1989 e se estendeu até 1992 (JERONIMO et al., 1994).

Na década de 1980, Sao Luis, recebeu migrantes que fugiam da seca no Piaui e
Ceard, como também familias da zona rural do proprio Estado. Em 1982 observou-se que a
LV tornou-se endemo-epidémica, levando ao registro de 1089 casos em 15 anos (MENDES et
al., 2002).

Em Roraima os primeiros casos autdctones de LV datam de 1989. Sabe-se
atualmente que dos oito municipios existentes no Estado, a protozoose ja foi encontrada em
seis (GUERRA et al., 2004).

Em 1980, quando o niimero de casos em varios Estados chamou a atencdo das
autoridades sanitarias, a Superintendéncia de Campanhas de Satde Publica (SUCAM)
retomou as agdes de campo (MONTEIRO et al., 1994). A SUCAM deparou-se com a
intensifica¢do do foco ja bem estabelecido no Nordeste (92,6% de todos os casos), tendo sido
detectados novos focos na regido Sudeste, como Rio de Janeiro, S3o Paulo, Minas Gerais e

Espirito Santo, sugerindo expansdo da endemia (MARZOCHI et al. 1994). Na regiao Sul,
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foram encontrados casos no Parand e na regido Centro-Oeste, nos Estados do Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e Goias (FNS, 1996).

Desde os achados de Penna até o fim da década de 1970, a protozoose distribuia-se
preferencialmente pela zona rural, porém nos ultimos anos a leishmaniose visceral vem
ocorrendo em regido urbana de varias cidades de médio e grande porte, além das cidades de
Sao Luis, Teresina e Natal, ja anteriormente descritos. Foi observado também em Santarém
(Para), Aracaju no Estado de Sergipe, Montes Claros e Belo Horizonte no Estado de Minas
Gerais, Corumba no Estado de Mato Grosso do Sul (VIEIRA & COELHO, 1998) Aracatuba e
Birigiii no Estado de Sao Paulo (KATZ et al., 2000) e regido central do Estado do Tocantins
(BORGES et al., 2003). O encontro de L. longipalpis no Sul do Brasil, em areas onde esse
flebotomineo nao havia sido descrito anteriormente, contribui para explicar o aparecimento de
novos focos da doenga (MARZOCHI et al., 1994).

Em Alagoas, a doenga predomina na zona rural, acometendo, sobretudo criancas de
regides afastadas da sede do municipio. Dos 102 municipios existentes no Estado, a
leishmaniose visceral j& foi notificada em 89% deles. Nos ultimos cinco anos os municipios
que mais notificaram casos foram Arapiraca, Palmeira dos Indios, Traipu Cacimbinhas, Igaci,
Santana do Ipanema e Sao José da Tapera, sendo os trés primeiros situados no agreste € os
demais, no sertdo alagoano. E a segunda causa de internagio no Hospital Escola Dr. Hélvio
Auto, hospital mantido pelo servigo publico, considerado referéncia pelo Servigo Unico de
Saude (SUS) para internamento de pacientes com doencas infecciosas e parasitarias no Estado
de Alagoas (comunicagdo pessoal, Nucleo de Vigilancia Epidemiologica do Hospital Escola

Dr. Hélvio Auto).

1.1.2 Aspectos relacionados a transmissao
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Para pesquisadores mais antigos como Deane & Deane (1955a), a leishmaniose
visceral, ¢ uma zoonose de canideos, que acomete o homem, tornando-se uma
antropozoonose.

Na América Latina os canideos sdo as principais espécies consideradas reservatorio
da LV (DEANE & DEANE, 1954; LIMA et al., 2004). Uma vez infectado, o cdo pode
permanecer sem sintomas, ou posteriormente desenvolver a doenca (ARIAS et al., 1996;
LIMA et al., 2004). A prevaléncia da infec¢ao nos caes que vivem em regido endémica varia
de 1-36% (MOREIRA et al., 2003).

A leishmaniose visceral em canideos (LVC) revela-se por emagrecimento, lesdes
cutaneas caracterizadas por queda do pélo, descamacao e ulceragdo, estas em geral pequenas
localizadas no focinho, orelhas e cauda. Com a evolucdo da doenca, observa-se também
conjuntivite, ceratite, edema das patas, alongamento das unhas, diarréia e, na fase final,
paresia das patas posteriores e caquexia (DEANE & DEANE, 1955b; LIMA et al., 2004).
Caes e raposas podem apresentar intenso parasitismo cutaneo favorecendo, dessa forma, a
infeccdo de flebotomineos (DEANE & DEANE, 1954). Alguns estudos incriminam as
galinhas (Gallus gallus) como fator de risco para a leishmaniose visceral urbana, porém os
resultados sdo conflitantes; em algumas situagdes atuam como agentes zooprofilaticos
(ALEXANDER, et al., 2002). Moreira et al. (2003), estudando fatores de risco para LVC, em
zona urbana encontraram maior risco de infec¢ao para caes com mais de um ano de idade.

Estudiosos lembram a necessidade de se investigarem outros animais. Recentemente
foi encontrado em uma regido nao-endémica para LV, Cotia Estado de Sao Paulo-Brasil, um
gato (Felix catus) com uma lesdo nodular no nariz, foram observadas amastigotas no
esfregaco da lesdao. O material foi submetido a PCR e, em seguida, feito o seqiiencialmente

que identificou o parasito como Leishmania (Leishmania) chagasi (SAVANI et al., 2004).
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A transmissdo da leishmaniose visceral nas Américas ¢ feita por flebotomineos da
espécie Lutzomyia longipalpis (LUTZ & NEIVA, 1912), que sdo encontrados desde o sul dos
Estados Unidos da América do Norte até o norte da Argentina na América do Sul (OPAS,
1996).

Na regido Nordeste do Brasil, onde se concentra o maior nimero de casos, o L.
longipalpis foi identificado em todos os focos, além daqueles localizados na regido Norte,
Sudeste e Centro-Oeste. Portanto, a distribuicdo do L. longipalpis corresponde a da
leishmaniose visceral, sendo muito mais abundante nas zonas endemo-epidémicas do que
naquelas onde a incidéncia da doencga ¢ esporadica (DEANE & DEANE, 1955b). Em todos os
focos de leishmaniose visceral a L. longipalpis é a espécie predominante, entretanto a L.
evansi foi encontrada infectada naturalmente (OPAS, 1996).

A fémea do L. longipalpis faz seu repasto sanguineo nos animais ¢ no homem, a
qualquer hora do dia ou da noite, entretanto picam muito mais a noite sendo maior a atividade
hematofagica entre 21 e 22 horas (DEANE, 1956). Aproximadamente apo6s cinco dias do
repasto sanguineo, a fémea pde seus ovos em lugares imidos e ricos em matéria organica
(SHERLOCK, 1994).

Estudos sugerem diferengas intra-especificas entre L. longipalpis, hd uma forma mais
antropofilica, encontrada mais freqiientemente dentro das casas. Mangabeira (1969)
descreveu variagdoes morfologicas em flebotomineos machos de diferentes regides geograficas
do Brasil, sugerindo que o L. longipalpis ¢ um complexo de espécies. Isso talvez explique a
natureza esporadica da leishmaniose visceral em algumas regides como na Amazonia e niveis
epidémicos em outras, como no Ceara (LAINSON, 1983).

Os insetos alimentam-se em diversos animais de sangue quente, sugando
principalmente o homem, o cdo e a raposa. Apesar de ndo ser domiciliar, pode ser capturado

em numero elevado dentro das casas e no peridomicilio, em abrigos de animais domésticos,
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sendo que, nesses ultimos, a densidade ¢ maior do que dentro das casas (SHERLOCK &
GUITTON, 1969). A infec¢do do flebotomineo ¢ mais eficiente na raposa, seguida pelo cdo e
por ultimo no homem (DEANE, 1956). Experimentalmente conseguiu-se a infeccdo de
flebotomineos em doentes humanos, cdes e raposa infectados, obtendo-se a evolugdo do
protozoario em todos os casos de forma semelhante, isto €, levando ao bloqueio da faringe
(DEANE, 1958).

O desenvolvimento da Leishmania (Leishmania) chagasi no intestino anterior do L.
longipalpis foi descrito por Lainson & Shaw (1988). Os flebotomineos se tornam infectantes

a partir de 15 a 24 horas do repasto no reservatorio infectado.

1.2 Leishmaniose visceral americana como problema clinico

2.1.1 Aspectos relacionados ao diagnostico

Os insetos vetores (flebotomineos) inoculam a forma promastigota em hospedeiros
susceptiveis, estas formas vao infectar macrofagos do SMF e se transformam em amastigotas.

Dentro dos macréfagos as formas amastigotas sao abrigadas em fagossomos que se
fundem aos lisossomos dando origem aos fagolisossomos, ai ocorrendo mudangas
morfologicas, como regressao do flagelo externo e redu¢ao do tamanho do corpo e
bioquimicas como redu¢do da sintese de macromoléculas e consumo de oxigénio, necessarias
a sua sobrevivéncia no meio intracelular (AWASTHI et al., 2004).

As Leishmanias sobrevivem e se multiplicam nesse ambiente, resistindo as

substancias toxicas ai existentes, como perdxido de hidrogénio e radicais hidroxila. E possivel
que uma enzima, a superoxido dismutase, descrita em protozodrios da familia

Trypanosomatidae, incluindo o género Leishmania, desnature metabolitos da respiracao
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aerobica das Leishmanias, como também dos fagocitos mononucleares. Esses achados
sugerem que a ligacdo das Leishmanias aos fagocitos pode resultar em uma menor produgao
de metabolitos do oxigénio. Além disso, a camada superficial das Leishmanias é constituida
por moléculas resistentes as hidrolases acidas (CHANG, 1990).

A multiplicacdo acontece tanto na forma promastigota como amastigota. A divisao ¢
binaria, comecando, em geral, pelo flagelo, cinetoplasto e nicleo que precedem a divisdo do
citossomo. A intensa multiplicagdo leva a rotura dos macréfagos com liberacao do parasito no
meio intercelular, que logo serdo fagocitados por outros macréfagos (WIRTH, 1990).

A superficie molecular relacionada a ligacdo a macréfagos parece ser de
glicoconjugados. Foram identificados na superficie do parasito dois tipos de glicoconjugados:
o glicolipide (Lipofosfoglican) e uma glicoproteina de 63 kD (gp63), que ¢ uma protease de
superficie encontrada em todas as espécies patogénicas examinadas. Essa protease destroi
enzimas do hospedeiro que t€ém propriedades microbicidas (AWASTHI et al., 2004).

Acredita-se que estas glicoproteinas (LPG, gp 63) sejam usadas para degradar
imunoglobulinas, fatores do complemento e proteinas lisossomais. A atividade proteolitica
dos glicoconjugados parece importante na sobrevivéncia da amastigota no ambiente acido do
fagolisossoma do macrofago (AWASTHI et al., 2004).

Este género possui uma mitocondria conhecida como cinetoplasto, composta por
dois tipos de moléculas circulares de DNA, um circulo maior e outro menor; este
cinetoplasto, por apresentar divergéncias na sua estrutura entre espécies e subespécies, ¢ entao
utilizado para o diagndstico etioldgico das leishmanioses nos pacientes (BARKER &
BUTCHER, 1983). O circulo menor, no qual encontram-se centenas de copias por célula, tem
sido usado como alvo para a amplificacio do DNA(KDNA) do parasito, em varios estudos

(SALOTRA et al., 2001).



INTRODUCAO 11

O flebotomineo inocula formas promastigotas de L. (L.) chagasi ao picar os
individuos: um pequeno nodulo surge no local da inoculagdo que, em geral, passa
despercebido, sendo essa a primeira reacdo de defesa do hospedeiro. Quando os parasitos
conseguem vencé-la, as formas amastigotas dentro das células (SMF) da pele disseminam-se
através dessas células, principalmente para a medula 6ssea, linfonodos, figado e bago
(PEARSON et al., 1983).

Sabe-se que a imunidade celular desempenha um relevante papel na infeccao
causada pelas Leishmanias. Quando, nos estdgios iniciais da infec¢do, o hospedeiro ¢ capaz
de produzir interferon-gama, a infec¢ao ¢ controlada (CARVALHO et al.,1994). A imunidade
humoral ¢ representada pela proliferacao policlonal das células B, com producgdo de IgG e
IgM, além dos anticorpos especificos para os antigenos do parasito que sao utilizados no
diagnostico da doenga.

