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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sd@o doencas causadas por protozodrios intracelulares obrigatérios da
familia Tripanossomatidae, da ordem Kinetoplastidae, do género Leishmania. A maioria das
espécies que causam leishmaniose visceral (LV) pertence ao complexo L. donovani:
L. donovani (sin. Leishmania archibaldi) e L. infantum (sin. L. chagasi) (MAURICIO et al.,
2000; IBRAHIM e BARKER, 2001; MAURICIO et al., 2001; LUKES et al., 2007). Os
vetores sao flebotomineos conhecidos popularmente como mosquito palha, tatuquiras, birigui.
No Brasil, duas espécies estdo relacionadas com a transmissdo da doenca, Lutzomyia
longipalpis e Lu.cruzi (LAINSON e RANGEL, 2005). No ambiente silvestre, os reservatorios
de Leishmania sao principalmente as raposas (Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous) e os
marsupiais (Didelphis albiventris, D. marsupialis). O cdo (Canis familiaris) é aceito como o
principal reservatério doméstico da infec¢do, mas o verdadeiro papel do homem na
transmissdo da doenca ainda ndo estd totalmente definido (COSTA et al., 2000; COSTA et
al., 2002; COSTA et al., 2005).

A infec¢do por Leishmania resulta em distintas situagdes clinicas e imunopatoldgicas. A
LV ¢é a forma mais grave da doenga, caracterizada por febre, emagrecimento,
hepatoesplenomegalia e pancitopenia, constitui sério problema de saide publica em diversas
regides tropicais e subtropicais e tem sido alvo de especial atengcao nas duas ultimas décadas,
quando grandes epidemias foram descritas no Suddo, na India, em Bangladesh e no Brasil
(RAHMAN e ISLAM, 1983; THAKUR, 1984; COSTA et al., 1990; COLLIN S, 2004). A
Organizacdo Mundial de Saidde (OMS) estima que aproximadamente 500.000 casos da
doenca e 50.000 6bitos ocorram a cada ano nos 88 paises onde a LV é endémica (WHO,
2002) (DESJEUX, 2004). Estes numeros representam aproximagdes, pois a notificacdo €
compulséria em somente 32 dos paises endémicos € mesmo nestes acredita-se que
considerdvel proporcdo de casos nao seja notificada (COLLIN er al., 2006; MAIA-
ELKHOURY et al., 2007).

A primeira identificacdo de Leishmania em material de bidpsia hepatica post mortem no
Brasil foi feita em 1934 (PENNA, 1934) e o primeiro caso da doen¢a em individuo vivo foi
relatado em 1936 (CHAGAS, 1936). A LV foi descrita como endemia predominantemente
rural em diversas regides do pais desde entdo (ALENCAR, 1977), embora a ocorréncia da
doenca de forma endémica em meio urbano tenha sido relatada desde 1955 (DEANE e

DEANE, 1955). Contudo, somente a partir de 1980 epidemias foram notificadas em cidades
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do Nordeste e avancaram para as regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste, onde a doenca
apresenta-se de forma especialmente grave em criangas (COSTA et al., 1990; JERONIMO et
al., 1994; OLIVEIRA et al., 2001; PEDROSA e DA ROCHA, 2004; OLIVEIRA et al., 2006;
DAHER et al., 2008) e em pessoas portadoras de imunodeficiéncias e origina quadros de
dificil diagnoéstico e tratamento (SINHA ef al., 2005; CRUZ et al., 2006). As condicdes que
propiciaram a instalagdo da leishmaniose em regides urbanas do Brasil relacionam-se
possivelmente ao desmatamento, as condi¢des precdrias de saneamento decorrentes do
crescimento desordenado das cidades que favoreceram a adaptagao do vetor Lu. longipalpis e
propiciaram o contato direto entre os ciclos silvestre e urbano da LV. Por outro lado, o €xodo
rural intenso nas ultimas décadas, as moradias superpovoadas e a abundancia de reservatdrios
caninos no peridomicilio facilitaram o contato de pessoas suscetiveis com o parasito (COSTA
et al., 1990; COSTA et al., 2005; LAINSON e RANGEL, 2005) e contribuiram para a
emergéncia da primeira epidemia urbana de LV ocorrida em Teresina, Piaui, entre 1981 e
1985, quando aproximadamente 1000 casos da doenca foram detectados. A segunda epidemia
nesta capital comecou no inicio da década 1990 e entre 1993 e 1995 foram notificados mais
de 1200 casos. Niveis endémicos elevados tém se mantido desde entio (WERNECK et al.,
2002). E possivel que alguma parcela desta epidemia tenha sido o resultado do melhor
reconhecimento da doenga ou da maior acessibilidade aos servigos de saide, com aumento da
visibilidade da endemia pré-existente (DESJEUX, 1996).

A letalidade da LV no Brasil apresenta tendéncia crescente, com oscilagdao entre 7 e
13,3% (REY et al, 2005; OLIVEIRA et al., 2006; CAVALCANTE, 2007), niveis
comparaveis aos encontrados em campos de refugiados no Suddao (SEAMAN et al., 1996;
COLLIN S, 2004). O rapido processo de urbanizacdo da doenca, a expansdo da epidemia de
AIDS, o acometimento de grupos vulnerdveis em conseqiiéncia da grande forca de
transmissdo da infeccdo e o diagndstico tardio sdo condig¢des possivelmente relacionadas a
este desfecho desfavordvel. Os fatores de risco para o 6bito em pacientes com LV ndo sdo
suficientemente conhecidos, mas as infeccdes bacterianas e os distirbios da coagulacdo t€m
sido identificados como os mais importantes preditores do mau progndstico (ANDRADE et
al., 1990; SEAMAN et al., 1996; PASTORINO et al., 2002; ABDELMOULA et al., 2003;
WERNECK et al., 2003).

A pouca eficicia das medidas do controle de vetores e de reservatérios em reduzir a
transmissdo da Leishmania remete a solucdo imediata para este grave problema de saide
publica ao diagnéstico e ao tratamento das pessoas acometidas. A compreensdao dos

mecanismos fisiopatolégicos da LV poderd contribuir para a identificacdo precoce dos



24

pacientes com maior risco de evolugdo desfavoravel, para a prevengdo destas complicacdes ou
para novas propostas de tratamento que possam em curto prazo, reduzir o impacto da

letalidade da LV.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Manifestacoes clinicas na leishmaniose visceral americana

As manifestacdes da LV podem variar desde a infec¢do assintomadtica até a doencga
progressiva e potencialmente fatal, caracterizada por febre, emagrecimento, pancitopenia,
hepatoesplenomegalia, hipergamaglobulinemia e caquexia, mas com grande variabilidade
entre os individuos (ZIJLSTRA et al, 1991; BERMAN, 1997; HERWALDT, 1999). O
periodo de incubacdo varia de trés a oito meses (PISCOPO e MALLIA AZZOPARDI, 2007),
mas pode ser tao breve quanto 10 dias (MANSON-BAHR e APTED, 1982) apud (PEARSON
e SOUSA, 1995), tdo longo quanto 34 meses (STONE et al., 1952) ou até maior que quatro
anos (NETO, 1978).

A LV predomina em criangas nos primeiros anos de vida, e associa-se a grande
morbidade e elevado nimero de 6bitos (AL-JURAYYAN et al., 1995; GRECH et al., 2000;
ABDELMOULA et al., 2003; PEDROSA e DA ROCHA, 2004; MINODIER et al., 2005;
SILVA et al., 2005). Em contraposi¢do, na vida adulta a letalidade aumenta
proporcionalmente a idade, especialmente ap6s 60 anos de idade (CALDAS et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2006). Contudo, muito pouco se conhece sobre o efeito da idade sobre as
diferencas entre a resposta imune contra Leishmania. E bem reconhecido que a
susceptibilidade dos animais as infec¢cdes aumenta com o envelhecimento, um processo
denominado imunosenescéncia (TRAMONT e HOOVER, 1995; KUMAR e BURNS, 2008).
Adicionalmente, outros fatores sociais € ambientais concorrem para explicar a predisposicao
as infeccoes em diferentes idades. Em estudos experimentais, foi verificado que o nimero de
formas amastigotas de Leishmania donovani no baco de animais jovens era significativamente
mais elevado nos primeiros dias apds a infec¢do quando comparado ao grupo de animais
adultos (SINGH et al., 2007). Em um estudo prospectivo no Ird foi relatado que a
soroprevaléncia assim como o risco de desenvolvimento de LV apds infeccao por Leishmania
infantum decrescia com o avango da idade. (DAVIES e MAZLOUMI GAVGANI, 1999). Foi
verificado, na India, que as criancas com LV apresentavam, antes do tratamento, niveis mais
altos de IL-10 que os adultos (ANSARI et al., 2006). Como os niveis de IL-10 estdo ligados a
maior carga parasitdria, maior persisténcia parasitdria e maior gravidade da doenca (GROUX
etal., 1999; ALVES et al., 2009), os niveis elevados desta citocina nos primeiros anos de vida

podem explicar, pelo menos em parte, porque aproximadamente metade dos pacientes com
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LV no mundo sdo criangas. Foi relatado, no Brasil, que a duragdao da doenca é maior em
adultos com LV e que estes apresentam mais sangramento e mais linfonodomegalia, mas que
as criangas estdo em maior risco de apresentar doenca grave, evidenciada pela maior
incidéncia de hepatomegalia e de anemia. (CALDAS et al., 2006).

