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APRESENTACAO

A epidemia urbana de leishmaniose visceral que se iniciou em Teresina no inicio da
década de 1980 e se expandiu rapidamente para outras cidades brasileiras apresentou-se como

doenca nova, rapidamente progressiva e com elevado potencial de letalidade.

Diante da pouca efetividade das ag¢des voltadas a eliminacdo de reservatérios e de
vetores e da crescente letalidade que se observava em diversas regides do pais, iniciou-se a
percepcao de que algo novo acontecia e demandava novos conhecimentos. O tema recebeu
especial destaque na Reunido de Pesquisa Aplicada em Chagas e Leishmaniose em 2002, em
Uberaba/MG quando foi realizada a primeira reunido sobre leishmaniose visceral grave.
Propunha-se, ao final, a realiza¢do de estudos diagndsticos e terapéuticos, a criagdo de grupo
de trabalho para a elaboracdo de normas baseadas em evidéncias cientificas e a realizacdo de
oficina de trabalho com a participagcdo de representantes de institui¢des de ensino e pesquisa,
sociedades cientificas e rede de servicos promovida pelo Programa de Controle de
Leishmanioses. Desta forma em 2003 formou-se o comité assessor em leishmaniose grave,
composto por cientistas e especialistas de diversas regides do pais, com a finalidade de
elaborar normas para a identificacdo do paciente com leishmaniose visceral grave e propor
medidas para a reducdo da letalidade.

Os trabalhos deste comité apontavam, desde o inicio, a falta de evidéncias cientificas
para apoiar recomendacgdes diagndsticas e terapéuticas e a necessidade de construi-las. E foi
assim que na Reunido de Pesquisa Aplicada em Chagas e Leishmaniose em 2004, novamente
em Uberaba/MG foi criado o grupo de estudos em leishmaniose visceral com a finalidade de
promover a pesquisa cientifica na 4rea. Nesta ocasido a Professora Regina Lunardi Rocha
sugeriu-me que estuddssemos os fatores associados a letalidade da leishmaniose visceral com
atencdo para os disturbios da coagulacdo. Convite aceito, neste mesmo ano O projeto
preliminar desta tese foi elaborado e aprovado pelo Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias
da Sadde: Infectologia e Medicina Tropical da Universidade Federal de Minas Gerais sob o
titulo “A Coagulacdo na Leishmaniose Visceral”.

Iniciadas as primeiras etapas do trabalho, impressionou-nos a riqueza de informacdes ao
nosso alcance, em um hospital que recebe entre 300 e 400 pacientes com leishmaniose
visceral por ano. Decidimos ampliar os objetivos e construir um banco de dados, € o projeto

definitivo foi registrado em 2005 sob o titulo: “Influéncia do gendtipo de Leishmania chagasi



sobre a patogenia da leishmaniose visceral” sob a orientacdo conjunta da Professora Regina
Lunardi Rocha e do Professor Carlos Henrique Nery Costa.

Hoje, o banco de dados e de material biolégico, que permanece em construgio, ja conta
com mais de 1300 pacientes e tem aproximadamente 800 cepas de Leishmania congeladas.
Este € o primeiro estudo derivado do projeto maior. Duas outras teses ja estdo em fase de
conclusdo, e diversos trabalhos certamente ainda virdo. Nosso interesse € contribuir para a
compreensdo deste fendmeno e para a reducdo do sofrimento a ele associado.

Este trabalho foi realizado com o apoio do Conselho Nacional de Desenvolvimento

Cientifico e Tecnoldgico - CNPq — Brasil.