Os pacientes com LV apresentam depressao da imunidade mediada por células,
avaliada por testes cutaneos tais como: PPD, Reacdo de Montenegro e por PHA
(BEHFOROUZ et al., 1983). Assim, ndo apresentam reagdo de hipersensibilidade do tipo
tardio aos antigenos do parasito, havendo auséncia de proliferag@o linfocitaria e inadequada
producdo ou liberagdo de interferon-gama e interleucina-2 que sdo citocinas associadas a
resposta imune (ZWINGENBERGER et al., 1990). Essa disfun¢do imunologica foi revertida
in vitro, por Carvalho et al. (1994), que adicionaram ao meio de cultura interferon-gama e
interleucina-2. Os mesmos autores demonstraram ainda que o soro de pacientes com
leishmaniose visceral possui interleucina-4 e interleucina-10, que inibem a producao de
interferon-gama e a produ¢do de citocinas pelos macréfagos e pelas células T auxiliar.

A infecgdo, em humanos, pela L. (L.) chagasi pode levar a uma doenga de evolucao
fatal, a uma infec¢do assintomadtica ou a forma classica do calazar que eventualmente cura

sem tratamento especifico (BADARO et al., 1986a; KEMP et al., 1992). O curso clinico da
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infeccdo para a doenca depende de fatores até agora pouco claros. Para alguns estudiosos os
individuos infectados de baixa idade e ma nutri¢ao t€m maior possibilidade de adoecer que os
demais (BADARO et al., 1986b; 1988).

A leishmaniose visceral ¢ uma protozoose sistémica caracterizada por: febre,
esplenomegalia e quase sempre hepatomegalia, linfoadenopatia, palidez, além de
emagrecimento, hipoalbuminemia, edema, fendmenos hemorrdgicos, pancitopenia e
hipergamaglobulinemia. No estado final observa-se caquexia, derrames cavitarios e ictericia.
Quando ndo tratada, quase sempre evolui para o 6bito (OMS, 1996a).

A doenca pode apresentar evolugao aguda, subaguda ou cronica (DEBONO, 1946).
A leishmaniose aguda, que ¢ mais freqliente em criangas menores de dois anos, manifesta-se
por um quadro grave de febre alta e continua e crescimento moderado do bago, evoluindo
para o 6bito em trés a quatro meses (DEBONO, 1946).

A leishmaniose subaguda evolui entre seis a dezoito meses, com 0s pacientes
apresentando febre persistente, progressiva esplenomegalia, anemia, caquexia e por vezes, ora
diarréia, ora manifestacdes respiratorias. O curso da doenca pode ser modificado pelo
aparecimento de infec¢des oportunistas. Em outros pacientes o curso ¢ cronico, evoluindo em
dois ou mais anos, entremeados por periodos de quase total recuperagdo; durante essas fases
de aparente “cura” a esplenomegalia ¢ mantida (DEBONO, 1946).

A evolugdo clinica da leishmaniose visceral ¢ usualmente dividida em quatro
periodos e, apesar da imprecisdo entre eles, ¢ assim considerada para uma melhor
compreensdo dos processos morbidos em um tempo prolongado de observagao
(RODRIGUES DA SILVA, 1957). Sao eles: periodo de incubagdo, de inicio ou de invasao,
de estado e periodo final.

O periodo de incubacdo ¢ de dificil caracterizagdo, os pacientes ndo sabem

determinar o momento exato da picada infectante, pois freqliientemente nao ha alteracdes
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evidentes. Em geral, aceitam-se limites entre trés a seis meses (ALENCAR et al., 1974). Para
Zijlstra et al. (1992), esse periodo sofre variagdes de dois a seis meses.

Como o periodo inicial decorre da generalizagdo do parasito, as manifestagoes
surgem, ora de forma abrupta, ora insidiosamente. Quaisquer que seja a forma de inicio, os
sinais e sintomas nao caracterizam a doenga, podendo ser confundidos com outras afec¢des
(PEDROSA, 1998).

O tempo decorrido entre os primeiros sinais e sintomas € o momento do diagnostico
sdo varidveis. Em um seguimento de 15 anos, encontraram—se 65% dos pacientes com historia
de doenca entre 30 a 180 dias, e somente 17% com historia de doenga com menos de 30 dias
(PEDROSA,1998). O paciente apresenta febre, perda do apetite, emagrecimento, palidez,
queda de cabelos, hemorragias e apatia (ALENCAR et al., 1974; PEDROSA & ROCHA,
2004). A febre ¢ quase sempre o primeiro sintoma (PARAHYM, 1961). A esplenomegalia ¢
observada precocemente no curso da doenca, embora, as vezes, seja discreta. O figado
também comeca a crescer. Outras manifestacdes podem dominar o quadro como: crises
diarréicas, alteragdes respiratorias e convulsdes, principalmente em criangas.

No periodo de estado os sinais e sintomas sdo os mesmos do periodo inicial, porém
mais intensos. A febre pode ser continua, irregular, remitente, estas remissdes podem ser de
uma ou mais semanas ¢ com dois ou mais picos didrios (ALENCAR et al., 1974). A anemia
presente desde o inicio da doenga, acentua-se. O bago cresce mais rapidamente que o figado,
tem consisténcia firme, sendo, as vezes, doloroso. A hepatomegalia ¢ freqiiente, porém
raramente atinge o tamanho do bago. Em um seguimento de casos, Pedrosa (1998) verificou
que 93,8% dos bagos medidos na admissao, a média do tamanho era de 9,2 + 4,0 enquanto a
média do tamanho do figado era de 5,1 + 2,6cm.

Os cabelos sao secos, adelgacados, quebradigos, despigmentados, sem brilho e caem

com facilidade. A pele ¢ seca, aspera e palida, lembrando a cera envelhecida. O abdome ¢
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volumoso, surgindo freqlientemente edema dos membros inferiores e ascite. Observam-se
ainda micropoliadenia e reducdo da massa muscular. As hemorragias tornam-se freqilientes,
podendo surgir ictericia, retardo da puberdade e amenorréia (PRATA, 1957).

O periodo final ¢ marcado pela exacerbagdo das alteragdes do periodo de estado. O
obito pode ser causado por alteracdes decorrentes da propria doenga como os sangramentos,
edema ou por infecgdes associadas (ALENCAR et al.,1974; PEDROSA, 1998).

No diagnéstico da leishmaniose visceral consideram-se a epidemiologia, as
manifestagdes clinicas e o encontro do agente etioldgico em esfregacos tissulares ou reagdes
sorologicas (MARZOCHI et al., 1981).

Sdo informagdes relevantes para o diagnostico: a procedéncia de area endémica.
Sendo considerado endémico o municipio com registro de pelo menos um caso autdctone, de
LV humana ou canina (MS 2003); a existéncia de cdes calazarentos, (emagrecidos, pelo
caindo, ferimento no focinho, orelhas, e unhas grandes), presenca de “mosquitos” pequenos
que invadem as casas, principalmente ao entardecer. Para o diagndstico clinico, ha a
observagdo de febre prolongada, emagrecimento, palidez, hepatoesplenomegalia,
manifestagdes hemorragicas, diarréia e tosse.

A pesquisa direta do parasito em aspirado esplénico ou a cultura deste material ¢ o
teste de referéncia para a confirmacdo do diagndstico da LV, porém essa técnica raramente ¢
recomendada nas areas endémicas. A alternativa ¢ o aspirado da medula dssea ou do
linfonodo. Os exames soroldgicos foram aperfeicoados, entretanto apresentam baixa
especificidade (BOELART et al., 2004).

O diagnéstico parasitologico € feito pela visualizacdo da forma amastigota da
Leishmania, em esfregagos teciduais. Encontram-se formas amastigotas em 0rgaos ricos, em
c¢lulas do SMF como o baco, medula 6ssea, figado e linfonodos. Conforme a OMS, o exame

parasitolégico do aspirado medular ou do bago € o teste mais especifico para o diagndstico da



INTRODUCAO 15

LV, praticamente ndo tem falso positivo, conseqiientemente a especificidade ¢ igual a 100%
(WHO, 2004). Em pesquisa publicada por Ho et al., (1948) o agente etioldgico em esfregagco
tissular de origem esplénica revela um percentual de positividade de 97,6%, enquanto na
medula 6ssea o percentual ¢ de 89,2% e no aspirado de origem hepatica a positividade cai
para 76,9%. Em um seguimento de casos a positividade observada por Pedrosa et al. (1991),
examinando aspirados medulares, foi de 84,5%.

Pelo menor risco e simplicidade técnica, prefere-se a pungao aspirativa da medula
Ossea, que pode ser realizada no esterno, tibia ou crista iliaca. A pele no local escolhido ¢
submetida a assepsia, em seguida aplica-se o anestésico na pele e tecido subcutdneo. Apds
anestesia, a agulha propria para mielograma ¢ posicionada em um angulo de 45° e pressionada
para atravessar os tecidos, em seguida colocada em posi¢ao perpendicular a superficie ossea,
entdo empurrada para baixo até atingir a medula Ossea, retira-se o mandril e aspira-se pequena
quantidade de material medular (HO et al., 1948).

Com o material da pungdo fazem-se esfregacos em laminas que, em seguida, sdo
corados pelo método de Giemsa ou pelo Leishman e examinados ao microscopio optico. O
método apresenta uma positividade variavel, de 54 — 86% dos casos (WHO, 1982).
Recentemente, Silva et al. (2005) verificaram que a sensibilidade do aspirado medular pode
ser elevada ao se prolongar o tempo de observagdo em até 60 minutos (positividade de
95,4%). Estudo realizado por Dietze et al. (1997) mostrou que a positividade situou-se em
torno de 80%, e, quando semeado em meio de cultura, esse procedimento elevou a
positividade para 94%. O material pode ser semeado em meio de cultura ou inoculado em
animais sensiveis como o hamster, no entanto, como esses procedimentos exigem um longo
tempo de observagdo, ndo sdo utilizados para o diagndstico dos casos (OSMAN et al., 1997).

As alteragdes humorais encontradas na leishmaniose visceral sdo de grande valor

pratico para o seu diagnostico. As globulinas séricas se encontram elevadas pela presenga de
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titulos elevados de anticorpos especificos contra antigenos do parasito. Atualmente
encontram-se disponiveis o teste de aglutinagdo direta (DAT), a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (IFI) e as rea¢des imunoenzimaticas. Esses testes apresentam sensibilidade varidvel
entre 98 a 100% e especificidade de 70% para a IFI e 95% nos demais testes. Recentemente
surgiu o teste rapido para o diagndstico da leishmaniose visceral (TRALD), que ¢ um teste
imunoenzimatico, com a vantagem sobre os demais de poder ser executado no campo, para o
diagnodstico da doenca em homens e caes, com uma sensibilidade de 94% e especificidade de
95% (BADARO et al., 1997). Os métodos imunoldgicos nio conseguem distinguir infecgio
passada ou presente € ndo sdao confidveis em pacientes imunodeprimidos (SALOTRA et al.,
2001). Estes anticorpos podem ser detectados por um periodo longo de tempo apds a cura
clinica da doencga, donde se conclui que o titulo de anticorpo especifico ndo pode ser utilizado
como critério de cura da leishmaniose visceral (BADARO, 1985; MORKANI et al., 1988).
Com a expansao da leishmaniose em varias partes do mundo, reemergéncia em
outras areas, surtos epidémicos na periferia de cidades, faz-se necessario um método
diagnostico menos invasivo, mais sensivel e especifico que os métodos disponiveis. Foi
entdo introduzida a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que, para a identificacdo dos
parasitos deste género, quase sempre utiliza o DNA do cinetoplasto conhecido pela sigla
kDNA, organela caracteristica da ordem Kinetoplastida. O kDNA ¢ constituido por 20 a 50
cadeias fechadas; sdo os maxicirculos, que codificam tipos de RNA e milhares de
minicirculos que estdo envolvidos na produgdo de RNA, que tem um papel na produgdo dos
maxicirculos (LAMBSON et al., 1999). Eles possuem seqiiéncias conservadas em todos os
Kinetoplastida, com aparente fun¢do na replicacdo de outras regides que pode ser género,
espécie (SMYTH et al., 1992). O kDNA dos minicirculos foram utilizados como iniciadores
para o complexo L. donovani e no estudo de Salotra et al. (2001) usando esses iniciadores a

reacdo foi capaz de detectar 1 fg do DNA (acido desoxiribonucleico) do parasito na presenga
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de um excesso de DNA humano. Ele encontrou 100% de sensibilidade, quando usou aspirado
medular, e 96% quando usou sangue periférico; a especificidade foi de 96%; pois, entre os
controles, dois procediam de regido endémica. No Brasil, Disch & Rabelo (2001)
encontraram sensibilidade de 83% e especificidade de 100% quando utilizaram sangue
periférico.