A distribui¢do da doenca entre os sexos € semelhante durante a infancia, mas predomina
em homens a partir da adolescéncia (DEANE e DEANE, 1962; EVANS et al.,, 1992;
PEDROSA e DA ROCHA, 2004; OLIVEIRA et al., 2006). Estudos em animais sugerem que
hormonios sexuais como a testosterona (MOCK e NACY, 1988) ou os estrogénios (PUNG et
al., 1985) alteram a susceptibilidade a infec¢do por parasitos intracelulares. Ademais, os
habitos de vida relacionados a maior permanéncia dos homens fora do domicilio, com maior
superficie corporal exposta aumentam a vulnerabilidade a infeccdo (COSTA et al., 1990;
CALDAS et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006).

Quando a doenga segue curso subagudo ou cronico, hd apresentacdo insidiosa de febre,
adinamia, inapeténcia, perda de peso, palidez e aumento do volume abdominal decorrente da
hepatoesplenomegalia. A época do diagndstico o paciente pode apresentar-se debilitado e
incapacitado de exercer suas atividades usuais (DESJEUX, 1996). Os sintomas podem
persistir por semanas ou meses (HERWALDT, 1999). A febre pode ser intermitente ou
remitente, mas costuma ser bem tolerada. A presencga de calafrios pode sugerir a possibilidade
de maldria ou de bacteriemia (JERONIMO et al., 2005). Um estudo encontrou associagdao
entre hipotermia ou auséncia de febre com a morte (ABDELMOULA et al., 2003). A
hepatoesplenomegalia estd presente na maioria dos pacientes e o aumento do baco quase
sempre € mais evidente que o aumento do figado (JERONIMO et al., 1994; SILVA et al.,
1997; OLIVEIRA et al., 2006; CAVALCANTE, 2007). O aumento dos linfonodos é muito
freqiiente na LV do velho mundo (ZIJLSTRA et al., 1991; RATHORE et al., 1996;
BABIKER et al., 2007), mas € menos evidente na leishmaniose americana. No Brasil, alguns
autores relataram altas prevaléncias de linfonodomegalia (PRATA, 1957; ALENCAR, 1959;
PASTORINO et al., 2002; DAHER et al., 2008), enquanto outros ndo fizeram referéncia a
aumento dos linfonodos (SILVA et al., 1997; SILVA et al., 2001; PASTORINO et al., 2002;
GUERRA et al., 2004; QUEIROZ et al., 2004; CAVALCANTE, 2007).

A desnutricdo tem sido descrita como fator de risco para a aquisicio da LV,
especialmente em criangas vivendo em dreas endémicas (BADAR(), JONES, LORENCO et
al., 1986; HARRISON et al., 1986; CERF et al., 1987; DYE e WILLIAMS, 1993;
ANSTEAD et al., 2001; CALDAS et al., 2002; MACIEL et al., 2008) mas ainda se discute

sobre o progndstico da doenga em relacdo ao estado nutricional. Alguns estudos realmente
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relataram que os pacientes desnutridos t€ém pior progndstico, maior letalidade e maior indice
de complicagdes como infeccdes bacterianas (CUNHA et al., 1995; SEAMAN et al., 1996;
PASTORINO et al., 2002; COLLIN S, 2004; REY et al., 2005; CAVALCANTE, 2007). Foi
observado que camundongos BALB/c. recebendo dietas deficientes em proteinas, ferro e
zinco, e posteriormente vacinados com antigenos de L.infantum, apresentaram cargas
parasitdrias hepdtica e esplénica mais intensas quando desafiados com injecdo de
promastigotas € que mesmo apds a recuperacdo nutricional, a producdo de IFN-y se manteve
reduzida, numa evidéncia de que a desnutricdo altera a resposta imune a Leishmania.
(MALAFAIA et al., 2009). Niveis baixos de zinco foram relatados na LV assim como em
outras formas da leishmaniose e os niveis mais altos de cobre associaram-se a inibicao da
producdo de IFN-g e maior susceptibilidade para a doenca (VAN WEYENBERGH et al.,
2004; BERN et al., 2007). Os efeitos globais da desnutricao protéico-caldrica e da deficiéncia
seletiva de oligoelementos em pessoas com infe¢ao por Leishmania, contudo, ainda ndo estao
elucidados. Muitos pacientes com LV apresentam-se caquéticos (MARTINS et al., 1965;
QUEIROZ et al., 2004), principalmente quando a duragcdo da doenca é muito longa (PRATA,
1957; ALENCAR, 1977). Este estado de consumo nutricional € possivelmente mediado pelos
efeitos de IL-1B e TNF-a que tém efeitos catabdlicos e anoréticos (DINARELLO et al., 1986;
PEARSON et al., 1992).

As complicacdes mais freqiientemente associadas ao 6bito sdo as infecgdes bacterianas e
os distirbios da coagulacdo sanguinea. A freqii€éncia de infec¢des bacterianas na LV varia de
11% (QUEIROZ et al., 2004) a 60% (ANDRADE et al., 1990) nos relatos nacionais
publicados e podem ser a primeira manifestacdo da LV (GARCES et al., 1990). Diversos
patogenos e diversas formas de apresentacdo destas infec¢des foram descritas, mas as
infeccdes respiratdrias e urindrias parecem ser as mais importantes (ANDRADE et al., 1990;
KADIVAR et al., 2000; BARATI et al., 2008). As alteragdes da coagulacdo sanguinea foram
descritas nos primeiros relatos da doenca no Brasil (PRATA, 1957; ALENCAR, 1977) e sdo
fortemente associadas ao risco de morte. Equimoses, epistaxes, petéquias, sangramentos
digestivos e de mucosas gengivais podem ocorrer isoladamente ou em associacdo e podem
ocasionar complicacdes graves com choque seguido de morte (KOTWAL et al., 2000).

O acometimento hepatico na LV € bem reconhecido e formas graves t€ém sido descritas
(KHALDI et al., 1990; BARANWAL et al., 2007; ASHKAN e RAHIM, 2008). Uma possivel
ativacdo do sistema fagocitico mononuclear tem sido proposta como explicacdo
fisiopatoldgica deste fendmeno (KHALDI et al., 1990), com base imunoldgica (EL HAG et
al., 1994).
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Alteragdes renais ocorrem em grande propor¢do dos pacientes, mas tendem a ser leves e
reversiveis apds o tratamento (DUTRA et al., 1985). Contudo, sindrome nefritica aguda
(SALGADO-FILHO et al., 2003), nefrite intersticial e insuficiéncia renal foram descritas
(CARAVACA et al., 1991; DAHER et al., 2008).

Sintomas pulmonares sdo comuns em pacientes com LV e frequentemente s@o atribuidos
a complicacdes bacterianas (PRATA, 1957; ALENCAR, 1959; ANDRADE et al., 1990;
KADIVAR et al., 2000), mas pneumonite intersticial foi descrita em autdpsia de paciente com
LV (ANDRADE, 1959). O acometimento pulmonar na LV foi descrito em estudos
histopatoldgicos e ultraestruturais usando modelos animais {Duarte, 1987 #176}. Este estudo
mostrou que as alteragcdes pulmonares na LV ocorrem em trés fases distintas caracterizadas
como exudativa, celular e fibrética, envolvendo principalmente o septo interalveolar, com
participacao de células mononucleares intersticiais e inclusdes lipidicas, e com envolvimento
minimo dos bronquios e alvéolos. (DUARTE et al., 1989). Mais recentemente foi descrito que
esta pneumonite intersticial € um processo inflamatério com padrdao Th2 (TUON et al., 2009),
0o que aumenta a chance de infeccdo bacteriana secundédria e € consistente com o
acometimento de outros 6rgaos.

Diversas outras manifestacdes podem ser vistas de forma menos consistente em
pacientes com LV, como tosse, vOomitos, cefaléia, diarreia (CAMPOS-JR., 1995; OLIVEIRA
et al., 2006) , artralgia, dor abdominal (SINGH et al., 1999; QUEIROZ et al., 2004), pirpura
(RIZOS et al., 2005), glomerulonefrite (CHAIGNE et al., 2004), nefrite intersticial
(DUARTE et al., 1983) e sindrome hemofagocitica (GAGNAIRE et al., 2000; AGARWAL et
al., 2006; SOTOCA FERNANDEZ et al., 2008), sindrome de Guillain-Barré (ATTARIAN et
al., 2003).

Nas duas tultimas décadas a LV foi reconhecida como importante doenga oportunista em
pacientes com HIV e mudou a histdria natural da LV. A coinfeccdo LV/HIV ja foi notificada
em pelo menos 35 paises em uma propor¢ao que varia de 2 a 12% com tendéncias a aumentar
dramaticamente (WHO, 2007; ALVAR et al., 2008). Em regides onde ambas as infec¢des sdao
endémicas, a incidéncia de LV em individuos infectados pelo HIV pode ultrapassar 30%
(LYONS et al., 2003). A infec¢ao pelo HIV eleva a chance de um individuo desenvolver LV
em 100 a 1000 vezes, reduz as possibilidades terapéuticas e aumenta consideravelmente a
possibilidade de reativagdes (GUERIN et al., 2002; DESJEUX, 2004; WHO, 2004). A maior
incidéncia da coinfeccdo Leishmania/HIV tem sido observada na bacia do Mediterraneo, com
mais de 2000 casos notificados a Organizagdo Mundial de Saide (OMS). No Brasil a

coinfeccao LV/HIV tem sido descrita em pequenas séries de casos, mas a real incidéncia pode
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estar subestimada devido a falhas do sistema de vigilancia epidemioldgica (RABELLO et al.,
2003; CRUZ et al., 2006). No Piaui, a LV foi diagnosticada em 8,2% de uma série de 828
pacientes internados com HIV/AIDS, mas nao foi identificada associacdo com o &bito
(SOARES et al., 2008). A doenca pode se apresentar com as mesmas caracteristicas da
populacdo geral, mas manifestacdes atipicas ocorrem em aproximadamente 15% dos casos
(CRUZ et al., 2006) e a doenga € marcada por alto indice de reativacdoes (LOPEZ-VELEZ et
al., 2004). O envolvimento do trato gastrointestinal, trato respiratdrio, linfonodos, pele ou
sistema nervoso € mais freqiientemente observados em pacientes imunodeprimidos (PETERS
et al., 1990; SINHA et al., 2005). Ambos, HIV e Leishmania podem se multiplicar nas
mesmas células, como macréfagos e células dendriticas e estabelecer infeccdo latente. A
ativacdo imune cronica mediada por citocinas induzidas por um dos patégenos pode alterar o
curso da doenca causada pelo outro patégeno, levando a um ciclo vicioso de multiplicagcdo
incontrolada tanto do HIV quanto da Leishmania. (BENTWICH et al., 1998; WOLDAY et
al., 1999; GARG et al., 2007). Discute-se se a coinfeccdo LV/HIV resultaria de infec¢ao
primdria ou de reativa¢do, uma vez que a infeccao priméria por Leishmania poderia favorecer
a imunossupressao em paciente previamente infectado pelo HIV ou, de igual modo, a infec¢cao
latente por Leishmania poderia ser reativada pela deplecdo imunoldgica da AIDS (PAREDES
et al., 2003; MARQUES et al., 2007).