RESUMO

Introducao: A leishmaniose visceral (LV) pode se manifestar desde infecgdes
assintomdticas a doenca fatal. A sindrome frequentemente inclui febre, perda de peso,
hepatoesplenomegalia e pancitopenia. Os fatores de risco para a morte e a patogénese dos
distirbios sdo pouco conhecidos. O objetivo do presente estudo € investigar os aspectos
clinicos, os marcadores de inflamacdo e de coagulacdo intravascular disseminada (CID) em
pacientes com LV e desenvolver um modelo de progndstico para morte. Pacientes e
Métodos: Estudo de coorte hospitalar aberta composto por 883 pacientes, conduzido de
setembro de 2005 a agosto de 2008. Os 314 lactentes da coorte foram analisados
separadamente. Dois estudos caso-coorte foram delineados para investigar os distirbios de
coagulacdo e a resposta inflamatéria. Marcadores de CID foram investigados em 185
pacientes. Os niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias e marcadores da resposta
inflamatoria inespecifica foram medidos em 134 pacientes. Resultados: A grande maioria dos
participantes (92,5%) foi tratada com sucesso; 66 (7,5%) pacientes morreram. A letalidade
geral foi 7,5%. Os lactentes com menos de um ano, os adultos e os pacientes co-infectados
pelo Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) apresentaram maior morbidade e letalidade.
A desnutricdo foi mais prevalente entre os adultos e ndo se associou aos distirbios da
coagulacdo ou a morte, mas a perda ponderal recente esteve relacionada a morte. Os
principais sinais, sintomas e sindromes associados a morte foram ictericia, vomitos, diarréia,
edema, adinamia, anorexia, tosse, infeccdes bacterianas e sangramentos. O risco de morte foi
elevado em pacientes com trombocitopenia, leucopenia, anemia, baixa taxa de filtracdo
glomerular e elevacdo das enzimas hepaticas. Altos niveis de dimero-D foram vistos em 183
(98,9%) pacientes e niveis elevados de fibrinopeptideoa A (FPA) foram encontrados 67
(63,8%) pacientes. A reacao de aglutinacao em latex foi positiva para produtos de degradacao
de fibrina (PDF) em 121 (65,7%) pacientes. Os niveis de dimero-D e a positividade de PDF
foram mais altos em pacientes com sangramentos. Niveis elevados da proteina C reativa
ultrassensivel (PCRyy,) foram encontrados em 85 (68,6%) pacientes e a velocidade de
hemossedimentacdo (VHS) estava acima de 10mm em 154 (90,6%) pacientes. A PCRyjya
correlacionou-se a presenca de sangramento digestivo e de infec¢do bacteriana. Os niveis de
citocinas associaram-se a presenga de ictericia, desconforto respiratério, vomitos, edema e

diarréia. Os pacientes com desfecho letal apresentaram niveis mais altos de IL-6 e IFN-y.

Pacientes com sangramento apresentaram niveis mais altos de IL-1B, IL-6, CXCL-8 e



N

IFNYy. Os niveis de citocinas ndo se associaram a presenga de infec¢des bacterianas. Um
sistema de escores clinicos para a predicdo de morte foi construido. Conclusoes: A LV foi
especialmente grave em lactentes e adultos. A maior parte dos pacientes apresentou ativacdo
clinica ou sub-clinica da coagulacdo. As infec¢des bacterianas exacerbam a inflamacdo e
contribuem para desencadear sangramentos. Os altos niveis das citocinas pré-inflamatdrias
IL-8, IL-1PB, IL-10 e IFN-y podem induzir quadros de anemia grave, neutropenia,
desconforto respiratério, hepatite, dano renal e intestinal, diarréia e vOmitos. O sistema de

escores mostrou-se promissor para a identificagdo de pacientes com risco elevado de morte.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; Leishmania infantum ; citocinas; coagulacio

intravascular disseminada; inflamagao; sindrome de resposta inflamatdria sist€mica .



SUMMARY

Background: Visceral leishmaniasis (VL), may present from asymptomatic or
oligosymptomatic infection to a devastating and fatal disease and the syndrome frequently
encompasses fever, weight loss, hepatosplenomegaly, and pancytopenia. The risk factors for
death and the pathogenesis of the disturbances are poorly recognized. The aim of this work is
to investigate the clinical aspects, the markers of inflammation and disseminated intravascular
coagulation (DIC) in VL patients and to develop a prognostic score system model for death.
Patients and Methods: An open hospital based cohort of 883 was conducted from September
2005 to August 2008. A sub group of 314 infants was described in detail. Two case-cohort
studies were designed to investigate the bleeding disorders and the immune response. Markers
for disseminated intravascular coagulation were evaluated in 185 patients. Serum levels of
pro-inflammatory cytokines and markers of unspecific inflammatory response were measured
in 134 patients of the inflammation case-control study. Results: Most patients (92.5%) were
successfully treated but 66 (7.5%) patients died. Mortality rate was 7.5%. Infants, oldest
patients and HIV co-infected patients had the most severe disease with a higher mortality.
Malnutrition was more frequent in adults and not associated to bleeding events or death but
recent weight loss was related to death. The signs and symptoms associated to death were
jaundice, vomiting, diarrhea, edema, lethargy, anorexia, cough, bacterial infections and
bleeding events. Risk of death was higher in patients with thrombocytotopenia, leucopenia,
anemia, low glomerular filtration rate e increased liver enzymes. High levels of D-dimer
were seen in 183 (98.9%) patients and high levels of FPA were seen in 67(63.8%) patients.
FDP latex agglutination was positive in 121(65.7%) cases. Levels of D-dimer and positivity
of FDP latex agglutination were higher in patients with bleeding disorders. Elevated levels of