A PCR ¢ a amplificacdo enzimdtica de uma seqiiéncia especifica de DNA com a
conseqiiente produc¢ao de milhdes de copias desta seqiiéncia em um tubo de ensaio. Essa
técnica foi desenvolvida no final dos anos 80 por Mullis (1990). Até a década de 1970 a
molécula de DNA era considerada o componente celular mais dificil de ser analisado. Com a
descoberta da endonuclease de restricdo, enzima purificada de bactérias, a dupla hélice do
DNA pode ser cortada em varios pontos especificos, determinados pelas seqiiéncias de
nucleotideos; com a fragmentagdo do DNA foi, entdo, possivel sequenciar os nucleotideos. A
seqliéncia conhecida ¢ utilizada na construcao de oligonucleotideos de DNA sintéticos. Eles
sdo utilizados como iniciadores (primers) para a sintese de DNA in vitro (DEGRAVE et al.,

1994).

1.2.1 Aspectos relacionados ao tratamento e a alta

Uma vez estabelecido o diagnostico da doenga, inicia-se o tratamento, considerado
de suma importancia para a recuperacdao do doente. A terapéutica das leishmanioses foi
iniciada em 1912 por Gaspar Vianna que, pela primeira vez, utilizou antimonial trivalente no
tratamento de pacientes com leishmaniose tegumentar americana. Com a divulgagdo desses
resultados, pesquisadores que trabalhavam com Calazar passaram a tratar seus pacientes com

antimonial trivalente, modificando dessa forma o prognoéstico desses doentes; até entdo, todos
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evoluiam para o Obito, exceto um ou outro que apresentava remissao espontanea. Mesmo com
os intensos efeitos colaterais era a tinica alternativa disponivel (FRAIHA NETO, 1986).

Somente em 1920 Brahmachari desenvolveu o primeiro antimonial pentavalente
(uréia stibamina), constituindo-se num grande avango para o aparecimento de outros
antimoniais. Atualmente sdo produzidos o Pentostam (gluconato de s6dio e antiménio) e o
Glucantime (antimoniato de N-metil-glucamina), que vem sendo usado no Brasil desde 1952
(MARSDEN, 1986).

O mecanismo de acdo dessas drogas na leishmaniose ¢ desconhecido. A
farmacocinética dos antimoniais pentavalentes parece ser semelhante, quer sejam aplicados
por via intramuscular ou intravenosa. Sao absorvidos rapidamente e 80 a 90% sdo excretados
pelo rim apds seis horas, enquanto uma pequena por¢ao, (12%) ¢ retida nos tecidos, com uma
meia-vida de 32,8 horas. A redug@o posterior a antimonial trivalente, provavelmente, ¢ a
responsavel pelos efeitos toxicos tardios (MARSDEN, 1985; CHULAY et al., 1988).

A toxicidade do antimdnio pentavalente ¢ muito menor, considerando a toxicidade
dos antimoniais trivalentes; mas, mesmo assim, os efeitos colaterais ndo devem ser
negligenciados durante o tratamento dos pacientes. Manifestagdes como: mal-estar, anorexia,
nduseas parecem relacionadas com a concentracdo de antimonio por dose, enquanto as
alteracdes tardias no eletrocardiograma se relacionam com a elevagdo gradual do antimonio
residual (CHULAY, et al., 1988). Elevacdo das aminotransferases e fosfatase alcalina,
sugerindo disfun¢do hepatocelular, foi observada por Pablos & Gallego (1982). Pacientes
tratados com 20mg de antimonio pentavalente/kg/dia durante 30 dias apresentaram defeito
tubular. O mecanismo responsavel por essa alteracdo parece ser provocado pela interferéncia
na a¢ao do hormdnio antidiurético e efeito toxico direto nas células tubulares (VEIGA et al.,

1990).
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Desde o seu aparecimento até o momento, os antimoniais continuam as drogas de
primeira escolha para o tratamento das leishmanioses, entretanto nos ultimos anos observou-
se auséncia de resposta satisfatoria aos antimoniais, em algumas regides. Em Bihar, na India,
essa falha ¢ superior a 60% entre os pacientes tratados com antimonial pentavalente
(SUNDAR et al., 2001). No sul da Europa, esse fendmeno também vem sendo observado.
Atribui-se, ndo so a associagdo da LV ao virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), que ¢ a
quarta mais freqliente infeccao oportunista (MIRA et al., 2004), como ao aparecimento de
cepas resistentes ao antimonial pentavalente. Acredita-se que o uso de derivados do
antimonio, na pratica veterinaria, selecionou cepas de L. infantum resistentes ao antimonio e
os cdes as dispersaram (CARRIO & PORTUS, 2002).

Nos ultimos anos doses maiores tém sido recomendadas. Essas recomendacoes
fundamentaram-se nas elevadas taxas de recaidas em criangas no Quénia (Africa) que
chegavam a 30% (SILVEIRA et al., 1993). No Brasil, varios esquemas terapéuticos sdao
usados. Mesmo com doses menores que a atualmente preconizada pela Organizagdo Mundial
de Satde; a ocorréncia de recaidas parece ndo alcancar 5% dos doentes (SILVEIRA et al.,
1993).

Alguns pacientes ndo se curam apds uma série de antimonio pentavalente; uma
segunda série com a mesma dose dada inicialmente, porém com o dobro do tempo, ¢
recomendada. Nao ocorrendo a cura, deve-se substituir o antimonial pelas drogas
consideradas de segunda linha no tratamento da leishmaniose visceral, como a anfotericina B,
que ¢ a droga mais ativa contra a leishmania. Recentemente, tem sido usada a anfotericina
lipossomal, que ¢ 25 vezes menos toxica que a anfotericina B e cinco vezes mais ativa
(DAVIDSON et al., 1994). Para o tratamento alternativo encontram-se disponiveis outras
drogas como: a pentamidina, sulfato de aminosidine, alopurinol, interon gama associado ao

glucantime, e mais recentemente a miltefosine (MS, 2003).
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Anfotericina B ¢ um antibiotico poli€nico obtido a partir de culturas de um
estreptomiceto, o Streptomyces nodosus. Tem acdo sobre fungos, algas e protozodrios. Atua
como fungistatico, fungicida e imunoestimulante. Sua acdo toxica deve-se a ligacdo com
membranas citoplasmaticas que contém esterdis, levando a sua desorganizag¢do funcional
(MURRAY, 2001). A acao imunoestimulante foi estudada a partir das reagdes observadas em
aproximadamente 70% dos pacientes, em 60 a 180 minutos da infusdo da medicacdo, que sdo
frio, febre, hipotensdo e nduseas. Essas manifestacdes estdo relacionadas a liberacao de
interleucina-1beta e ao fator de necrose tumoral (TNF), de mondcitos e prostaglandina E, de
monocitos e células endoteliais (MURRAY & DELPH-ETIENNE, 2000). Observa-se ainda
nefrotoxicidade (a depender da dose), anemia secundaria, hipopotassemia, hipomagnesemia,
arritmias cardiacas (MURRAY, 2001). Ultimamente, a anfotericina B desoxicolato vem
sendo substituida pelas preparagdes lipidicas que sdo menos toxicas, conseguindo-se reduzir a
duragdo do tratamento para cinco a 10 dias e podendo ser usada em adultos e criangas,
independentemente da gravidade, porém seu alto custo limita o uso (MURRAY, 2001).

A hexadecilfosfocolina (Miltefosine), que ¢ usada por via oral e apresenta um
mecanismo de ag¢do comparavel a anfotericina B, destaca-se ainda por ser toxica para o
promastigota, que ¢ forma que ird desenvolver-se no vetor (MURRAY & DELPH-ETIENNE,
2000). Usada na dose de 04 mg/kg/dia durante quatro semanas obteve-se a cura em 95% de
pacientes sudaneses. Ocasionalmente sdo observadas elevacdes das aminotransferases e da
creatinina. As mais freqiientes queixas sdo as gastrintestinais em 62% dos pacientes (JHA et
al., 1999).

Ao término do tratamento, ndo hd completa regressdo dos sinais e sintomas. O
paciente s6 devera ser considerado curado apds um seguimento clinico e laboratorial de 3, 6 €

12 meses do término do tratamento (OMS, 1996a).
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Os critérios utilizados nessa avaliagdo sdo predominantemente clinicos, tais como:
desaparecimento da febre nas duas ou trés semanas anteriores ao término do tratamento;
redu¢do do tamanho do bago e ganho ponderal. Considera-se também a elevagdo dos valores

da hemoglobina e do numero de leucocitos (WHO, 1982; OMS, 1996a).

1.3 Justificativa

Como os vdrios trabalhos publicados na literatura médica fazem referéncia, a
elevada sensibilidade e especificidade da PCR no diagnostico da LV, tanto no sangue
aspirado da medula dssea como no sangue periférico, resolveu-se avaliar a PCR em pacientes
com hipotese de diagnostico de LVA, ndo apenas para o diagndstico da doenga como para
possivel marcador de cura.

Considerando-se que a leishmaniose visceral ¢ freqiiente em Alagoas, que o
diagnostico parasitologico ¢ um método invasivo, com sensibilidade variavel e que o critério
de cura fundamenta-se basicamente em observacoes clinicas, resolveu-se avaliar a validade da
PCR em sangue aspirado da medula 6ssea e em sangue periférico para o diagnostico da

doenga e para o seguimento dos pacientes.
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar a validade da reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para o diagnostico da

LVA e para o critério de cura da doenca.

2.2 Objetivos Especificos

X/
L X4

Verificar a concordancia da PCR, em sangue aspirado da medula 6ssea de
pacientes com LV A, diagnosticados pelo achado de parasitos pelo método da
microscopia optica;

Verificar a sensibilidade da PCR em sangue periférico de pacientes com LVA
diagnosticados pelo achado de parasitos pelo método da microscopia Optica;
Verificar a sensibilidade da PCR no aspirado de medula 6ssea comparando-a
com a PCR no sangue periférico;

Verificar a concordancia da PCR no sangue aspirado da medula dssea com a
PCR no sangue periférico;

Avaliar a PCR em sangue periférico imediatamente ap6és o término do
tratamento, comparando-a com os critérios de cura clinica da doenca;

Avaliar a especificidade da PCR em sangue aspirado da medula dssea de
pacientes ndo portadores de LVA;

Avaliar a especificidade da PCR em sangue periférico de pacientes nao

portadores de LVA.
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3.1 Desenho do estudo

Para este estudo utilizou-se a validacao de teste diagnostico. Esse desenho teve
como objetivo avaliar a capacidade do teste diagnostico em estudo, na identificacdo dos
individuos que sofrem o agravo (sensibilidade), e os que nao o sofrem (especificidade)
(SACKETT et al., 1991).

Hé diferentes formas para avaliar um teste diagndstico. Segundo Sackett & Haynes
(2002) isso pode ser feito através de quatro tipos de estudo, cada um deles respondendo a uma
pergunta especifica. O desenho aqui usado corresponde ao terceiro tipo proposto pelos
referidos autores; ou seja: o teste ¢ capaz de distinguir entre os individuos com hipotese de

diagnostico de LVA, aqueles que tém a doenga e os que nao a tém?

3.2 Local e populacio do estudo

Foram incluidos no estudo todos os pacientes admitidos com a hipdtese de
diagnostico de leishmaniose visceral, durante o periodo de abril de 2003 até marco de 2005.

Foi realizada no Hospital Escola Dr. Hélvio Auto (HEHA), que ¢ publico, referéncia
em doencas infecciosas e parasitarias para todo o SUS/Alagoas. Atende a maioria dos casos
de LVA do Estado. Dos 122 casos de LVA que ocorreram no ano de 2002, foram internos no
HEHA 117 (96,0%). Eram do sexo masculino 63 (53,8%) ¢ do feminino 54 (46,2%) dos
pacientes. As idades variaram de 10 meses a 60 anos, com média igual a 12,8 = 11,7 anos ¢ a
mediana de 10 anos de idade. Os pacientes eram procedentes da zona rural, 89 (76,1%) casos,
e somente 28 (23,9%) vieram da zona urbana. Distribuidos pela regido agreste 48 (41,0%),

pelo sertdao 45 (38,5%) enquanto 24 (20,5%) vieram do litoral alagoano.
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O HEHA ¢ também hospital-escola para formacao e treinamento de estudantes de
medicina, psicologia, enfermagem, fisioterapia, terapia ocupacional e nutricio da
Universidade Federal de Alagoas e da Fundagdo Universitaria de Ciéncias da Satde do

Estado de Alagoas.

3.3 Tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi calculado considerando a sensibilidade e a especificidade
da PCR em 95%, erro de 15,0% e “Power” de 80%. A amostra foi estimada em 50 casos e 50

nao casos.