2.2. Diagnéstico laboratorial da leishmaniose visceral

O diagnéstico da LV é complexo pela diversidade das manifestagdes clinicas, comuns a
outras condi¢des como maldria, hipertensdo porta, esquistossomose, tripanossomiase africana,
tuberculose miliar, brucelose, AIDS, febre tiféide, endocardite bacteriana, histoplasmose,
leucemias, aplasia de medula (HERWALDT, 1999; AL-GHAZALY et al., 2006; GUPTA et
al., 2008). A confirmacdo laboratorial €, portanto, necessdria e requer um sensivel balango
entre a sensibilidade e a especificidade e entre o custo e o0s riscos.

Os achados laboratoriais inespecificos incluem anemia, leucopenia, plaquetopenia,
hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia, com multiplos fatores envolvidos na sua génese,
como hiperesplenismo, resposta imune e deficiéncias nutricionais (KOTWAL et al., 2000). A
anemia pode ser normocitica e normocromica (PRATA, 1957), microcitica e hipocromica
(ALENCAR, 1959; AL-JURAYYAN et al., 1995; SINGH et al., 1999; GRECH et al., 2000)
ou megalobléstica (SINHA et al., 2006) e pode ser muito intensa e levar a descompensacao

hemodinamica (QUEIROZ et al., 2004). Acreditava-se inicialmente que estas alteracdes
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fossem conseqiientes a insuficiéncia medular secundéria ao parasitismo, contudo, os estudos
posteriores revelaram que a medula 6ssea é quase sempre hipercelular ou normocelular
(MOURAO, 1960; AL-JURAYYAN er al., 1995). Nio hd evidéncias de que esta anemia seja
devida a eritropoiese deficiente. Estudo realizado em Israel sugeriu que a pancitopenia €
facilitada pela resposta imune através da opsonizacdo de hemadcias, leucdcitos e plaquetas por
autoanticorpos (POLLACK et al., 1988). Mais recentemente tem sido sugerido que estas
alteracdoes sejam relacionadas a destrui¢do periférica aumentada de células no bago
coordenada pela resposta inflamatéria. (WOODRUFF e al., 1972). Foi observado que
citocinas inflamatdrias estavam associadas a producdo deficiente de eritropoietina em culturas
de células (FAQUIN et al., 1992), e esta € uma atraente explicacdo patogenética da anemia
das doengas cronicas. A descricdo de anemia associada a hipoferrinemia e aumento das
reservas de ferro no organismo durante a LV (PIPPARD et al., 1986) sugere que a hiperplasia
reticuloendotelial seja acompanhada da reten¢do anormal de ferro nos macréfagos, tipica da
anemia da doencas cronicas. Neste sentido, a hepcidina, uma proteina da fase aguda da
inflamacdo, com secrecdo mediada pela acdo da citocina IL-6 durante a inflamacdo e
responsavel pela hipoferrinemia dos estados de inflamacdo (NEMETH et al., 2004) pode estar
envolvida. A hepcidina é um importante regulador da absor¢do e da distribuicdo de ferro no
organismo e tem sido associada a anemia em diversas entidades inflamatorias cronicas como
insuficiéncia renal cronica (KULAKSIZ et al., 2004; TOMOSUGI et al., 2006) e artrite
reumatoide (DEMIRAG et al., 2009). Seu papel na génese da anemia da LV, contudo, ainda
nao foi investigado.

O diagnéstico pode ser confirmado por diversas formas: (i) visualizacdo direta de
parasitos em amostras de tecido, cultura ou inoculacdo em animais; (ii) deteccdo de acido
desoxirribonucléico (DNA) em amostras de tecido ou (iii) imunodiagnéstico através da
deteccao de antigenos do parasito em amostras de tecido, sangue, urina ou através da deteccao
de anticorpos antileishmania (SUNDAR e RAI, 2002). Os exames parasitolégicos constituem
a referéncia do diagndstico, mas exigem procedimentos invasivos e tém sensibilidade
dependente do treinamento dos laboratoristas e do tempo dedicado a busca (SILVA et al.,
2005). O exame microscépico de aspirado esplénico possui alta sensibilidade que varia entre
95 € 98% (KAGER et al., 1983; ZIJLSTRA et al., 1992), mas exige procedimentos invasivos
com complica¢des potencialmente graves, mesmo com as técnicas consideradas mais seguras
(CHULAY e BRYCESON, 1983). A sensibilidade na deteccdo de formas amastigotas em
esfregacos de medula dssea tem sensibilidade de 70% (ZIJLSTRA et al., 1992; CHOUIHI et

al., 2008), mas que pode ultrapassar 95% quando o material € examinado por técnico
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experiente durante 60 minutos (SILVA et al, 2005). Os parasitos também podem ser
detectados no material de bidpsia hepética ou de linfonodos, mas com menor sensibilidade
(ZIJLSTRA et al., 1992). O cultivo de parasitos em diversos meios de cultura como meio
monofasico de Schneider ou meio difdsico de Novy-McNeal Nicolle (NNN) paralelo a
pesquisa direta pode aumentar a sensibilidade da deteccdo. A cultura de medula dssea tem
sensibilidade de aproximadamente 70% e a cultura do creme leucocitdrio do sangue periférico
alcanca sensibilidade de 60% (CHOUIHI et al., 2008), aproxima-se a 70% em pacientes co-
infectados pelo HIV (LOPEZ-VELEZ et al., 1995) e pode ser ttil em situagdes em que o
aspirado de medula 6ssea ndo possa ser viabilizado. As técnicas tradicionais de cultura
exigem periodo de incubagdo de até quatro semanas (SUNDAR e RAI, 2002), mas novas
técnicas de microcultura utilizando tubos capilares ou técnicas de minicultura usando placas
de 96 pogos ou microtubos (Eppendorf) demonstraram vantagens relacionadas ao menor
custo, simplicidade no preparo e manuseio, maior sensibilidade e menor tempo de incubagdo,
mesmo com baixas parasitemias (ALLAHVERDIYEV et al., 2005; IHALAMULLA et al.,
2005; HIDE et al., 2007; BOGGILD et al., 2008).

A deteccao de DNA do parasito em amostras de sangue, medula 6ssea ou produtos de
bidpsias mediante a rea¢do de polimerizacdo em cadeia (Polimerase chain reaction, PCR) é
promissora, mas falta padronizacdo da técnica e sua aplicabilidade ainda € restrita pelo custo
elevado (RABELLO et al., 2003). A técnica apresenta sensibilidade superior a pesquisa direta
em microscopio 6tico (ALAM, SHAMSUZZAMAN et al., 2009), e ¢ compardvel a pesquisa
de amastigotas em aspirado esplénico. O método de PCR em tempo real apresenta as mesmas
dificuldades da técnica convencional, apresenta sensibilidade comparavel, mas pode ter
utilidade no acompanhamanto da carga parasitaria durante o tratamento (LACHAUD et al.,
2000), na definicdo da cura da infeccdo (BASTIEN et al., 2008) e na identificacdo de
recidivas (BOURGEOIS et al., 2008).

Os métodos imunodiagndsticos que detectam anticorpos ou antigenos sdo uteis em
situagdes em que nao foi possivel detectar o parasito. Os testes baseados em antigenos sao
mais especificos que os testes baseados em anticorpos e sdo promissores para casos em que a
producdo de anticorpos € insuficiente, como em pacientes com AIDS (SUNDAR e RAI,
2002), além de apresentar bom valor progndstico, com utilidade no acompanhamento do
tratamento (COLMENARES et al., 1995). Vérios métodos imunodiagndsticos baseados na
deteccdo de anticorpos como difusdo em gel, reacdo de fixacdo de complemento, teste de
hemaglutinacdo  indireta, teste indireto de  anticorpos  fluorescenteses e

contraimunoeletroforese tém sido alvo de progressivos aperfeicoamentos, mas ainda



32

N

apresentam limita¢Oes relacionadas a sensibilidade e a especificidade (SUNDAR e RAI,
2002). O teste de aglutinacdo direta (DAT) € simples e de baixo custo, apresenta sensibilidade
e especificidade entre 70 e 100% (PEDRAS et al., 2008) e tem se mostrado util como
primeiro instrumento diagndstico em drea endémica (BOELAERT er al., 2004). Os testes
imunocromatograficos sdo de ficil execucdo e interpretacdo, ndo necessitam infra-estrutura
laboratorial, ndo exigem laboratoristas especializados, e sdo hoje promissores para o
diagnéstico rdpido em dreas endémicas onde o acesso as técnicas laboratoriais € dificultado. A
sensibilidade e a especificidade do teste em diversos estudos tém sido acima de 98%
(SUNDAR et al., 1998; BERN et al., 2000). Uma meta-andlise recentemente publicada
analisou o desempenho do DAT e dos testes imunocromatograficos que utilizam o antigeno
rK39, e classificou-os como bons a excelentes, e compardveis entre si (CHAPPUIS et al.,
2006). Um estudo multicéntrico com um teste comercial para detec¢do de anticorpo contra o
antigeno rK39 da L.chagasi realizado no Brasil mostrou sensibilidade de 93% e
especificidade de 97% (ASSIS et al., 2008) e abre a perspectiva para o diagndstico rapido, de

facil realizacdo e interpretacao.