ultra sensitive C-reactive protein (CRPpigh)were seen in 85 (68.6%) patients were and the

erythrocyte sedimentation rate (ESR) was over 10 mm (u=61,1mm) in 154 (90.6%). The
CRPypign was correlated to digestive bleeding and bacterial infections. Cytokines levels were
associated with jaundice, respiratory distress, vomiting, edema and diarrhea. Levels of IL-6,
CXCL-8 and IFN-y were higher among deceased patients. Patients with bleeding had higher
levels of IL-1B, IL-6, IL-8 and IFN-y. Cytokines levels were not associated with bacterial
infections without hemorrhages. A prognostic score system model for death prediction is
presented. Conclusions: VL was especially severe in infants and adults. Most VL patients

present coagulation activation.  Bacterial infections are co-factors that exacerbate



inflammation and bursts hemorrhages. High levels of the pro-inflammatory cytokines IL-8,
IL-1B, IL-10 and IFN-y are correlated to anemia, neutropenia, respiratory distress, hepatitis,
renal and intestinal injury, diarrhea and vomits. The prognostic model may be helpful in

identifying patients at high risk of death.

Key words: Visceral leishmaniasis; Leishmania infantum ; cytokine; disseminated

intravascular coagulation; inflammation; systemic inflammatory response syndrome.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AIDS
Argl
células NK
CID
CXCL

DNA
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FPA

FT

HIV
HMGBI1
1C95%
IDTNP
IFN-y
IFN-yR1
IL

IMC

J

LPA

LV
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NNN
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OMS
PAI
PCR
PCRyjira
PDF

r

RO
ROC (curva)

Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
enzima arginase

Células natural killler

Coagulacao intravascular disseminada

Quimiocina em que as duas cisteinas da extremidade N-terminal estdo

separadas por um outro aminodcido.

Acido desoxirribonucleico

Ensaio imunoenzimaético (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)
Fifrinopeptideo A

Fator tecidual

Virus da imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency Virus)

High mobility group box 1

Intervalo de confiangca com 95% de probabilidade

Instituto de Doengas Tropicais Natan Portella

Interferon 'y

Receptor-1 de Interferon y

Interleucina (citocina)

Indice de massa corpérea

Indice de Youden

Lesdo pulmonar aguda

Leishmaniose visceral

Monodmeros de fibrina

Novy-MacNeal-Nicole

Enzima 6xido nitrico sintase

Organizacao Mundial de Saude

Inibidor do ativador de plasminogénio

Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction)
Proteina C reativa ultrassensivel

Produtos da degradacdo da fibrina

Coeficiente de correlacao

Razao de odds (razdo de chances ou razao dos produtos cruzados)

Receiver-Operator Characteristic



RR
SARA
sin.
SIRS
TAFI

TFPI
TGF-f
Th1/ Th2

Th2

TLRs

™
TNF-a
UFMG
UFPI

UK

Valor de p
VPN

VPP

Risco relativo

Sindrome da angustia respiratéria aguda

Sindnimo

Sindrome da resposta inflamatdria sistémica

Inibidor de fibrindlise ativado por trombina (thrombin-activatable
fibrinolysis inhibitor)

Via inibidora do fator tecidual (tissue factor pathway inhibitor)
Fator transformador de crescimento-beta

Linfécitos (timo-dependentes auxiliadores) T helper CD4+ da subclasse
funcional 1/2

Linfécitos T helper CD4+ da subclasse funcional 1

Receptores Toll-like

Trombomodulina

Fator de necrose tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor alpha)
Universidade Federal de Minas Gerais

Universidade Federal do Piaui

Unidade Karmen

Probabilidade de significancia

Valor preditivo do teste negativo

Valor preditivo do teste positivo

Média

Desvio-padrao

Marca registrada
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