3.4 Definicao das variaveis

3.4.1 Defini¢cdo dos grupos

Foram considerados casos de LVA (padrao—ouro) aqueles individuos procedentes de
regido endémica, com historia de febre ha 14 dias ou mais, palidez, hepatoesplenomegalia, e
com presenca de parasitos no aspirado medular. Foram também considerados casos os
individuos procedentes de regido endémica com quadro clinico compativel com LVA,
hemograma com reducdo do nimero de células, do hematodcrito e da concentracdo de

hemoglobina, e que responderam satisfatoriamente ao teste terapéutico (FUNASA, 2002).

Foram considerados nao casos os individuos sem manifestagdes clinicas

compativeis com a doenca e exames laboratoriais negativos (FUNASA, 2002).
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Foram consideradas ainda as seguintes variaveis:

Sexo — categorizado como masculino e feminino.

Idade — definida como o tempo decorrido em anos, desde o nascimento até a data do
internamento, categorizada como: menor de um ano; de um a quatro anos; de cinco a nove

anos; 10 a 14 anos; 15 a 20 anos; 21 a 30 anos; 31 e igual a 40 anos ou maior de 41 anos.

Tamanho do figado e do baco — medidos abaixo da reborda costal, na linha

hemiclavicular, descritos em centimetros.

Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR) — considerou-se resultado positivo
(sangue aspirado da medula 6ssea e sangue periférico) quando era detectada uma banda de
aproximadamente 800 pares de bases pelo programa Photocapt, versao 10.01 (Vilbert

Lourmat/Franga); e resultado negativo quando nao era identificada a referida banda.

Pesquisa do parasito em sangue aspirado da medula éssea pela microscopia
optica — considerou-se resultado positivo quando eram visualizadas amastigotas no esfregaco
de sangue aspirado da medula 6ssea, corado pelo método de Giemsa e examinados com o
auxilio de um microscopio Optico, utilizando-se objetiva de imersdao (100x), e negativo
quando ndo eram visualizadas amastigotas no esfregaco medular, apés no minimo uma hora

de exame.
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3.5 Coleta de dados

3.5.1 Admissao hospitalar

A abordagem inicial dos pacientes ou de seus pais, para esclarecimento e obtencdo
da concordancia e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foi realizada

pela pesquisadora (APENDICE 2).

No momento da admissdo, foram anotadas em protocolo especifico (APENDICE 3)
as variaveis como sexo, idade, procedéncia, duracdo da doenca e suas manifestagdes, assim

como o tamanho do bago e do figado.

O sangue retirado da prega cubital logo apos a internagdo foi submetido a contagem
das hemacias, leucdcitos e das plaquetas; a dosagem do hematdcerito, da hemoglobina, e das
aminotransferases, da uréia e da creatinina, assim como ao teste para a extracdo do DNA,
contido no cinetoplasto de amastigota de Leishmania, pela PCR. O sangue aspirado da
medula ossea, parte foi estirado em lamina, corado e nele foram pesquisadas formas
amastigotas, enquanto a outra parte foi acondicionado em tubos com tampa contendo EDTA,

e conservado a -20°C para posteriormente ser processada pela PCR.

3.5.2 Alta

No momento da alta foram medidos o bago e o figado, na regido anterior do abdome

abaixo da reborda costal, na linha hemiclavicular. O sangue retirado da prega cubital foi
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processado para a contagem das hemadcias, leucécitos e plaquetas, a dosagem do hematocrito,

da hemoglobina, das aminotransferases, da uréia e da creatinina, além da PCR.

3.5.3 Seguimento

Os pacientes retornaram para avaliagdo com um mes do término do tratamento.
Foram medidos o bago e o figado, na regido anterior do abdome abaixo da reborda costal, na
linha hemiclavicular. O sangue retirado da veia mediana cubital foi processado para a
contagem das hemacias, leucocitos e plaquetas, a dosagem do hematdcrito, da hemoglobina,
das aminotransferases. Um mililitro de sangue foi acondicionado em tubos com tampa,
contendo EDTA a 1% como anticoagulante e conservados a — 20°c, para posterior execu¢ao

da PCR.

3.6 Padronizacao das técnicas

Todos os tubos e as laminas utilizados para cada paciente foram identificados com
suas iniciais, ¢ a data da coleta, além da origem do material: sangue medular, sangue

periférico; sendo omitida a informacao relativa ao grupo de estudo a que o paciente pertencia.

O aspirado medular era obtido na crista iliaca antero-superior. A pele foi submetida
a assepsia, em seguida o anestésico era aplicado na pele e tecido subcutaneo. Apds anestesia,
a agulha prépria para mielograma era posicionada em um angulo de 45° e pressionada para
atravessar os tecidos, em seguida colocada em posi¢do perpendicular a superficie 6ssea, entdo
empurrada para baixo até atingir a medula 6ssea; retirava-se o mandril e aspirava-se pequena
quantidade de material medular, com seringa de 20 mililitros (HO et al., 1948). Uma vez

secos, os esfregacos eram fixados com metanol e corados com Giemsa, em seguida
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examinados em microscopio Optico, utilizando-se objetiva de imersao (100 x) para a

identificacdo de formas em amastigotas (OMS, 1996a).

A outra parte do aspirado medular e o sangue periférico foram acondicionados em
tubos contendo EDTA a 1%, conservados a -20°C até serem levados ao laboratorio de
Genética Molecular, Genomica e Protedomica - GEMPRO da UFAL, onde a técnica da PCR
era processada, ou ao Departamento de Patologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFAL,

onde parte das amostras era também submetida a técnica da PCR.

Foram avaliados pelo exame de sangue o numero de hemacias, leucocitos e
plaquetas, a quantidade de hemoglobina e o hematocrito, além das aminotrasferases (ALT e
AST). Valores acima ou abaixo daqueles descritos foram considerados anormais (RAW et al.,
1989; VERONESI, 1991). Essas variaveis serdo utilizadas para uma caracterizagao dos casos

em um trabalho posterior.

Parametros avaliados Valores normais
Hemacias 4.000.000 a 5.500.000 hemacias/mm’
Hematocrito 37240 %
Hemoglobina 11a13g/dL
Leucocitos 4.000 a 10.000/mm’
Neutréfilos 2.000 a 6.200/mm’
Linfocitos 800 a 3.300/mm’
Plaquetas 200.000 a 500.000/mm”
ALT Até 40 unidades/L

AST Até 40 unidades/L
Creatinina 0,8 a 1,3 mg/100mL

Uréia 15 a 50mg/100mL
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3.6.1 Extracao do DNA total

Para a extracio do DNA do parasito foi utilizado protocolo recomendado pelo
fabricante do Kit de Purificagdo de DNA gendmico sanguineo GFX ( Amersham Pharmacia

Biotech ), como descrito a seguir.

a) Lise das hemacias

Em um tubo contendo 300 uL de sangue total ou 50ulL de sangue medular eram
adicionados 3 volumes da solugdo de lise (10 mM KHCOs3,155 mM NH4CL, 0,1 mM EDTA).
Apobs uma breve agitagdo no vortex, o material era incubado por 5 minutos a temperatura
ambiente e, em seguida, submetido a centrifugacdo (13.000rpm, 20 segundos, TA) para a

coleta da fragdo leucocitaria .

b) Extracao e ligacao do DNA

Suspenderam-se os leucocitos que estavam no fundo do tubo agitando vigorosamente
no vortex. Em seguida adicionou-se 500uL de solugdo de Extragao (Kit de Purificagdo de
DNA genomico sanguineo GFX/Amersham Pharmacia Biotech), deixou-se incubando por 5
minutos, logo ap6s transferiu-se todo o volume para a coluna GFX e centrifugou-se (5000 x
g) por 1 minuto. Apds desprezar o que ficou no tubo coletor, recolocou-se a coluna no mesmo
tubo coletor, ¢ novamente adicionou-se S00uL de solug¢ao de extragao (Kit de Purificagao de
DNA gendmico sanguineo GFX/ Amersham Pharmacia Biotech). Novamente foi incubado a
temperatura ambiente por 5 minutos, em seguida centrifugou-se (5000 x g) por 1 minuto, foi
entdo desprezado o que ficou no tubo coletor; a coluna foi novamente colocada no tubo e

adicionou-se 500uL da solugdo de lavagem (Kit de Purificagdo de DNA gendmico sanguineo
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GFX/ Amersham Pharmacia Biotech), centrifugou-se (12000 a 16000 rpm) por 3 minutos. A
coluna foi retirada do tubo coletor e colocada no tubo definitivo. Para a eluicio do DNA,
adicionou-se 200uL de TE (10mM Tris-HCl; 1mM EDTA pH 8,0) aquecido a 70°C,
incubando-se por 1 min, apds isto centrifugou-se por 1 min a 8.000 x g. Retirou-se a coluna,

obtendo-se o DNA puro.

3.6.2 Detecciao do DNA do parasito pela PCR

Para as reacdes de PCR foram utilizados os iniciadores descritos por LAMBSON et
al. (1999), que sao F: 5’- GGG GTT GGT GTA AAA TAG G-3’ e R: 5’- C CAG TTT CCC
GCC CCG -3’. Esses iniciadores flanqueiam uma regido conservada e ndo codificadora 5’
NCR de 800pb do kDNA.

Para evitar contaminacdo com DNA exogeno, as reacdes de PCR foram montadas
em uma area isolada, que foi previamente irradiada, com luz ultravioleta. Nas reacdes eram
combinados: DNA molde (4uL), Tampdao da Taq polimerase 1X (Ludwig
Biotecnologia/UFRGS/Br), iniciadores 0,3 uM (Invitrogen, USA), dNTPs 1,25 uM (Ludwig
Biotecnologia/UFRGS/Br), MgCl, 3,0mM (Ludwig Biotecnologia/UFRGS/Br), Taq DNA
polimerase (2,5 U) (Ludwig Biotecnologia/UFRGS/Br), e 4gua livre de nuclease (Promega,
Madison, WI, USA) para 50 pL finais.

As reacdes foram submetidas a 35 ciclos de amplificagdo em um termociclador
PCR Express Thermohybaid, usando a temperatura de 95°C por trés minutos para a
desnaturacdo, 60°C para anelamento e 72°C para a extensdo, por 30 segundos. Ao final do
ultimo ciclo, a reagdo era incubada a 72°C por seis minutos para uma extensao final dos

produtos.
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3.6.3 Visualizacao e fotodocumentacio dos produtos de amplificacio

O produto da PCR era submetido a eletroforese em gel de agarose neutro 1,2%
contendo brometo de etidio (4,0 mg/uL). Foram utilizados 9,0 uL de solu¢do de DNA e 1,0
uL do Loading Buffer ( 1 x sucrose (W/v) 65%; Tris HCL (pH 7,5) 10 mM; EDTA 10 mM,;
Bromophenol blue (W/w) 0,3%). A eletroforese procedia em tampao TBE 1X(10,8g de Tris
base; 5,5g de acido borico e 4 mL de EDTA a 0,5M / litro de 4gua destilada), durante 1 hora,
a 5v/cm. Ap6s a corrida, o DNA era visualizado em transiluminador de UV e fotografado com
sistema digital (DP-001) (Vilbert Lourmat/Franga). A estimativa do tamanho molecular dos
fragmentos amplificados foi feita com base no padrio eletroforético do marcador Ladder 100

pb, pelo softwer Photocapt, versao 10.01, registrado por Vilber Lourmat/Franga.

3.7 Analise estatistica

Foram estimadas a sensibilidade e a especificidade, e os respectivos intervalos de
confianga, da PCR em sangue aspirado da medula 6ssea e sangue periférico, em relacdo ao
padrao-ouro. Foi verificada a concordancia entre os resultados da PCR, em sangue medular e
periférico, através do teste de Kappa (OPAS, 1997).

Para comparacdo das dimensdes do figado e do bago, no inicio do tratamento e em
diferentes momentos da evolucdo, foi utilizado o teste de t pareado, para varidveis continuas,
sendo a diferenca considerada estatisticamente significante quando o valor de p era menor do

que 0,05.
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3.8 Aspectos éticos

O projeto de estudo foi submetido a apreciagdo da Comissdo de Etica em Pesquisa
do Centro de Ciéncias da Satde da UFAL (APENDICE 1), registrado sob nimero
23065.004458/2001-78, tendo sido aprovado em 30 de agosto de 2001.

Ao serem convidados a participar da pesquisa, os pacientes e, quando menores de
idade, seus representantes legais, eram informados sobre os objetivos do estudo, tendo-lhes
sido esclarecido que, caso nao concordassem em participar, ser-lhes-ia assegurado o direito
de receber o mesmo atendimento e tratamento necessarios. Era-lhes também assegurado que
seria mantido o sigilo quanto a sua identidade, ndo sendo mencionado nome, nimero de
registro ou qualquer outra forma de identificagdo dos pacientes, em toda e qualquer
publicacao a ser elaborada com esses dados.