2.3. Citocinas proinflamatdrias na leishmaniose visceral

Os mecanismos da eliminagcdo de Leishmania do organismo ou a predisposi¢do a
infec¢do nao sdo totalmente compreendidos. A participagao da resposta imune adaptativa nas
alteracdoes observadas em pacientes com LV € reforcada por diversas evidéncias: a
hipergamaglobulinemia € constante nestes pacientes; o teste de Coombs pode ser positivo em
pacientes com LV cldssica ou associada a anemia hemolitica (POLLACK et al., 1988;
MAHAJAN e MARWAHA, 2007); a melhora clinica, parasitolégica e hematolégica €
precedida da liberagdo de imunocomplexos circulantes (PEARSON et al., 1983). A resposta
humoral que se segue a infecdo é caracterizada por estimulacdo policlonal das células B e
producdo de anticorpos anti-leishmania (EL AMIN et al., 1986), responsavel pela
hipergamaglobulinemia quase sempre presente em pessoas com LV (PEARSON e SOUSA,
1995). E possivel que os anticorpos desempenhem funcio importante nas interacdes precoces
entre promastigotas € macréfagos, que sdo criticas para o desenvolvimento da infec¢do
(PEARSON et al., 1983). No entanto, para outros, o real papel da resposta imune humoral na
LV ndo esta esclarecido (SAHA et al., 2006). O teste cutineo de Montenegro € negativo na
fase de atividade da doenca, quando altos niveis de anticorpos contra os antigenos de

Leishmania sdo detectdveis e torna-se positivo apds o tratamento, mas nao estd associado ao



33

prognéstico da doenca (WILSON et al., 2005; ALMEIDA SILVA et al., 2006). A ocorréncia
de infeccdes subclinicas ou assintomdticas em uma grande propor¢do de individuos que
residem nas 4reas endémicas associada a detec¢do de anticorpos anti- Leishmania
(BADARO, JONES, CARVALHO et al., 1986) constitui evidéncia da participagao de
imunidade naturalmente adquirida no curso da infecao.

E bem aceito que a resposta imune mediada por células desempenha importante fungéo
na susceptibilidade e na resisténcia a infeccdo e também na resposta a quimioterapia
(AWASTHI et al., 2004). Duas populacdes de linfocitos T auxiliadores (T helper-Th) com
diferentes papéis de protecdo e diferentes tipos de reacdes imunopatoldgicas participam da
producdo de citocinas. Células T-helper tipo-1 (Thl) produtoras de IFN-y produzem IFN-y e
IL-2 e sua ativagc@o promove a opsoniza¢do dos antigenos fixadores de complemento, ativacao
de macréfagos, respostas citotoxicas dependentes de anticorpos e hipersensibilidade tardia.
Por estas razdes as células Thl sdo consideradas responsaveis pela resposta imune dependente
de macréfagos e responsavel pela eliminacdo da Leishmania com conseqiiente resisténcia a
doenca (AWASTHI et al., 2004). A populacdo de linfécitos CD4 denominada T-helper tipo-2
(Th2) por outro lado, € produtora de fatores de estimulag@o de linfécitos B como as IL-4, IL-
5, IL-6, 1IL-9, IL-10 e IL-13, sendo essencial na resposta humoral (ROMAGNANI, 1996) e
associa-se a maior sobrevida do parasito no meio intracelular (GAMA et al., 2004). Fatores
ambientais e genéticos agem em concerto para determinar a polariza¢do Thl ou Th2 (ROMAGNANI,
2000). Em modelos animais esta imunidade mediada por células € nitidamente polarizada.
Animais resistentes a infeccao produzem grande quantidade de IFN-y em resposta aos
antigenos da Leishmania enquanto animais susceptiveis produzem mais IL-4 (HEINZEL et
al., 1989). Esta polaridade nado é tdo clara na infeccdo humana e a resposta imune Th1/Th2
mista tem sido observada em diversos estudos (BERMAN, 1997)).

As citocinas sdo produzidas em resposta a diferentes antigenos e podem estimular
diversas respostas celulares envolvidas na imunidade e na inflamagdo. A agdo das citocinas
frequentemente é pleiotropica e redundante. As citocinas geralmente influenciam a sintese e a
acdo de outras citocinas, levando a uma cascata onde a segunda ou a terceira citocina pode
mediar os efeitos biologicos da primeira. Duas citocinas, ademais, podem ter efeitos
antagdnicos ou sinérgicos, locais ou sist€émicos. As respostas as citocinas consistem em
mudancas na expressdao genética nas células alvo, o que resulta em novas funcdes e algumas
vezes, na proliferacdo de células-alvo. As citocinas sao classificadas em trés categorias:
mediadores e reguladores da imunidade inata, mediadores e reguladores da imunidade

adptativa, e estimuladores da hematopoiese. Em geral as citocinas da imunidade inata e
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adaptativa sdao produzidas por diferentes populacdes de células e agem em diferentes células-
alvo. Estas distingdes ndo sdo absolutas, uma vez que uma mesma citocina pode ser produzida
durante reacdes da imunidade inata ou adaptativa e diferentes citocinas podem ter acdes
sobrepostas. As citocinas da imunidade inata sdo mediadores locais ou sistémicos da
inflamacao, produzidas em grande quantidade principalmente pelos macréfagos, neutréfilos e
células natural-killer (NK) em resposta a agentes infecciosos, apresentam efeitos locais e
sistémicos e usualmente sdo detectaveis no soro. Diferentemente, as citocinas da imunidade
adaptativa regulam o crescimento e a ativagdo de linfocitose de células efetoras. Estas
citocinas sdo produzidas principalmente pelos linfécitos T, em pequenas quantidades, em
resposta ao reconhecimento especifico de antigenos estranhos, usualmente sdo indetectaveis

no soro e quase sempre t€ém apenas efeito local (ABBAS et al., 2007).

2.3.1. Propriedades e acdes das citocinas estudadas

Fator de necrose tumoral oo (TNF-a) é o principal mediador da resposta inflamatéria
aguda e € responsavel por vérias complicacdes da infeccdo grave. A maior fonte de TNF sdo
as células mononucleares ativadas. TNF estimula a migracao dos neutréfilos e mondcitos para
os locais da infeccdo, induz a expressdao de moléculas de adesdo e a secrecdo de quimiocinas
pelo endotélio. TNF também estimula a secrecao de IL-1 que tem fun¢gdes muito proximas as
dele préprio. Em infeccdes graves, o TNF € produzido em grandes quantidades e induz febre,
inibicdo da contratilidade miocéardica, ativagdo endotelial, hipoglicemia. A producdo
prolongada de TNF leva a caquexia. O choque séptico, a complicacdo mais grave da sepse, é
caracterizado por colapso circulatério, CID, e alteracdes metabodlicas devidos a produgdo de
TNF, IL-12, INF-y, e IL-1. A citocina TNFa tem sido associada a anemia das doengas
cronicas como acontece na insuficiéncia renal cronica (COOPER et al., 2004). Uma recente
revisdo sobre as funcdes desta citocina na fisiopatologia das doengas pulmonares revela a sua
ampla participacdo em diversas situacdes como a sindrome da angustia respiratéria aguda
(SARA). pneumonia bacteriana, lesao pulmonar aguda (LPA), doenca pulmonar obstrutiva
cronica, asma e bronquite cronica (MUKHOPADHYAY et al., 2006). Diante disto evidencia-

se a importancia de se buscar terapias anti-TNF para as doengas inflamatdrias.

Interleucina 1 (IL-1), conhecida como pirogénio enddgeno, produzida principalmente

pelas células mononucleares, ¢ importante mediador da resposta inflamatéria aguda, com
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funcdo semelhante ao TNF-o, embora seus receptores sejam estruturalmente diferentes. Esta
ainda envolvida na formac¢do de granuloma e tem acdo sobre a resolucdo da infec¢do por
diversos patégenos como Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Toxoplasma gondii e Schistosoma mansoni. A acdo conjunta de IL-1 e IL-6
aumenta a sintese hepatica de certas proteinas, constituindo a fase aguda da resposta
inflamatéria. Uma recente discussdo sobre a importancia desta citocina (DINARELLO, 2009)
afirma que o dominio citoplasmaético do receptor de IL-1 € altamente homdlogo aos dominios
de todos os receptores Toll-like (TLRs). Assim, respostas inflamatérias fundamentais como a
inducdo de cicloxigenase, aumento da expressao de moléculas de adesdo ou sintese de 6xido
nitrico induzidas por IL-1 sdo indistinguiveis das mesmas respostas induzidas por TLRs.
Tanto IL-1 como TLRs afeta o reconhecimento de antigenos e a funcao dos linfécitos. A
secrecdo de IL-1PB por células mononcleares circulantes de pacientes durante a fase aguda da
LV in vitro € reduzida em comparagdo aos controles (ZWINGENBERGER et al., 1991) e

também no periodo pés-tratamento (HO et al., 1992).