Aqueles que concordaram em participar, era solicitada a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, conforme a Resolugao 196/96 do Conselho Nacional de
Saude, em concordancia com a Declaragdo de Helsinki VI, aprovada em 1996 em Hong-Kong
e referendada em 2000 na Bélgica (APENDICE 2).

Os dados serdo mantidos por cinco anos pela pesquisadora, para eventuais

comprovagoes.
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4.1 Caracteristica geral da amostra

Foram selecionados para o estudo 162 pacientes internados no Hospital Escola Dr.
Hélvio Auto (HEHA), em Maceid-Alagoas, com a hipotese de diagnostico de LVA, de abril
de 2003 a marco de 2005.

Do total de pacientes admitidos 91(56,2%) eram do sexo masculino ¢ 71(43,8%) do
sexo feminino.

As idades dos pacientes variaram de quatro meses a 66 anos, com média igual a
13,01+ 13,03 e mediana de 8,5 anos de idade. Entre os pacientes do sexo masculino a média
de idade foi igual a 15,0 = 13,8 ¢ a mediana foi de 12,0 anos (minimo de 4 meses e maximo
de 59 anos), e entre os pacientes do sexo feminino a média foi igual a 10,4 £ 11,5 ¢ a
mediana de 6,0 anos (minimo de 7 meses ¢ maximo de 66 anos). Chama a atengdo a

proporcao elevada de pacientes menores de 15 anos de idade (63% da amostra) (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo por sexo e faixa etdria dos pacientes admitidos com a hipdtese de
diagnéstico de LVA no Hospital Escola Dr. Hélvio Auto (Maceio-AL), no
periodo de abril de 2003 a marco de 2005

Idade (anos) Sexo Total Cumulativo
masculino feminino % %
<1 5 4 9 5.6 5,6
1 |—5 23 27 50 30,9 36,4
5]—10 14 11 25 15,4 51,9
10 |—15 10 8 18 11,1 63,0
15 |—20 10 9 19 11,7 74,7
20 |—30 13 8 21 13,0 87,7
30 |—40 9 2 11 6,8 94,4
> 40 7 2 9 5.6 100

Total 91 71 162 100,0
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A procedéncia dos pacientes era, em sua maioria, da zona rural, 106 (65,4%), e
somente 56 (34,6%) vieram da zona urbana. Com excecdo de um paciente proveniente do
Estado de Pernambuco, os demais eram autdctones de Alagoas, distribuidos pela regido
agreste 49 (30,4%), 59 (36,6%) pelo sertdo e 53 (32,9%) pelo litoral do Estado.

Do total de pacientes admitidos com a hipdtese de diagndstico de LVA, a doenga foi
confirmada em 104 (64,40%), os demais 58 (35,8%) pacientes tiveram o diagnostico afastado.
Considerou-se a epidemiologia, a clinica, ¢ o achado do parasito no aspirado medular, ¢ a
resposta ao tratamento (vide definicdo de padrdo-ouro) como critérios de diagnostico (FNS,
2002). O aspirado medular obtido em 99 dos 104 casos foi submetido a microscopia Optica;
amastigotas de Leishmania foram encontradas em 86 (87%) dos individuos e nos 13 (13%)
pacientes nos quais ndo foi identificado o parasito no aspirado medular o diagndstico

fundamentou-se na clinica, no hemograma, e na resposta favoravel ao tratamento (Tabela 2).

Tabela 2 — Classificagao dos individuos em caso ¢ nao caso de LVA, conforme critério de
diagnostico em 162 pacientes admitidos no Hospital Escola Dr. Hélvio Auto, de

abril de 2003 a marco de 2005

Nao casos de

Casos de LVA LVA
Critério diagnostico
Epidemiologia + + + + -
Clinica + + + - -
Clinica/ boa resposta + NR NR
tratamento + +
Aspirado medular* + - NR - -
Hemograma + + + - -
Total pacientes 86 13 5 56 2 162
% 53,0 8,0 3,0 34,6 1,4 100

* Encontro de amastigotas de Leishmania no material coletado
NR — ndo realizado
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Dos 104 pacientes diagnosticados com LVA, 58 (55,8%) eram do sexo masculino e
46 (44,2%) do sexo feminino

As idades dos pacientes variaram de sete meses a 66 anos, com média igual a 12,9 +
13,8 e a mediana de 9,5 anos. Nos pacientes do sexo masculino as idades variaram entre 11
meses a 59 anos, com média de 14,8 + 14,5 ¢ a mediana de 9,5 anos. Nas pacientes do sexo
feminino a variagdo foi de sete meses a 66 anos, com média de 10,5 £ 12,6 ¢ a mediana de
quatro anos (Tabela 3). Importante ressaltar que 67,5% dos casos de LVA eram menores de
15 anos (Gréfico 1).

Em sua maioria os pacientes vieram da zona rural 83 (79,8%). Em relacdo as regides

fisiograficas, o sertdo alagoano contribuiu com 50 (48,1%) dos casos.

Tabela 3 — Distribuigdo por sexo e faixa etaria dos pacientes admitidos com LVA no Hospital

Escola Dr.Hélvio Auto (Maceid-AL), no periodo de abril de 2003 a margo de 2005

Idade (anos) Sexo Total Cumulativo
masculino Feminino % %
<1 2 2 4 3,8 3.8
1 ]—s 17 22 39 37,5 41,3
51—10 10 4 14 13,5 54,8
10 |—15 8 3 11 10,6 65,4
15 |—20 4 6 10 9,6 75,0
20 |—30 6 6 12 11,5 86,5
30 |— 40 6 2 8 7,7 94,2
> 40 5 1 6 5,8 100

Total 58 46 104 100
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45 1
40 -
35 1
30 1
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15 1
10 1

Numero de casos
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Grifico 1. Distribuicdo dos pacientes com LVA internados no HEHA
(Macei6-AL) no periodo de abril de 2003 a margo de 2005,

de acordo com a faixa etaria.

Os 104 doentes com LVA foram tratados com N-metilglucamina, principal droga
para o tratamento da parasitose, anfotericina B ou ambos os medicamentos (MS, 2003). A
maioria, 93 (89,4%), tratada com N-metilglucamina e 3 (2,8%) receberam apenas anfotericina
B. Em oito (7,7%) pacientes usou-se inicialmente N-metilglucamina; destes, 4 (3,8%) por
intolerancia as doses iniciais do antimonial e 4 (3,8%) por ndo responder ao tratamento com
antimonial, também fizeram uso de anfotericina B.

Quatro pacientes faleceram, um deles na primeira semana do tratamento em
decorréncia da propria doenga, o segundo no vigésimo dia, em conseqiiéncia de pneumonia; €
os dois outros por falta de resposta ao antimonial pentavalente e a anfotericina B.

O diagnostico de LVA foi afastado em 58 pacientes. Destes, 33 (56,9%) eram do
sexo masculino e 25 (43,1%) do sexo feminino. As idades variaram de 07 meses a 43 anos,
com média igual a 13,1 = 11,4 ¢ mediana de 10 anos de idade (minimo de quatro meses e
maximo de 43 anos). Houve predominancia de pacientes procedentes da zona urbana, 35

(60,3%), e da regido litoranea, 33 (57,9 %) dos pacientes.
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Em 41 (70,68) desses pacientes o sangue aspirado da medula foi submetido a PCR,

sendo negativa em 17(41,5%) e positiva em 24 (58,5%).

4.2 Resultado da PCR de pacientes admitidos com a hipotese de diagndstico de LVA

4.2.1 Teste aplicado no sangue aspirado da medula dssea

Amostras de sangue medular de 88 individuos, sendo 47 com LVA e 41 sem a
doenca, foram submetidas a PCR. O exame foi positivo em pacientes com e sem a doenga
(Figuras 1 e 2). A concordancia entre a visualizagdo de amastigotas a microscopia Optica e a

PCR foi considerada sofrivel (Kappa 0,21 —0,40) (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultado da PCR em sangue aspirado da medula dssea de pacientes com e sem

parasitos a microscopia Optica

Microscopia
PCR Parasito Total
positivo negativo
Positivo 46 (100%) 25 (59,5%) 71
Negativo 0 17 (40,5%) 17

Total 46 42 88 Kappa=0,41
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Figura 1. Visualizagdo em gel de agarose de produtos amplificados pela PCR

do kDNA da Leishmania.

Pogo 1 — marcador de tamanho molecular 100 pares de bases. Pogo 2 — controle positivo (DNA de Leishmania spp.)
Pogo 3 — controle negativo (agua destilada); poco 4,5,6,7,13,15,16,20 sangue periférico antes do tratamento, PCR positiva;

Pogo 8,9, 10, 11, 12, 14, 17, 18, 19 - sangue periférico apds o tratamento, PCR positiva.

O [T TSI Z SR LRI GE] G R A B G 20

Figura 2 — Visualizagao em gel de agarose de produtos amplificados pela PCR do kDNA da

Leishmania.

Pocgo 1- marcador de tamanho molecular de 100 pares de bases; Poco 2 — controle positivo (DNA de Leishmania spp); Pogo
3 — controle negativo (agua destilada); Pogo 4,6,15, — sangue medular, PCR positiva; pogo 5 — sangue medular, PCR
negativa; pogo 7,10,11,18,19,20 — sangue periférico apds tratamento, PCR positiva; pogo 8 — sangue periférico antes do

tratamento, PCR positiva. Pogo 9,12, 13,14,16,17 — sangue periférico, PCR negativa.
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4.2.2 Teste aplicado no sangue periférico

O sangue periférico de 107 pacientes com e sem parasitos a microscopia Optica foi
submetido a PCR, sendo positivo em 54 (98,2%) dos pacientes com parasitos a microscopia
optica, e em 32 (61,5%) dos pacientes em que ndo se observaram parasitos a microscopia
optica. Importante ressaltar que, entre os pacientes com aspirado medular negativo ao exame
microscopico, cinco eram doentes de LVA e foram positivos quando submetidos a PCR. A
concordancia entre a visualizagdo ou ndo do parasito no aspirado medular e o teste ser

positivo foi considerada sofrivel (Tabela 5).

Tabela 5 — Resultado da PCR em sangue periférico de pacientes com e sem parasitos a

microscopia optica

Microscopia
PCR Parasito
positivo negativo Total
Positivo 54 (98,2%)" 32 (61,5%) 86
Negativo 1 (1,8%) 20 (38,5%)" 21
Total 55 52 107 Kappa=0,37

“1C 95% 89,0 — 99,9
®1C 95% 25,6 — 52,9

4.2.3 Pacientes com e sem LVA

4.2.3.1 Validade da PCR testada no sangue aspirado da medula o0ssea

Individuos doentes de LVA e ndo doentes tiveram o aspirado medular submetido a
PCR. Verificou-se que em todos os pacientes com LVA o exame foi positivo, assim como em

24 (58,5%) dos que ndo tinham a doenca, levando a uma baixa especificidade, como

observado na Tabela 6.
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Tabela 6 — Resultado da PCR em aspirados medulares de pacientes com e sem LVA antes do

inicio do tratamento

Leishmaniose visceral americana

PCR Doentes Nao doentes IC 95%
Positivo 47(100%)* 24 (58,5%) 90,5 - 100,0*
Negativo 17 (41,5%)" 26,7 57,8
Total 47 (100%) 41 (100 %)

4.2.3.2 Validade da PCR no sangue periférico

O sangue periférico de 61 doentes, antes que o tratamento para LVA fosse iniciado,
e de 49 ndo doentes foi submetido a PCR. Obteve-se resultado positivo em 59 (96,7%) dos

doentes e em 29 (59,2%) dos ndo doentes (Tabela 7).

Tabela 7 — Resultado da PCR em sangue periférico de pacientes com e sem LVA antes do

inicio do tratamento.

Leishmaniose visceral americana

PCR sangue periférico Doente Nao doente IC 95%
Positivo 59 (96,7%)° 29 (59,2%) 87,64 —99,43"
Negativo 02 (3,3%) 20 (40,8%)" 27,31 =55,74°
Total 61 49

4.2.3.3 Concordancia da PCR em sangue periférico e medular

Comparando-se os resultados da PCR obtidos no sangue aspirado da medula 6ssea
com a PCR do sangue periférico, antes do inicio do tratamento, obteve-se a concordancia de

0,88, que ¢ classificada como 6tima (Kappa = 0,88 — 0,99) (Tabela 8).
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Tabela 8 — Comparacao entre os resultados da PCR em sangue aspirado da medula 6ssea e

sangue periférico de pacientes com e sem LVA

PCR sangue periférico PCR sangue medular
Positivo Negativo
Positivo 66 (97,1%) 01 (6,7%)
Negativo 02 (2,9%) 14 (93,3%)
Total 68 15 Kappa=0,88

O figado e o bago dos pacientes com LVA foram medidos na admissdo e ao término
do tratamento. Houve reducdo do tamanho médio das visceras. Esta redugdo de tamanho, ao

ser submetida ao teste T pareado, mostrou-se estatisticamente significante.

4.3 Avaliacido em um grupo de pacientes com LVA através da técnica da PCR e pela

reducao das visceras, durante a evolucao da doenca

Dos pacientes diagnosticados com LVA admitidos no estudo, 30 tiveram o sangue
periférico testado pela PCR antes do inicio do tratamento e ao seu término. Desses, 20
(66,7%) eram do sexo masculino e 10 (33,3%) do sexo feminino, com sete meses a 59 anos de
idade (mediana de sete anos e a média igual a 14,29 + 16,23 anos). Observou-se que somente
3 (10%) tornaram-se negativos ao fim do tratamento (Tabela 9).

Todos esses pacientes foram tratados com N-metilglucamina, exceto um que
apresentou intolerancia as primeiras doses do antimonial, sendo o tratamento substituido por

anfotericina B.
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Tabela 9 — Resultado da PCR em sangue periférico de pacientes antes € apos o tratamento

para LVA
PCR
Antes do tratamento Término do tratamento
Positivo 30 27 (90%)
Negativo 0 3 (10%)
Total 30 30

O figado e o bago desses pacientes foram medidos na admissdo e ao término do
tratamento, havendo redu¢do do tamanho médio das visceras. A diferenca nas dimensoes do

figado e do bago entre a admissdo e o término do tratamento foi estatisticamente significante

(Tabela 10).

Tabela 10 — Média do tamanho do figado e do bago na admissdo e ao término do tratamento e

média de reducao, em 30 pacientes que tiveram o sangue periférico testado pela

PCR
Tamanho do 6rgao (Média = DP cm)
Figado Baco
Medida na admissao 491+2,83 9,41 + 4,49
Medida ao término tratamento 3,27 +1,95 3,65+ 3,37
Reducao do 6rgao 1,63 +1,99 5,76 £ 3,23
Intervalo de confianga 95% 0,87 -2,39 4,55-6,97
Valor de p 0,000 0,000

DP — desvio padrao

Os demais pacientes com LVA, além de terem o figado ¢ o bago medidos na
admissao e ao término do tratamento, foram também avaliados com um més e trés meses apos
o tratamento. Verificou-se redu¢ao do tamanho médio tanto do figado como do baco, sendo a

diferenca estatisticamente significante (Tabela 11).
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Tabela 11 — Média de redugao do tamanho do figado e do bago na admissao (Ad), comparada

com o término do tratamento (TT).

Tamanho do 6rgao (Média = DP cm)

Figado (Ad x TT) Baco (Ad x TT)
Numero de pacientes 78 79
Medida na admissao 5,23 +£2,68 9,22 +£3,94
Medida no término tratamento 3,01+ 2,05 3,63+3,0
Reducgdo do o6rgao 2,21+ 2,19 5,58 + 3,14
Intervalo de confianga 95% 1,71- 2,70 4,87 -6,28
Valor de p 0,000 0,000

DP — desvio padrao

4.4 Comparacio entre os pacientes sem LVA e com PCR positiva (falso positivos) e
PCR negativa

Os pacientes sem LVA, mas com a PCR no sangue medular positiva (falso positiva),
eram do sexo masculino 11(45,8%) e 13 (54,2%) do feminino. As idades variaram entre um e
40 anos, com a mediana de 10 anos e a média de 12,7 + 10,5 anos. Todos os pacientes, exceto
dois, procediam de regido endémica para LVA. A média dos tamanhos dos figados foi igual a
4,3 + 2,2 cm, com uma variacao de 0,0 a 8,5 cm e a média do tamanho do bago foi igual a 4,7
+ 5,1 cm, variando de 0,0 a 13 cm.

Eram portadores das seguintes doencgas: esquistossomose hepatoesplénica em sete
pacientes, anemia em trés, febre tifoide em dois, tuberculose pulmonar em dois e um paciente
para as seguintes enfermidades: mononucleose infecciosa, enterobacteriose septicémica
prolongada, linfoma, esferocitose, leucemia. Sem diagnostico, cinco pacientes.

Os pacientes sem LVA, e com a PCR no sangue medular negativa, eram do sexo
masculino 13 (76,5%) e 04 (23,5%) do feminino. As idades variaram entre oito meses a 43
anos, com a mediana de 17 anos e a média de 17,2 + 14,7 anos. Todos os pacientes procediam

de regido endémica para LVA. A média dos tamanhos dos figados foi igual a 3,9 + 3,2 cm,
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com uma variagao de 0,0 a 12 cm e a média do tamanho do bago foi igual a 4,0 = 3,9 cm,
variando de 0,0 a 10 cm.

Esses pacientes eram portadores das seguintes doencas: esquistossomose
hepatoesplénica dois pacientes, anemia em dois, febre tiféide em dois, e um paciente para as
seguintes enfermidades: cardiopatia congénita, sepse, AIDS, tuberculose pulmonar,
pneumonia, doenca de Hodgkin. Cinco pacientes sairam sem diagndstico.

Compararam-se os pacientes sem LVA, mas com a PCR positiva, com os sem LVA
e a PCR negativa. Observou-se que ndo havia diferenga estatisticamente significativa com
relagdo a idade (ANOVA p=0,26), ao sexo (x> p=0,04) e aos tamanhos médios tanto do figado

quanto do bago (ANOVA prigado =0,60 € ppago =0,63).

4.5 Comparacao entre pacientes com LVA que tiveram o sangue testado pela PCR com

aqueles que nio tiveram

Comparou-se a idade, o sexo, o tamanho do figado e do bago de pacientes com
LVA que tiveram o sangue testado pela PCR com pacientes também com LVA, mas que nao
tiveram o sangue testado pela PCR, como uma forma de avaliar um possivel viés de selegao.
Essas comparagdes, quando submetidas a andlise de variancia (ANOVA), ndo mostraram
diferengas estatisticamente significantes ( pigade = 0,10, Prigado = 0,54, Praco = 0,14) € 0 sexo
avaliado por teste ndo paramétrico (x* p =0,26) também nao revelou significancia estatistica.
Portanto, o resultado das andlises feitas entre os pacientes com LVA que tiveram o sangue
testado pela PCR e os que ndo tiveram foram comparaveis em relagdo as variaveis avaliadas,

0 que sugere que a sua inclusdo nao alteraria de forma importante os resultados.
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Os pacientes suspeitos de ter LVA admitidos neste estudo eram individuos jovens,
com 63% deles menores de 15 anos, e apds a confirmacdo do diagndstico de leishmaniose
visceral o percentual de jovens foi mantido. Tais resultados foram comparaveis aos achados
por Alves et al. (2005), quando relataram os casos ocorridos no Brasil, entre os anos de 2000
a 2004. Conforme observagdes de Deane (1958), o calazar neotropical, como ¢ conhecida a
leishmaniose visceral americana, situa-se em uma posi¢do intermedidria entre os tipos
“indiano,” que acomete 62% dos individuos entre cinco a 19 anos, € o tipo “mediterraneo,”
em que os menores de cinco anos perfazem 93% dos casos.

Com relagdo ao sexo, a maior quantidade de casos ocorreu no sexo masculino.
Alencar (1956) atribuiu esse fato a maior area corporal masculina usualmente descoberta, e
conseqiientemente, mais exposta a picada dos vetores. E pouco provavel que somente esse
fato explique a diferenca, uma vez que a picada dos insetos vetores deva ser aleatoria,
independente do sexo e faixa etaria. Bradley (1982) sugere a investigacdo da modulagdo
genética ligada ao sexo, na susceptibilidade a leishmaniose visceral.

Entre os pacientes com LVA houve maior numero de individuos da zona rural
(79,8%), achados concordantes com resultados anteriores da mesma regido (PEDROSA &
ROCHA, 2004). As cidades que mais notificaram casos foram Traipu, Sao José da Tapera e
Santana do Ipanema, com indice de desenvolvimento humano (IDH)/renda, classificado como
médio baixo para as duas primeiras, enquanto a ultima foi classificada como médio. A
associagdo entre nivel econdmico baixo e a doenga aparecem nos relatos de Deane (1956),
Arias et al. (1996).

As manifestagdes clinicas da LVA diferem muito pouco da leishmaniose visceral
observada em outros continentes (SILVA et al., 2001). O diagnostico da LVA necessita ser
feito o mais breve possivel; e os pacientes ndo tratados invariavelmente evoluem para o dbito

(SEAMAN et al., 1996; FICHOUX et al., 1999; LACHAUD et al., 2000; DISCH et al, 2003).
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A manifestacao clinica inicial ¢ a febre. Essa ¢ o maior indicio para que uma pessoa
determine que outra esteja doente (STERN, 1977). Quase sempre ¢ alta, continua, com
duragdo aproximada de duas semanas, por vezes lembrando a febre tifoide (RODRIGUES DA
SILVA, 1957). Observa-se palidez progressiva da pele e das mucosas, emagrecimento e
aumento do volume abdominal em decorréncia do crescimento do bago e quase sempre do
figado. Em geral, o bago ¢ maior que o figado, porém, com o tratamento, a regressdo do
tamanho do bago ocorre mais precoce e rapidamente que a do figado (PEDROSA & ROCHA,
2004). Sao também freqiientes as alteracdes dos faneros: cabelos secos, sem brilho, caindo
facilmente, contrastando com os cilios, longos e sedosos (PRATA, 1957; PEDROSA, 1998).
Alguns pacientes apresentam sangramentos, ictericia e dor abdominal, vomitos e diarréia;
estas manifestacdes sdo observadas em pacientes com evolu¢do mais severa.

O exame microscopico direto e ou a cultura do aspirado esplénico ¢ o teste de
referéncia para comprovar o diagndstico da doenga; entretanto, ndo ¢ recomendavel nos
servicos em area endémica. O aspirado de linfonodo e medula 6ssea, apesar de menos
sensivel que o aspirado esplénico ¢ o teste de referéncia nos servicos de satide, em area
endémica (BOELAERT et al., 2004). Mesmo sendo um procedimento de baixo risco para o
paciente, mas por necessitar de pessoal técnico treinado, por ser invasivo e com sensibilidade
variavel, procura-se um teste que seja sensivel, especifico, rapido e simples.

Com o desenvolvimento da PCR no final dos anos 80 por Mullis (1990), muitos
pesquisadores comecaram a aperfeicod-la e testd-la em diferentes agentes infecciosos.
Trabalhos foram publicados em pacientes com LV, obtendo-se sensibilidade e especificidade
elevadas (SALOTRA et al., 2001; LAMBSON et al., 1999; DISCH & RABELLO, 2001).

A partir dessas publicacdes resolveu-se avaliar pela PCR pacientes suspeitos de ter
LVA, utilizando o sangue aspirado da medula éssea e o sangue periférico, comparando-a

com a microscopia optica. A maioria das publicagdes relata a utilizagdo da técnica da PCR em
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individuos com leishmaniose visceral e em sadios, procedentes de regido diferente dos casos.
Os resultados obtidos nesses trabalhos responderam de forma satisfatoria ao estudo tipo II,
segundo Sackett & Haynes (2002). Entretanto, o objetivo deste estudo foi avaliar pela PCR
todos os pacientes suspeitos de ter LVA, conseqlientemente, esta forma de avaliacdo ajusta-
se ao tipo III de Sackett & Haynes (2002).

Dos 162 individuos admitidos no estudo obteve-se sangue medular de 157; destes,
88 amostras de sangue medular foram processadas pela PCR, sendo positivas em 71
individuos e negativas em 17. Em 46 dos 71 individuos com a PCR positiva, a pesquisa do
parasito pela microscopia Optica foi também positiva, enquanto em 25 a pesquisa do parasito
foi negativa. Em 17 pacientes o resultado dos dois testes foi negativo.

Os resultados obtidos nos pacientes que foram positivos pelos dois métodos de
diagnoéstico sdo concordantes com os de Osman et al. (1997) e Salotra et al. (2001), que
também observaram elevada sensibilidade da PCR no sangue medular, e concluiram que a
PCR ¢ tdo boa quanto a pesquisa de parasitos em linfonodos ou medula dssea, nos casos
confirmados de leishmaniose visceral.

Dos 25 individuos suspeitos de LVA, para os quais somente a PCR foi positiva, 24
tiveram esta hipotese de diagndstico afastado. Em um paciente firmamos o diagnostico de
LVA mesmo com o exame parasitologico negativo, por apresentar dados epidemiologicos,
clinica, hemograma com pancitopenia, além da resposta satisfatoria ao tratamento.