Quimiocina CXCL-8, originalmente chamada IL-8 e também denominada fator
quimiotdtico de neutrdfilos: As quimiocinas (citocinas quimiotdticas) sdo citocinas que
estimulam o movimento de neutréfilos e macréfagos, e regulam a migracdo de leucécitos do
sangue para os tecidos e constituem a primeira linha de defesa contra infeccdes.. As
quimiocinas envolvidas na resposta inflamatéria sdo produzidas pelos leucdcitos e por
diversos tipos de células como células endoteliais, células epiteliais, fibroblastos e recrutam as
células de defesa para os sitios de infec¢do. CXCL-8 € produzida em grande quantidade no
curso de doencgas agudas inflamatérias como sepse (FUJISHIMA, S et al., 1996; BOZZA et
al., 2007). A quimiocina CXCL-8 age principalmente recrutando neutréfilos, em cooperagao
as citocinas TNF-a e IL-1. Niveis elevados de CXCL-8 no plasma de pacientes com infec¢ao
por L.chagasi associam-se a forte efeito quimiotdtico, ativagdo de citocinas e efeito anti-
apoptose dos neutréfilos induzidos por Leishmania (PERUHYPE-MAGALHAES et al.,
2006).

Interleucina 12 (IL-12), também chamada fator estimulador de células natural killer, é o
principal mediador da resposta imune inata imediata e € critica para iniciar a sequéncia de
respostas envolvendo macréfagos, células NK, e linfécitos T citotoxicos, estimulando a

producdo de IFN-y. Conjuntamente, IL-12 e IFN-yagem na ativagdo de macréfagos que
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promoverdao a morte de micrébios fagocitados. IL-12 é uma importante ligacdo entre a
imunidade adaptativa e inata, pois induz a resposta Thl e exerce efeito regulatério sobre a
resposta Th2 pela producdo de IL-10, inibindo a produg@o de IFN-y através da supressdo da
sintese de IL-12 (BACELLAR et al., 2000). Foi demonstrado em experimento in vitro que,
na presenca de IL-12 a produgdo de IL-4 por linhagens de células era reduzida, enquanto a
producdo de IFN-y era exacerbada (MANETTI ez al., 1993). Outro experimento revelou que
a adicdo de IL-12 ou de anti-IL-10 pode restaurar a producdo de IFN-y em culturas de células
e que, inversamente, a neutralizacdo da cultura com anti-IL-12 ou receptores de IL-10 inibe a
producdo de IFN-y (BACELLAR et al., 2000). O efeito contra-regulatério de IL-10 sobre IL-

12 é de fundamentel importancia na modulagdo da resposta imune Th1/Th2.

Interferon-gama (IFN-y): Os interferons sao citocinas que participam da imunidade inata
precoce contra infeccdes virais e promove a imunidade celular contra microbios
intracelulares. IFN-y aumenta a atividade citotoxica de células NK, estimula o
desenvolvimento de células Thl e promove a ativacao de linfécitos pela sequestracao destas
células nos linfonodos. O IFN-y estimula a atividade microbicida contra amastigotas e
promastigotas de Leishmania em mondcitos humanos tanto pela via dependente de perdxido
de hidrogénio (MURRAY e CARTELLI, 1983) como pela via dependenete de 6xido nitrico
(FORGET et al., 2006) . IFN-y é capaz de induzir a producdo de TNF-a e de IL-1 pelos
mondcitos em resposta a infeccdo por Leishmania e também € capaz de abolir a inibicao de

IL-1 induzida pela infeccdo (REINER et al., 1990).

Interleucina 10 (IL-10) foi inicialmente caracterizada como citocina Th2, mas hoje se
reconhece que € uma citocina pleiotrépica, secretada por diferentes tipos de células, inclusive
macréfagos. IL-10 é um potente inibidor da resposta imune do hospedeiro, particularmente da
resposta de macréfagos e de células dendriticas ativados, e estd envolvida no controle das
reacoes da imunidade inata e da imunidade mediada por células. Esta citocina é produzida
durante a fase aguda da LV, concomitante a producdo de INF-y e de IL-6 (ANSARI et al.,
2006). A sintese de IL-10 contribui para a supressdo da atividade microbicida de IFN-y que
ocorre na infec¢do por L. chagasi (HOLADAY et al., 1993) através da supressdao de 1L-12 e
ainda exerce funcao inibitdria sobre a morte de Leishmania spp nos macréfagos mediada por
6xido nitrico. IL-10 estd ainda associada ao desenvolvimento da leishmaniose dérmica pos-

calazar em pacientes no Sudao (KHARAZMI et al., 1999).
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Interleucina 6 (IL-6): € uma citocina multifuncional que participa da imunidade inata e
da imunidade adaptativa e exerce efeitos sobre diferentes alvos celulares. E sintetizada por
células mononucleares, fibroblastos, e outras células em respostas a infeccdo e a outras
citocinas, notadamente IL-1 e TNF-o.. Na imunidade inata a IL-6 estimula a sintese de
proteinas de fase rdpida pelos hepatdcitos, estimula a producdo de neutréfilos pela medula
Ossea e age em concerto com os fatores de estimulagdo de coldnias. As células T naive
dependem de IL-6 para a sobrevivéncia no baco, linfonodos e durante a migracdo para a
circulacdo sanguinea (TEAGUE et al., 2000) e IL-6 € necessaria para desencadear e sustentar
ambas as respostas, TH1 e Th2 (SAMOILOVA et al., 1998). Verificou-se que os niveis de IL-
6 e de TNF-a estavam elevados durante a fase aguda e, por ocasifo das reativagdes de LV em
pacientes no Sudao, decresceram aos niveis de detec¢do apds o tratamento, mas ndo estavam
elevados em pacientes com leishmaniose dérmica pés-calazar. (VAN DER POLL et al.,

1995). A IL-6 pode estar relacionada a producdo aumentada de proteinas de fase aguda, a

hipergamaglobulinemia e a indu¢do de febre em pacientes com LV.

2.4. Interacdo Leishmania-hospedeiro

Os neutréfilos sdo as primeiras células a migrar para o local da infec¢do apds a
inoculagdo de promastigotas de Leishmania pelos flebotomineos, e desempenham papel
critico na resposta protetora precoce tanto por suas fungdes como células efetoras envolvidas
na morte dos parasitos como por sua acdo no desenvolvimento da resposta imune Thl
protetora (MCFARLANE er al., 2008). As formas promastigotas de Leishmania chagasi
fagocitadas convertem-se em amastigotas nos macréfagos da pele, e eventualmente se
disseminam para os fagdcitos mononucleares através do sistema reticuloendotelial
(AWASTHI et al., 2004) e a variedade de manifestacdes clinicas decorrentes depende da
habilidade que o parasito possui em evadir-se dos mecanismos de defesa através de complexa
interacdo com o hospedeiro (SAHA et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2006). A opsonizacdo de
promastigotas pelos fagdcitos mononucleares € inicialmente mediada pela via receptores de
complemento tipo 3 (CR3), receptores para glicosilacdo de produtos finais, receptores para
fibronectina e receptores da manose/frutose (AWASTHI et al., 2004). Uma vez desencadeada
a resposta imune do hospedeiro, complemento e anticorpos anti-Leishmania sao depositados
na superficie do parasito contribuindo para a adesdo via receptores de complemento 1 e 3
(CR1 e CR3) assim como pelos receptores de fixacdo de complemento (Fc) (PEARSON e

SOUSA, 1995). A ativacdo do complemento na superficie dos promastigotas de Leishmania
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parece ser um importante fator na infectividade do parasito em mamiferos, favorecendo a sua
adesdo e a invasdo de macrofagos via receptores de complemento (MINODIER et al., 1999;
ENGWERDA et al., 2004). As formas promastigotas fagocitadas pelos macréfagos sao
internalisadas nos fagolisossomos (AWASTHI et al., 2004) e a destruicdo dos
microorganismos fagocitados € mediada por metabdlitos toxicos do oxigénio, principalmente
6xido nitrico, peréxido de hidrogénio e superéxido anidonico (AWASTHI et al., 2004). Os
promastigotas necessitam superar os dois primeiros mecanismos de defesa do hospedeiro: a
lise pelo complemento e a destruicdo pelos fagdcitos, de forma a sobreviver e garantir a
conversdao em formas amastigotas e a sua posterior replicacdo (WEIGAND et al., 2004). Os
mecanismos da modulacdo das funcdes dos macréfagos incluem a inibicdo da resposta
oxidativa inicial, a neutralizacdo dos metabdlitos oxidativos, a inativacdo das enzimas
lisossomais, a manuten¢do de um pH constante no interior do fagolisossomo, a repressao de
producdo de citocinas envovidas na resposta inflamatéria, a inibicdo da capacidade do
hospedeiro em apresentar os antigenos do parasito aos outros componentes do sistema imune
e ainda a infestacdo dos macréfagos que tém atividade anti-Leishmania reduzida
(BERTHOLET et al., 2003; OLIVIER et al., 2005; WILSON et al., 2005). Em adicdo a estas
funcdes inibitorias, a Leishmania promove a produgdo de vérias moléculas imunossupressoras
como metabdlitos do acido aracddnico, e as citocinas fator transformador de crescimento-beta
(TGF-B) e IL-10 e age sobre mecanismos que alteram diversas vias de sinalizacdo celular do
hospedeiro (OLIVIER et al., 2005). Na fase inicial da infeccdo por Leishmania a enzima
oxido nitrico sintase tipo 2 (NOS2) exerce atividade antimicrobiana, controla a func¢do de
células natural killer e a expressdo de citocinas como IFN-y ou TGF-§ (BOGDAN et al.,
2000).