Ha na literatura relatos da existéncia de individuos assintomaticos em regido
endémica. No Nordeste da Italia, Pampiglione et al. (1974) analisaram o soro de individuos, e
3,7% destes apresentaram anticorpos contra Leishmania pelo teste da fixagdo do
complemento. Seis individuos assintomaticos foram submetidos a bidpsia hepatica, somente
em um deles foram encontradas amastigotas no tecido hepatico. No Brasil, Evans et al.

(1992), avaliando criancas menores de 11 anos, encontraram em 4,6% delas anticorpos contra
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Leishmania (pelo teste de ELISA). Posteriormente, ainda no Brasil, Caldas et al. (2001)
encontraram em 34,4% de criangas (entre zero a cinco anos) anticorpos contra Leishmania
pelo teste de ELISA. Mais recentemente Adini et al. (2003) pesquisaram anticorpos contra
Leishmania em soro de individuos assintomaticos residentes no norte de Israel, por meio do
teste ELISA e identificaram 2,9 % de individuos positivos.

Esses estudos sugerem que essa protozoose comporta-se de forma comparavel a
tuberculose e a hanseniase, nas quais o numero de infectados ¢ muito maior que aqueles com
a forma classica da doenga.

Em seguida investigou-se a validade da PCR no sangue periférico de 107 individuos
suspeitos de ter LVA, sendo positiva em 86 (80,4 %) e negativa em 21(19,6%) dos
individuos. Entre os pacientes positivos pela PCR, 54 (98,2%) também eram positivos pela
microscopia Optica em sangue aspirado da medula. Os resultados encontrados usando sangue
periférico mostrou positividade menor do que quando foram avaliados sangue medular;
porém, positividade mais elevada do que a relatada por Nuzum et al. (1995), que observaram
90% de sensibilidade; enquanto Disch et al. (2003), estudando pacientes brasileiros,
encontraram um percentual de sensibilidade de 91%.

Os resultados encontrados quando foi usado sangue periférico sugerem que este
podera substituir o sangue medular, considerando a aceitagdo e a facilidade na sua obtengao.

Em um paciente, mesmo tendo sido visualizado parasito no aspirado medular pela
microscopia optica, a PCR nao detectou DNA no sangue periférico.

Algumas razoes devem ser lembradas para explicar esse falso-negativo pela PCR,
como: perda do material no momento do exame, duracdo e condi¢cdes de estocagem da
amostra, presenca de alguma substancia no sangue de alguns pacientes inibindo a reagao, ou

ainda periodicidade dos parasitos circulantes.
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Entre os 32 individuos que foram positivos pela PCR e ndo se visualizaram parasitos
pela microscopia optica, quatro receberam o diagndstico de LVA.

Autores como Osman et al. (1997) lembram a elevada sensibilidade da PCR, e sua
conseqiiente importancia, naqueles pacientes com baixa parasitemia, cujo diagnostico
parasitolégico ¢ sempre dificil, e que nestes casos a PCR seria um método auxiliar,
complementando a limitacdo do exame parasitologico.

Fichoux et al. (1999), examinando sangue de individuos residentes em regiao
endémica para LV, encontraram, em doadores de sangue, 76 com sorologia positiva para LV;
em nove destes, a PCR também foi positiva, enquanto Sharma et al. (2000) encontraram
amastigotas em 1,3% dos individuos, quando examinaram amostras de sangue de pessoas
assintomaticas, em uma regido endémica da India.

Como conseqiiéncia de todas essas informagdes, conclui-se que a infec¢do sem
doenga ¢ comum nas regides endémicas, positivando testes muito sensiveis, como a PCR.

Considerando a Tabela 6, observam-se 17 individuos também suspeitos de ter a
doenca que foram negativos pelos dois testes, receberam outros diagndsticos, mesmo sendo
procedentes de regido endémica. Acredita-se que estes individuos reajam de forma diferente a
presenca do parasito. Estudiosos afirmam que a interacdo entre o parasito e seu hospedeiro
depende de complexa interacdo de fatores de viruléncia do parasito, e da reacdo imune do
hospedeiro, que sdo geneticamente determinados (PEARSON et al., 1983).

Os doentes de LV ndo apresentam reagdo de hipersensibilidade do tipo tardio aos
antigenos do parasito, havendo auséncia de proliferagdo linfocitaria e inadequada produgdo ou
liberacdo de interferon gama e interleucina-2 que sdo citocinas associadas a resposta imune
(ZWINGENBERGER et al., 1990). Quando nos estagios iniciais da infec¢do, o hospedeiro ¢
capaz de produzir interferon gama, a infec¢do ¢ controlada (CARVALHO et al., 1994).

Conforme Pearson & Sousa (1989), a imunidade mediada por células ¢ a responsavel pela
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resolugdo espontinea da infecg¢do e prevengdo de re-infecgdes. E possivel que esses 17
individuos livres de infec¢do, expostos ao risco de adquiri-la, sejam competentes do ponto de
vista imunolégico, ndo permitindo o desenvolvimento da doenga.

Conhecendo-se a variavel sensibilidade do exame parasitologico (padrdo ouro) no
sangue medular, conseqiientemente a existéncia de falso-negativo por este método, os
individuos foram separados em doentes e ndo doentes de LVA. Verificou-se que a
sensibilidade permaneceu elevada tanto no sangue medular como periférico, no entanto a
especificidade continuou baixa. Esses resultados divergiram de autores como Lachaud et al.,
(2000) e Disch et al., (2003) que encontraram 100% de especificidade. Para Piarroux et al.,
(1994) a especificidade de 100% em seu experimento significou a ndo rea¢do cruzada com
outros cinetoplastideos ou outros protozodarios por eles examinados.

Ha nos relatos desses autores a informacgdo de que o teste foi aplicado em pacientes
com LV e em sadios procedentes de regido diferente dos casos. As publicagdes acima
referidas responderam de forma satisfatoria a pergunta da fase II, segundo Sackett & Haynes
(2002).

No atual estudo os achados referentes aos individuos sem LVA, porém residentes
em area endémica e a PCR positiva, estdo de acordo com os resultados de Fichoux et al.
(1999); Sharma et al. (2000) e o Lambson et al. (2000). Estes ultimos sugerem o uso do teste
para a identifica¢ao de portadores assintomaticos do parasito, em area endémica.

Acreditando na possibilidade da PCR ser usada como marcador de cura
parasitoldgica, 30 pacientes tiveram o sangue periférico processado pela PCR, antes e apds o
tratamento. Eles apresentaram boa evolugdo, com redugdo das visceras, especialmente do
bago, mas somente 3 tornaram-se negativos pela PCR.

Esses dados diferiram dos de Disch et al. (2004), que observaram negativagdo da

PCR durante ou até sete dias apos o seu término; como também dos achados de Cascio et al.
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(2002), nos quais a PCR se tornou negativa no sexto dia apds o inicio do tratamento. Os
resultados aqui encontrados sdo concordantes com os achados de Schaefer et al. (1995), que
acreditam que o tratamento reduz o numero de parasitos, mas ndo os elimina; como também
as observagdes feitas por Pizzuto et al. (2001) em um seguimento de pacientes onde a
negativacao da PCR aconteceu em seis a 21 semanas.

Considerando a persisténcia da positividade da PCR nos pacientes nesse estudo,
lembra-se o curto periodo de seguimento, como também que o antimonial foi a medicagdo
predominante, e que, na experiéncia de Cascio et al. (2002), esta medicag¢do retardou a
negativacao da PCR.

Esse estudo avaliou pacientes suspeitos de ter LVA, pela PCR. A positividade
encontrada foi elevada, tanto no sangue medular como periférico; entretanto o teste também,
foi positivo em pacientes sem a doenca, mas procedentes de regido endémica (falso
positivos).

Testes cutaneos, como a reacdo de Montenegro, pesquisa de anticorpos no soro de
pessoas, revelam que o contato com o agente infeccioso estimulou a imunidade tanto a
mediada por células, como por anticorpos; mas ndo informam se o parasito estd presente nos
tecidos do individuo. Mas, quando avaliados pela PCR e esta ¢ positiva, isso significa que
eles carregam o proprio parasito. Isso remete & leishmaniose visceral encontrada na india, no
Sudao onde o reservatorio da doenga € o proprio paciente e fonte de infecgcdo para os vetores.
Seria a leishmaniose visceral americana humana fonte de infec¢do para o Lutzomyia
longipalpis?

Trabalhando em regido endémica, Deane (1956) observou que os flebotomineos
alimentados em pacientes com leishmaniose visceral adquiriram a infec¢do e que esta ndo foi

diferente nos flebotomineos que se infectaram em caes.
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O objetivo deste trabalho era avaliar todos os pacientes admitidos no estudo, pela
PCR; porém somente uma parte teve o sangue testado. Em conseqiiéncia disto, poderia existir
viés de selegdo. Resolveu-se comparar os pacientes sem LVA e com a PCR positiva com os
que tiveram a PCR negativa, como também os pacientes com LVA que tiveram o sangue
testado pela PCR com, os que ndo tiveram. Os resultados destas analises ndo mostraram
diferencas com significancia estatistica. Portanto, a ndo inclusdo destes certamente nao
alteraria os resultados.

Pelos resultados obtidos nesse estudo conclui-se que a PCR nao deve ser valorizada
isoladamente no diagnéstico da doenca. E possivel que a PCR se torne um teste diagnostico
auxiliar para o clinico, nos individuos com forte suspeita da doenca e ndo diagnosticados pelo
aspirado medular, com a vantagem de poder ser feita no sangue periférico, podendo ser usada
para acompanhar a evolucdo nos infectados, avaliar os animais reservatdrios e os vetores
envolvidos na cadeia epidemiologica da LVA. Cada teste podera ser usado em um
determinado momento e para uma finalidade especifica.

Considerando a validagao da PCR no diagndstico da leishmaniose visceral, este
estudo responde a pergunta formulada na fase III, segundo Sackett & Haynes (2002).
Conforme os resultados encontrados, a PCR apresenta limites na confirmacao do diagnostico
da LV, por ser positiva (falso-positiva) em ndo doentes, porém residentes em regido
endémica, e por continuar positiva em muitos individuos ao término do tratamento,

possivelmente ndo serd um bom marcador para a cura do doente.
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A doenca predominou em pacientes menores de 15 anos, procedentes da zona
rural e da regido do sertdo alagoano.

A PCR foi positiva em todos os pacientes que tiveram o diagnéstico de LVA
confirmado pela identificagdo do parasito no aspirado medular.

A PCR foi positiva no sangue periférico de 97,1%, dos pacientes que tiveram o
diagnostico de LVA confirmado, pela identificagdo do parasito no aspirado
medular.

Houve concordancia entre a positividade da PCR no sangue aspirado da medula
Ossea e periférico, quando comparada a visualizagdo do parasito no aspirado
medular pela microscopia Optica.

Ao término do tratamento houve melhora clinica avaliada pela redugao
estatisticamente significante tanto do figado como do bago, embora a PCR
permanecesse positiva em 90% dos casos.

Ao término do tratamento dos demais pacientes com LVA, observou-se redugao
estatisticamente significante, tanto do figado como do baco.

A PCR mostrou-se positiva tanto em pacientes com LVA, como em pacientes

sem LVA, em sua maioria procedentes de regido endémica.
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ANEXO 1

Reagentes utilizados na técnica de extracio e amplificacio do DNA
do protozoario Leishmania

Extragdo do DNA gendémico

© Solugdes e materiais
Kit GFX — conjunto de purificagio de DNA gendmico (Amersham Biosciences"), contendo

0 RBC solugio de lise (KHCO® 10mM, NH,Cl 155mM, EDTA 0,1mM)

Solucao de extracao (solugdo tamponada contendo detergente)
Solugdo de lavagem ( Tris-HCI pH 7,7 — 10mM, &cido etileno diaminotetracético, etanol a 100%)
GFX — 100 colunas, com matriz de fibra de vidro.
Tubos conicos de 1 mL tipo Eppendorf
Agitador de tubo (vortex)
Etanol a 100% q.s.p. (adicionado a solugéo de lise conforme protocolo do fabricante)

ST

Quadro I - Reagentes utilizados para a amplificagdo da PCR

Componentes Concentragao final Volume final
Agua Milli-Q kR 26,5 uL
Tampdo PCR 10X* 1X 5,0 uL
MgCL, * 3mM 3,0 uL
dNTPs® 1,25 uM cada 0,2 mM cada 8,0 uL
Primer E © 0,3 uM 1,5 uL
Primer F € 0,3 uM 1,5 ulL
Taq DNA Polimerase & 25U 0,5 uL
DNA molde L 4,0 uL

* Cenbiot, RS
QInvitrogen, USA
* Ludwigbiotec

Solugdes e materiais para a visualizagdo do DNA da Leishmania
Cuba de eletroforese horizontal (HU10, marca Scie-plas), pentes modelo C1,5-20mc com 20
pocos, 1,5 mm.
Agarose polimerizada a 0,9 %

Corante de brometo de etidio 2 uL (10 mg/mL)
TBE 1X — Tris base 10,8¢g

Acido bérico 5,5¢g

Acido etileno diamidinotetracético a 0,5M 4,0 mL

Agua destilada 1000 mL

Tampdo de corrida 2 X — BlueJuice €
Marcador de peso molecular 100 pares de bases™

Termociclador, marca Thermohybaid, modelo PCR Express Thermal Cycler/USA
Sistema de fotodocument¢iao, modelo DP-001.FDC versao 10

Softwer de analise:Photocapt, versao 10.01, registrado por Vilber Lourmat/Franga
Transiluminador de luz ultravioleta, modelo TFX-35.WL Table, registrado por Vilbert
Lourmat/Franga
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APENDICE 1

Aprovacao do comité de ética

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Macei¢-AL, 30 /0% /04

Senhor(a) Pesquisador(a) :

O Comité de Etica na Pesquisa (CEP), reunido em 39/ 0fV 0.4

¢ com base no parecer emiti
] s emitido pelo(a) relator(a) do processo ntgﬂ#.m
sob o timlo LEISHHAN (0SE VISCERAM. AMeR|CANA ; DMk

NOSTICO ¢ SEEVMENTD de PAci enTes ATRMES ., .
de sua autoria, vem por este instrumento comunicar sua aprovaglio, com base
ne item VIIL13,b, da Resoluglo n® 196/96.

Outrossim, recomendamos a observincia do que consta na folha de
Tosio com respeilo ao cumprimento dos prazos para entrega de relatdrios, bem
como o atendimento da referida Resolugdio, sobretudo no que se refere aos ftens
lIL IV ¢ V, (protegdo ao sujeito) e das demais Resolugdes da CONEP/CNS,
quando for o case(*).

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais este Comité coloca-
s¢ & disposiglo dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus
dilemas éticos ¢ exigéncias contidas nas Resolugdes supra referidas,

Fomnos
u-ﬂ'll'l’-"n
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APENDICE 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu CI CPF

atendido no Hospital Escola Dr. Hélvio Auto, estou ciente da minha

participagdo, como voluntario de pesquisa intitulada Leishmaniose visceral americana: diagnostico e
seguimento de pacientes através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Essa reagdo sera feita em
uma amostra de sangue retirada da prega cubital e do aspirado medular, ¢ que esses procedimentos,
feitos rotineiramente em pacientes com leishmaniose visceral, ndo trardo prejuizo para minha saude,
sabendo que serei acompanhado (a) durante a internacdo e seguimento ambulatorial, pela
coordenadora do Projeto.

Admito ter sido esclarecido sobre as perguntas que sdo feitas e que todas as minhas davidas
foram esclarecidas pelo médico responsavel por esta pesquisa. Fui informado também que quando da
apresentacdo dos resultados ndo serdo vinculados dados que possam identificar-me como participante
da pesquisa.

Sei que tenho a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento ¢ deixar de
participar do estudo sem que isso traga qualquer prejuizo para o meu atendimento nesse servico. E por

entender que nada tenho contra essa pesquisa, concordo em assinar esse termo de consentimento.

Assinatura do responsavel legal

Maceio, / /

Polegar direito

Testemunha

Célia Maria Silva Pedrosa

Responsavel Projeto Pesquisa

Projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica na Pesquisa (CEP) da Universidade

Federal de Alagoas, em 30 de agosto de 2001.
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APENDICE 3

Ficha de coleta de dados

Leishmaniose visceral americana:diagndstico e seguimento de pacientes através da reagdo em

cadeia da polimerase (PCR)

1) IDENTIFICACAO
RG  O0oooo No paciente 000
Data internacao / / Dataalta  / /  |Data obito / /
Nome do paciente Sexo O

1. masculino

2. feminino
Qual a (idade do seu filho) sua idade ? [I] anos [ Qual a data (nascimento seu filho)
meses do seu nascimento? / /
Endereco: Regides fisiograficas O

1. litoral 2.mata 3.agreste

4.sertdo
(Preenchido pelo coordenador)

Cidade Estado
2) ANAMNESE
2.1 Hé quantos dias esta doente? 000
2.2 Teve febre ? (1) sim (2) ndo (3) ndo sabe O
2.3 Desde que essa doenga comecou hé quantos dias tem febre? 000
2.4 Esta descorado? (1) sim (2) ndo (3) ndo sabe O
2.3 Desde que essa doenga comegou ha quantos dias estd descorado? 000
2.4 Sua barriga aumentou de volume ? (1) sim (2)ndo (3)ndo sabe O
2.5 Ha quantos dias notou que a barriga cresceu ? 000
2.6 Desde que essa doenga comegou suas pernas incharam? (1) sim (2) nao O
2.7 Hé quantos dias suas pernas incharam ? 000
2.8 Desde que essa doenga comecou sangrou pelo nariz ? (1) sim (2) ndo O
2.9 Quantas vezes sangrou ? (1) uma (2) duas (3) trés/mais vezes O
2.10 Desde que essa doenga comegou sangrou pela gengiva ? (1) sim (2) ndo O
2.11 Quantas vezes sangrou ? (1) uma (2) duas (3) trés/mais vezes O
2.12 Desde que essa doenca comegou teve diarréia ? (1) sim (2) ndo O
2.13 Quer dizer mais alguma coisa ? (1) sim (2) ndo O
O que ?
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3) ANTECEDENTES PESSOAIS

3.1 Nos ultimos seis meses teve alguma doenga ? (1) sim (2) ndo (3) ndo lembra O
3.2 Febre e coriza, como uma gripe ? (1) sim (2) nao (3) ndo sabe O
3.3 Pneumonia ? (1) sim (2) ndo (3) ndo sabe O
3.4 Febre e diarréia ? (1) sim (2) ndo (3) nao sabe O
3.5 Procurou atendimento médico depois que essa doenca comegou? (1) sim (2) nao O
3.6 Quantas vezes? (1) uma (2) duas ( 3 ) trés ou mais O
3.7 O médico que o atendeu disse qual era a sua doenca? (1) sim (2) ndo O
3.8 Depois que essa doenga comegou esteve interno em algum hospital (1) sim (2) O
nao
3.9 Quantas vezes ? (1) uma (2) duas (3) trés/mais O
3.10 Usou algum remédio desde que essa doenca comegou? (1) sim (2) ndo O
3.11 1) dipirona 4) mebendazol 7) gentamicina O
2) eritromicina 5) amoxicilina 8) outro 0
3) penicilina benzatina 6) sulfato ferroso Qual? 0

]

U]

U

0

(]
3.12 Depois que essa doenga comegou recebeu sangue ? (1) sim (2) ndo 0
3.13 Quantas vezes ? 1) uma (2) duas (3) trés/mais 0
4) EPIDEMIOLOGIA
4.1 Ha caso igual ao seu em sua familia? (1) sim (2) ndo (3) ndo sabe O
4.2 Ha caso igual ao seu em seus vizinhos? O
4.3 Cria cachorro? 0
4.4 Existe cachorro proximo a sua casa? 0
4.5 O cachorro esta emagrecido? O
4.6 O cachorro esta pelado? O
4.7 O cachorro esta com o focinho ferido? 0
4.8 O cachorro estd com as orelhas peladas? 0
4.9 O cachorro esta com as orelhas feridas? O
4.10 O cachorro estad com as unhas longas? O
4.11 Ha mosquitos pequenos que invadem a casa a noitinha ? O
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5) EXAME FiSICO

Temperatura Peso Altura

,  °C , Kg , Cm

PA mm Hg |FC bpm FR irpm
Pele Palida 0 (1) Sim (2) Nao

Pele Ictérica 0

Petéquias 0

Sufusdes 0

Edema Palpebral 0

Linfonodos cervicais (1 Tamanho cm

Submandibulares 0

Axilares 0

Inguinais 0

Pulmdes Normais 0

Estertores O

Coragdo normal 0

Taquicardia O

Sopro [

Palpacao dolorosa O Figado O
ABDOME Baco N
Circulagdo Colateral U

Figado cm RCDLHC , AX

Baco cm RCELHC , AA

Hackett




APENDICE 81

Membros Inferiores Normais

[]

1- Sim
2- Nao

Edema N
Petéquias 0

Petéquias

0 | Sufusoes O

6) INFECCOES ASSOCIADAS

6.1 Infec¢des internagdo

(1) sim (2) ndo

6.2 Escabiose

6.3 Impetigo

6.4 Pediculose

6.5 Otite média aguda

6.6 Respiratoria

(1) febre, estertor, RX compativel pneumonia

6.7 Outra
Qual ?

:II:jL:IE:I

7) DIAGNOSTICO

7.1Pungdo medular

(1) positivo (2) negativo 0

7.2 PCR medula

(1) positivo (2) negativo 0

7.3 PCR sangue periférico

(1) positivo (2) negativo N

7.4 Teste de aglutinacdo direto

(1) positivo (2) negativo

O

7.5 TIFI

(1) positivo (2) negativo titulo [

Exames Inespecificos

H Hto.

Hb Plaquetas

Leucocitos Bastonetes

Segmentados Eosinoéfilos

Linfdcitos Mondcitos

Ureia Creatinina

ALT u/l 0 AST uw [

A. lumbricoides U | T. trichiura

S. mansoni [ | Ancilostomideos O

S. stercoralis 0 | G. lamblia

E. histolytica 0

Urina 0 |RX torax

(1) normal (2) anormal pneumonia bac. 0

pneumonia inters. 0

8) TRATAMENTO

Glucantime O
Data inic. / /
Data ter. / /

(1) 10mg/kg/20 dias
(2) 10mg/kg/30 dias
(3) 20mg/kg/20 dias
(4) 20mg/kg/30 dias

(5) outras doses
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Fungizon [0 |Dose de Dose total

Data / /

Pentamidina [ |4mg/kg 3 vezes/semana por 5 semanas

Data / /

Outros (1) sim (2) ndo

Qual?

Concentrado hemacias 1 | Albumina 0
Numero de vezes O Numero de vezes O
Concentrado plaquetas N (1) uma (2) duas (3) trés/mais

Numero de vezes 0
9) AVALIACAO PARA A ALTA
Peso Altura

) kg 5 cm
Figado , RCDLHC , AX
Baco ) RCELHC ) AA
Baco ( Hackett ) Tipo (1) Tipo 0 (2) Tipo 1 (3) Tipo 2 (4) Tipo 3 (5) Tipo
4 (6) Tipo 5

Exames
H Hto. Hb
Leucocitos Bastonetes Segmentados
Linfbcitos Mondcitos Eosinoéfilos
ALT AST Plaquetas

PCR sangue periférico [ (1) positivo (2) negativo [
Teste de aglutinacdo direta [] (1) positivo (2) negativo [
Peso , | Altura , cm

10) Retorno

1 més

Peso , Altura , cm

Exames

PCR sangue periférico (1) positivo (2) negtivo 0

Teste de aglutinagdo direta (1) positivo (2) negativo 0
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Hemacias Hto

Hb Leucécitos

Bastonetes segmentados

Eosinoéfilos monocitos

Plaquetas linfocitos

AST ALT

Figado , RCDLHC , AX
Bago , RCELHC AA

Bago ( Hackett ) Tipo

(1) Tipo 0 (2) Tipo 1 (3) Tipo 2 (4) Tipo 3 (5) Tipo
4 (6) Tipo 5

3 meses
Peso , Altura , cm
Exames
PCR sangue periférico (1) positivo (2) negtivo O
Teste de aglutinacdo direta (1) positivo (2) negativo [
Hemacias Hto
Hb Leucdcitos
Bastonetes segmentados
Eosinoéfilos mondcitos
Plaquetas linfocitos
AST ALT
Figado , RCDLHC , AX
Bago , ___RCELHC , AA
Bago ( Hackett ) Tipo (1) Tipo 0 (2) Tipo 1 (3) Tipo 2 (4) Tipo 3 (5)
Tipo 4 (6) Tipo 5

6 meses
Peso , Altura , cm
Exames
PCR sangue periférico (1) positivo (2) negtivo O
Teste de aglutinacdo direta (1) positivo (2) negativo [
Hemacias Hto
Hb Leucdcitos
Bastonetes segmentados
Eosinoéfilos mondcitos
Plaquetas linfocitos
AST ALT
Figado , RCDLHC , AX
Bago ,___RCELHC AA

Bago ( Hackett ) Tipo

(1) Tipo 0 (2) Tipo 1 (3) Tipo 2 (4) Tipo 3 (5)
Tipo 4 (6) Tipo 5




	celia.pdf
	Catalog_Doutorado_Carmem.doc



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308030d730ea30d730ec30b9537052377528306e00200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /FRA <>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /ENU <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