A imunidade contra Leishmania spp. requer a continua presenca do parasito e a
viruléncia do parasito parece estar intimamente relacionada aos constituintes da membrana
externa dos promastigotas, densa camada composta por moléculas ancoradas por glicosil-
fofatidil-inositol (GPI). Estas moléculas incluem proteinas como a protease de superficie gp63
e os proteofosfoglicanos, dos quais o mais abundante é o lipofosfoglicano (LPG). LPG esta
implicado em vérios estigios necessdrios ao estabelecimento da infeccdo em macréfagos e a
sobrevivéncia do parasito no inseto vetor. Cepas mutantes de L. major que ndo possuem LPG
e outros fosfoglicanos t€ém a capacidade de persistir indefinidamente em animais infectados
sem causar doenca (UZONNA et al., 2004). Por outro lado a gp63 auxilia a entrada e a
sobrevivéncia do parasito na célula hospedeira (AWASTHI et al., 2004).

A resolugdo da infec¢do por Leishmania em pessoas com doencga auto-limitada depende
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da producao de IFN-vy, IL-2 e IL-12 pelos linf6citos T CD4 do tipo Th1 (CARVALHO et al.,
1992). Supde-se, por outro lado que a resposta Th2, que envolve a produgdo de citocinas de
susceptibilidade como IL-4, IL-10 e TNF-o, na auséncia de IL-12, esteja exacerbada nos
casos de doenca progressiva (HEINZEL er al, 1989; GAMA et al., 2004). A resposta
significativa de IFN-y apds a soroconversdao estd associada a maior chance de que os
individuos permanecam assintomaticos ou evoluam com auto-resolu¢do da infeccio
subclinica (CARVALHO et al., 1992). Niveis mais elevados de IL-10 e de TNF-o foram
observados em pacientes com doenca aguda em comparacdo com pacientes
oligossintomaticos (GAMA et al., 2004).

Quando a resposta imune mediada por células Th1 estd reprimida, as células sanguineas
mononucleares deixam de produzir IFN-y e IL-2 e niveis elevados de IL-4 podem ser
detectados. A adic@o de anticorpos anti-IL-10 restaura a producdo de IFN-y e IL-2, indicando
o efeito supressor da IL-10 sobre a resposta de células T em pessoas com doenca ativa. Da
mesma forma a adi¢do de anti-IL-2 também tem efeito benéfico em infec¢des por L.major,
sugerindo que IL-2 seja outro fator de susceptibilidade a Leishmania. A resposta TH1 ndo estd
deprimida na LV, mas deve estar compensada pela auséncia de resposta aos estimulos TH1 ou
pelo incremento de citocinas antagonistas (ANSARI er al., 2006). Pessoas com infec¢ao
assintomdtica ou que foram submetidas a quimioterapia especifica eficaz desenvolvem
respostas protetoras do tipo Th-1 baseada na producao de IFN-y, IL-2 e IL-12 (ROBERTS,
2005) e na maior parte dos casos o teste cutaneo a leishmanina se torna positivo; contudo, a
doenca pode acontecer tempos mais tarde em situagdes de imunodeficiéncia (PEARSON e
SOUSA, 1995). Adicionalmente, a IL-10 e TGF- previnem a expansdo de células Thl e
inibem a conseqiiente ativa¢do de macréfagos pelo IFN-y (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998).
Foi documentado que TGF-B é produzido in vivo e in vitro durante a infec¢do por
Leishmania, e que tem importancia na progressdo da doenca em roedores (BARRAL-NETTO
et al., 1992). Esta citocina também estd elevada na medula 6ssea de pacientes com LV
(GANTT et al., 2003) e nos granulomas hepaticos de camundongos suscetiveis. Foi sugerido
que TGF-f secretado localmente inibe a resposta Th1 na LV murina (WILSON er al., 1998).

As citocinas IL-10 e IFN-y sdo fundamentais no desfecho da doenca e os altos niveis de
IFN-y e de IL-10 durante o periodo de atividade da LV continuam sendo um desafio para a
compreensdo da patogénese da doenca. Tem sido sugerido que a proliferagdo de linfécitos e a
ativacdo de macréfagos mediada por IFN-y podem ser reguladas pela IL-10 durante a doenca

ativa. E possivel que IL-10, com sua acdo supressora sobre a funcdo microbicida dos
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macrofagos, contribua para a patogénese da LV através da inibicao da ativacdo e do bloqueio
da atividade leishmanicida dos macréfagos do hospedeiro, o que favorece a instalacdo e
progressdao da doenca. (GHALIB et al., 1993; KARP et al., 1993; CARVALHO et al., 1994;
RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; BHATTACHARYYA et al., 2001; CALDAS et al., 2005;
PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006). Individuos com LV apresentam niveis mais
elevados de IFN-vy, IL-10 e IL-6 que os controles, estes niveis declinam apds o tratamento e
associam-se a ma resposta terapéutica. Este fato pode ser atribuido a regulacdo negativa do
receptor de IFN-y, IFN-yYR1, um possivel mecanismo pelo qual as drogas anti-Leishmania
atuam (DASGUPTA et al., 2003). Admite-se que tanto a citocina TNF-o como IL-6 aumenta
a expressdo do IFN-yR1 favorecendo a resolu¢do da LV (SANCEAU et al., 1992). Linfécitos
CD4 do tipo Th2 que produzem IL-4 e IL-5, mas ndo produzem IFN-y ou IL-2 foram
apontados como responsaveis pela progressao da doenca. A infeccdo dos macréfagos também
inibe as respostas dos antigenos do complexo maior de histocompatibilidade das classes Thl e
Th2 e estimula a secrec@o de prostaglandinas imunossupressoras pelos macroéfagos (ANSARI
et al., 2006). Os niveis de IL-10 e IFN-y sdo restaurados apds o tratamento, mas os niveis de
IL-6 tendem a permanecer elevados (ANSARI et al., 2006).

Em contraste com a idéia inicial de que as funcOes antagbnicas de IFN-y e IL-4
determinariam o desfecho final de infec¢do ou cura (ZWINGENBERGER et al., 1990;
KHARAZMI et al., 1999), estudos mais recentes enfatizam a importancia do balango entre as
duas citocinas reguladoras IL-12 e IL-10, criticas para a modula¢do imune durante a infec¢c@o
e durante a quimioterapia (BACELLAR et al., 2000).

Estudo realizado com pacientes com LV no Sudao revelou que a IL-10, IFN-y e IL-2 sdo
produzidas nos linfonodos durante a fase aguda da doenga, mas apenas IFN-y e IL-2
continuam sendo produzidas apds o tratamento (GHALIB et al., 1993).

Em estudo realizado em Bangladesh, os niveis séricos de IL-10, IL-12 e CXCL-8
estavam mais elevados em pacientes com infeccao por L.donovani em comparacdo aos
pacientes ndo infectados e os pacientes com doenca ativa apresentaram os mais altos niveis de
CXL-8 e de IL-10. Por outro lado, os pacientes assintomdticos e os pacientes ndo infectados
apresentaran niveis mais elevados de IL-12 (KURKIJIAN et al., 2006).

As células dendriticas s@o consideradas sentinelas do sistema imune, agem como
potentes células apresentadoras de antigenos, podem induzir a ativacdo de células T CD4+ e
sao fonte de diferentes citocinas como IL-10, IL-12 e IFN-y (AWASTHI et al., 2004). As

c€lulas dendriticas ativam células T por reconhecimento direto da Leishmania e s@o
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consideradas um elo importante entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa, capazes de

regular a imunidade nos estagios finais da doenca.

2.5. Imunopatogenia da leishmaniose visceral

Existe um ritmo diferenciado de parasitismo nos 6rgdos infectados em um mesmo
individuo infectado por Leishmania (SQUIRES et al., 1990). Os parasitos se multiplicam
rapidamente no figado nas primeiras semanas, enquanto o crescimento no bago € lento neste
periodo. No entanto, a multiplicacdo dos parasitos no interior dos granulomas hepaticos €
auto-limitada, enquanto a resposta esplénica apds a resolucdo hepdtica € mantida e
progressiva, sem formagao de granulomas, com destrui¢ao de foliculos de células dendriticas
e eventual perda dos centros germinativos (ENGWERDA et al., 2004; STANLEY e
ENGWERDA, 2007). O progressivo acometimento do baco € associado a altos niveis de
TNF que promove a destruicdo da zona marginal de macréfagos e das células do estroma
esplénico, enquanto IL-10 associa-se a deficiente migracdao de células dendriticas (VERESS
et al., 1977; KARP et al., 1993; MALLA e MAHAJAN, 2006; STANLEY ¢ ENGWERDA,
2007).

O baco aumenta em volume a medida que os foliculos linféides esplénicos sdo
substituidos por células mononucleares parasitadas. No figado hd marcada hiperplasia das
células de Kupffer. Fagécitos mononucleares infectados sdo ainda encontrados na medula
Ossea, linfonodos, pele, intestino delgado e outros 6rgaos (WILSON et al., 2005). No interior
das células os amastigotas se replicam por divisdo bindria, eventualmente rompendo a célula

hospedeira e disseminando-se para outras células.

2.6. Manifestacoes hematoldgicas e coagulacao na leishmaniose visceral

As manifestacdes hematoldgicas sdo comuns na LV e, junto as infec¢des bacterianas,
constituem os mais importantes fatores de risco para a morte (MARTINS er al., 1965;
PASTORINO et al., 2002; ABDELMOULA et al, 2003; WERNECK er al, 2003;
OLIVEIRA et al., 2006). As anormalidades mais freqiientemente relatadas incluem anemia,
leucopenia, plaquetopenia, sindrome hemolitica e alteragdes do sistema de coagulacio
sanguinea (AL-JURAYYAN et al., 1995; SINGH et al., 1999; KOTWAL et al., 2000;
MISHRA et al., 2004). E provével que tenham etiologia multifatorial, mas como as causas

ndo sdo claramente entendidas, a abordagem terapéutica preconizada para os pacientes que
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apresentam sangramentos em decorréncia da LV é empirica, inespecifica e pouco eficaz em
grande propor¢ao de casos.

A incidéncia das manifestacdes hemorrigicas varia em estudos realizados em diversas
regides: 7,1% na India (THAKUR, 1984), 8% na Albania (LITA et al., 2002) e 15% no Nepal
(SINGH et al., 1999), 36% em criancas no Paquistio (RATHORE et al., 1996) e 51% no
Suddo, em uma populacdo de refugiados, tendo a epistaxe como Unica apresentacdo, neste
pais (ZIJLSTRA et al., 1991). As descricdes de pacientes com LV no Brasil também mostram
grande variabilidade na incidéncia de hemorragias: 11,4% no Mato Grosso do Sul,
(OLIVEIRA et al., 2006), 28,2% em criancas com procedentes de vdrios estados do Brasil e
tratadas em Sao Paulo (PASTORINO et al., 2002), 11,4% em Pernambuco (QUEIROZ et al.,
2004), 9 e 16% no Cearda (REY et al., 2005; CAVALCANTE, 2007), 10,2% em Minas
Gerais(SILVA et al., 2001), e 20,7% em uma populacdo indigena no estado de Roraima
(GUERRA et al., 2004). Em Alagoas, em uma descri¢do de 530 pacientes, ndo ha referéncia a
sangramentos (PEDROSA e DA ROCHA, 2004) e outros estudos internacionais, apesar de
relatarem trombocitopenia na maior parte dos pacientes, nao fazem referéncia a sangramentos
(CAMPOS-JR., 1995; ABDELMOULA et al., 2003; HARMS et al., 2003; TANIR et al.,
2006).

Diversos mecanismos patogenéticos t€ém sido sugeridos para explicar os sangramentos
em pacientes com LV, mas restam indmeras indagacOes e incertezas sobre os reais
condicionantes dos distirbios da coagulacdo sanguinea que se apresentam na LV. A
plaquetopenia observada na maior parte destas pessoas pode ser decorrente de
hiperesplenismo ou disfun¢do da medula 6ssea (KOTWAL ez al., 2000), mas ndo existe
evidéncia de que estes distdarbios da homeostasia possam resultar de transtornos da
mielopoiese (PIPPARD et al., 1986; POLLACK et al., 1988). De todo modo, a plaquetopenia
explica apenas uma fracdo dos distirbios da homeostasia e hd grande controvérsia com
respeito ao limite minimo do nimero de plaquetas necessério a hemostase. Foi observado que
pacientes com menos de 10.000 plalquetals/mm3 podem ter hemostase perfeita e que o maior
risco para sangramento nestes pacientes ocorre quando outros fatores, como anormalidades do
sistema fibrinolitico, associam-se a trombocitopenia (GEORGE, 2004). Ademais, a contagem
das plaquetas no sangue periférico é um indice imperfeito do ndmero total de plaquetas que o
individuo possui, pois pode estar subestimada por ndo avaliar o ndmero de plaquetas
seqiiestradas em sitios de sangramento e no bago ou superestimada na presenga de
fragmentacdo de hemdcias decorrente de doencgas sistémicas como € descrito na leucemia

(VAN DER MEER et al., 2003).
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As alteracdes da coagulacdo podem ainda estar relacionadas a deficiente producio
hepdtica de fatores de coagulacdo, mas insuficiéncia hepatica ou hepatite fulminante sdo
eventos raros em pacientes com LV que apresentam sangramento (SINGH et al., 1995;
BARANWAL et al., 2007). As alteracdes histopatologicas do figado na LV ndo tém um
padrao uniforme, e geralmente a repercussdo clinica € discreta. Os padrdoes mais
frequentemente descritos sdo a hipertrofia e hiperplasia do sistema reticulo-endotelial, as
vezes com intenso parasitismo das células de Kupffer, infiltrado portal por macréfagos,
linfécitos e células plasmaéticas e discretas alteracdes dos hepatocitos (DUARTE e
CORBETT, 1987; KHALDI et al., 1990; EL HAG et al., 1994). Estudos da funcdo hepatica
envolvendo amostras suficientes de pacientes sdo necessdrios para que se conheca melhor a
importancia dessas alteracdes na génese dos sangramentos.

Hemofagocitose (GAGNAIRE et al., 2000) e diseritropoiese (WICKRAMASINGHE et
al., 1987) tém sido descritas com mais raridade, uma vez que o exame histolégico da medula
dssea ndo faz parte da rotina diagndstica de muitos centros nas dreas de maior endemicidade.
Como estas manifestagdes, apesar de sinalisar para maior gravidade da doenga, podem se
reverter apds o tratamento especifico da leishmnaiose, a sua incidéncia pode ser subestimada.

E possivel, enfim, que a coagulopatia na LV tenha mecanismos patogenéticos
semelhantes aos mecanismos envolvidos na coagulacdo intravascular disseminada (CID)
observada em pacientes com sepse bacteriana. A CID tem sido descrita em casos isolados ou
pequenas séries de casos associada a LV e tem sido geralmente percebida como uma rara
complicacdo da LV (BLOUNT et al, 1980; CHALIASOS et al., 1996; MISHRA et al.,
2004). Contudo, um estudo dos marcadores da CID envolvendo 45 criancas com LV na
Geodrgia concluiu que 43 (95,6%) delas apresentavam niveis elevados de dimero D no sangue
e que 36 (80%) apresentavam complexos soliveis de monomeros de fibrina detectdveis,
indicando que a ativagdo da coagulacdo sanguinea estava presente na maioria destes
pacientes. Estes produtos associaram-se significantemente com a gravidade da doenga, com a
ocorréncia de sangramentos e com o nimero de plaquetas no sangue periférico (LOMTADZE

et al., 2005).
2.7. Coagulacao intravascular disseminada
A CID ¢ caracterizada por hiperativacdo do sistema de coagulacdo e da fibrind6lise que

resulta em formacdo de trombina e plasmina. A trombina degrada o fibrinogénio e forma

monomeros de fibrina que rapidamente se polimerizam para formar o codgulo. A atividade
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fibrinolitica estd deprimida e a deposicdo de fibrina na microcirculacdo leva a trombose
microvascular em 6rgdos alvo. A conseqiiente redu¢do no nimero de plaquetas, o consumo de
proteinas da coagulacdo e a liberacdo de peptideos e de complexos inibidores de enzimas
levam ao sangramento; por isso, tanto o sangramento como a coagulopatia podem ocorrer
simultaneamente. (HORAN e FRANCIS, 2001; TOH, 2001; DEMPFLE, 2002; HOOTS,
2002). Tanto a ativacdo da coagulacdo como a inibi¢do da fibrindlise sdo reguladas pelas
citocinas TNF-a, IL-1f, IL-6. Estas citocinas tém papel fundamental na expressdao do FT nos
mondcitos e nas células endoteliais e contribuem significantemente para o equilibrio
hemostatico em situacdes fisioldgicas ou patoldgicas (GRIGNANI e MAIOLO, 2000).

A ativagdo do sistema de coagulacdo pode resultar em diferentes condi¢des clinicas
descritas como CID aberta e CID ndo aberta. Apds um estimulo inflamatério, a hemostase €
temporariamente perdida, as células reticulo-endoteliais sdo ativadas e o endotélio vascular é
alterado e a hemostase € refeita. No entanto, em algumas situacdes extremas, as células
reticulo-endoteliais e o endotélio ndo podem restabelecer o equilibrio e, ao invés disto, podem
amplificar sua propria disfuncdo. A competi¢cdo entre a deposi¢do de fibrina e a sua remogado
pela fibrindlise promove dano a microvasculatura e este estado de total perda dos processos
regulatérios € chamado CID aberta. Quando certo grau de equilibrio ainda existe entre
coagulacao e fibrindlise, diz-se que a CID € ndo aberta. A progressdo de um estado de CID
ndo aberta para CID aberta se faz pela amplificacio da vias inflamatérias em resposta a
estimulos diversos, envolvendo a atividade inflamatdria sist€émica. Contudo, os limites que
separam estas duas condicoes sao imprecisos (HOOTS, 2002).

O conhecimento do papel da inflamacdo na ativacdo do sistema de coagulacio e na CID
vem de estudos sobre sepse, doengas neopldsicas e traumas. Nestas situacOes a resposta
inflamatéria induz a liberacdo maci¢ca de mediadores pré-inflamatdrios como fator inibidor da
migracdo de macréfagos (MIF) e proteina high-mobility group box-1(HMGB1), TNF-a, IL-
1B, IL-6 e CXCL-8 (BOCHUD e CALANDRA, 2003; WEIGAND et al., 2004). Esta
resposta inflamatdria exagerada provoca danos tissulares, alteracdes hemodinamicas, faléncia
de multiplos 6rgdos e morte.

A fisiopatologia da CID na sepse envolve uma cascata de reacdes onde o TNF-q parece
ser o mais potente mediador agindo sinergicamente com outros produtos ativos liberados
pelas células do hospedeiro. O estimulo pro-coagulante do TNF-o sobre o mecanismo de
hemostasia foi hd muito descrito, sugerindo que esta citocina possa ser um importante

mediador de certos estados de hipercoagulabilidade humana (BAUER et al., 1989) . Assim, a
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identificacdo de TNF-o¢ como um importante mediador do choque séptico sugere que a
sindrome séptica € um exemplo de resposta exagerada do sistema imune ao patégeno invasor
ou ao estimulo antigénico. A ativacdo do sistema de coagula¢do com a liberacdo de TNF-q,
IL-1, IL-6 e varios fatores de estimulacdo de colonias celulares sdo produzidas minutos ou
horas apds o contato do lipopolissacarideo (LPS) da membrana bacteriana com as células de
defesa como os macréfagos e mondcitos. No entanto, as citocinas podem ser liberadas em
infec¢des parasitdrias ou em infeccdes por bactérias gram-positivas, e ndo sdo, portanto,
especificas das infeccdes causadas por bactérias gram-negativas (BONE et al., 1992).

O endotélio exerce papel central na patogénese da sepse, ndo s6 porque € capaz de
secretar citocinas e influenciar a cascata inflamatéria, mas porque estd em contato com
grandes quantidades de mediadores inflamatérios. Assim, é provavel que a patogénese da
sepse seja conseqiiente a disfuncdo do endotélio (HACK e ZEERLEDER, 2001) e de seus
efeitos procoagulantes, vasoconstritores e proinflamatérios (CINES et al., 1998). As células
endoteliais vasculares respondem as citocinas expressas e liberadas pelos leucécitos ativados,
mas elas proprias também podem liberar citocinas, ampliando assim a resposta de coagulagdo.
Dessa forma, as células endoteliais expressam moléculas de adesdo e fatores de crescimento
que podem, ndo s6 promover a resposta inflamatéria como também afetar a resposta de
coagulacdo. As células endoteliais podem ainda interferir diretamente na iniciacdo e na
regulacdo da deposi¢do e remocao de fibrina durante a infec¢ao grave. (BICK, 1996; HOOTS,
2002). A remocgao de fibrina fica diminuida pela supressdo do sistema fibrinolitico, quando o
sistema de coagulacdo estd ativado, contribuindo para a deposicdo de fibrina na
microvasculatura (HORAN e FRANCIS, 2001; DEMPFLE, 2002).

O sistema de fase de contato (via intrinseca), apesar de também estar ativado, nao
contribui para a formagao exagerada de fibrina, mas sim a expressdo do fator tecidual (FT)
nos mondcitos (ZEERLEDER et al., 2005). A ativagdo da coagulacio na sepse se faz, assim,
a custa de trombina mediada pelo fator de crescimento tecidual (TF) e simultaneamente pela
depressao de mecanismos inibitdrios como os sistemas de proteina C e de proteina S que
aumentam a vulnerabilidade do organismo as reacdes inflamatdrias. A inibi¢do da trombdlise
enddgena se deve principalmente aos altos niveis de inibidor do ativador de plasminogénio
(PAI) (LEVI et al., 2003). Em todos os niveis do sistema de coagulagcdo ativada, as vias
naturais de anticoagulantes estdo prejudicadas, e como conseqiiéncia, sdo incapazes de conter
a formacao progressiva de trombina.

A capacidade anticoagulante estd gravemente reduzida durante os estados de CID e a

fibrindlise estd inibida em oposi¢do a ativacdo maci¢ca da coagulacdo levando a formacdo
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exagerada de fibrina e trombose microvascular que pode causar danos isquémicos aos 6rgaos.
Este estado de comprometimento clinico sistémico € conhecido como faléncia multipla de
orgdos (multiple organ dysfunction syndrome- MODS). Pensava-se inicialmente que a
ativacdo sistémica se desse como resultado direto da ativacdo do sistema de contato pelos
microorganismos ou endotoxinas. No entanto, a partir dos anos 1990 ficou claro que este
desarranjo entre coagulagdo e fibrindlise € mediado por diferentes citocinas proinflamatérias
que atuam como mediadoras da ativagdo da coagulacdo e subseqiientemente da deposicao de
fibrina (GRIGNANI e MAIOLO, 2000; BICK, 2003; LEVI et al., 2003).

O fator tecidual (FT) € uma proteina expressa na superficie de células que normalmente
ndo estdo em contato com o plasma, como fibroblastos e macréfagos e € o principal iniciador
da formacdo de trombina mediada por inflamagao. Forma solivel de FT pode ser detectada
em altos niveis no plasma de individuos com CID. As diversas citocinas proinflamatdrias, a
proteina C reativa e os produtos de glicoliza¢do avangada exercem agdo sinérgica ao induzir a
formacdo de FT. As células endoteliais também podem expressar FT quando estimuladas. O
FT também pode ser encontrado na superficie de células polimorfonucleares no sangue, mas
nao é provavel que estas células sejam capazes de secretar o FT (LEVI, TEN CATE et al.,
2002).

Quando o plasma é exposto ao FT expresso na superficie de células, a coagulacido se
inicia fora dos vasos sanguineos lesados. O FT interage com o Fator VII tanto na forma de
zimogénio como na forma ativada (Fator VIIa). O complexo FT-Fator VIla cataliza a
conversdo de fatores IX e X em IXa e Xa. Os fatores IXa e Xa exacerbam a ativacdo de
fatores X e protrombina, promovendo a conversio desta em trombina. As pequenas
quantidades de trombina formadas ativam o Fator V e o Fator VIII. O Fator Va aumenta a
capacidade do Fator Xa ativar a protrombina. A producio de trombina pela via FT-Fator VIla
¢ rapidamente interrompida pela via inibidora do fator tecidual (tissue factor pathway
inhibitor- TFPI). No entanto, o complexo FT-Fator VIIa também ativa o Fator IX que junto
com o Fator VIII é também capaz de ativar o Fator X exacerbando a formagado de trombina. A
trombina promove a quebra do fibrinogénio em mondmeros de fibrina (MF) e ativa o Fator
XIII que se liga aos MF para formar o codgulo. Em algumas condicdes a trombina formada
pela via FT-Fator VIla amplificada pelo Fator IX e pelo Fator VIII ainda € insuficiente para se
sobrepor a fibrindlise e entdo uma via alternativa ativa Fator XI em Fator Xla que
adicionalmente ativa Fator X e o Fator Xa induz a formacdo de mais trombina. O excesso de
trombina formada por esta via ativa o inibidor de fibrinélise ativado por trombina (thrombin-

activatable fibrinolysis inhibitor — TAFI) que inibe a ligagdo do plasminogénio a fibrina com
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conseqiiente inibicao da fibrindlise (ZEERLEDER et al., 2005).

Os mecanismos anticoagulantes deprimem o sistema de coagulacio através da inativacao
da trombina pela antitrombina, com formagao de complexos trombina-antitrombina. Além
disto, a trombomodulina (TM) expressa nas células endoteliais neutraliza a acgado
procoagulante da trombina. O complexo trombina-TM ativa a proteina C (PC) que,
potencializada pela proteina S, aumenta a fibrindlise. A ativagdo do sistema fibrinilitico induz
a formacao de plasmina que degrada a fibrina (ZEERLEDER et al., 2005).

A descompensacdo entre os sistemas de coagulacdo e anticoagulagdo resulta em
obstrucdo difusa da rede microvascular e disfungc@o progressiva dos O6rgados, levando a
insuficiéncia renal, SARA, hipotensao e faléncia circulatéria (BICK, 2003).

A interacdo entre inflamacdo e coagulagdo na LV é pouco estudada e muito do
conhecimento que se tem sobre a CID vem de estudos realizados em pacientes com sepse
bacteriana. O termo sepse se aplica a resposta inflamatdria sistémica decorrente de infec¢ao
(BONE et al., 1992). Embora as infecgdes por bactérias gram-negativas fossem a principal
causa de CID associada a sepse, a importancia das bactérias gram-positivas aumentou nas trés
ultimas décadas e hoje respondem por metade dos casos. Diversas outras condi¢des sao
associadas a CID, como trauma, neoplasias, doengas obstétricas, hepdticas, autoimunes,
vasculares e outras infec¢des graves incluindo infeccdes virais, flingicas e parasitarias (BICK,
2003). Cita-se como exemplos as descricoes de CID em pacientes com dengue
(KRISHNAMURTI et al., 2001), com maldria (FRANCISCHETTI et al., 2008) e com febre
hemorragica de Crimeia-Congo (ERGONUL et al., 2006).

Este trabalho objetivou o estudo das apresentagcdes clinicas da LV, dos distirbios da
coagulacdo, da resposta inflamatdria sist€émica e dos fatores associados a morte. Partiu da
hipétese de que os pacientes com LV apresentam ativacdo da coagulacdo mediada pela
resposta inflamatéria e que podem evoluir com CID. Traz, como proposta, um sistema de
escores para predicao de morte baseado em informacdes facilmente acessiveis a admissao do

paciente e que pode ser util para orientar as decisdes médicas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Analisar os fatores clinicos e laboratoriais que se associam aos distirbios da

coagulacao, a resposta inflamatdria sistémica e a morte em individuos com LV.

3.2. Objetivos especificos:

1. Analisar as caracteristicas clinicas dos pacientes com LV.

2. Analisar os fatores de risco para a morte nestes pacientes.

3. Comparar as caracteristicas clinicas e os fatores de risco para a morte entre criangas
com menos de dois anos de idade e outras idades.

4. Avaliar o estado nutricional de pacientes com LV

5. Comparar as caracteristicas clinicas de individuos com LV que apresentam e que nao
apresentam sangramentos.

6. Caracterizar laboratorialmente os disturbios da coagulacdo e avaliar a presenca de
coagulacao intravascular disseminada em individuos com LV.

7. Avaliar a resposta imune celular em individuos com LV com e sem sangramento.

8. Construir modelo de progndstico, baseado em um sistema de escores clinicos e
laboratoriais, para avaliar o risco de morte em pacientes com LV.

9. Identificar possiveis alvos moleculares para tratamento e prevenc¢dao da morte em

pacientes com LV.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1. Area geografica do estudo

O estudo foi conduzido em Teresina, capital do Estado do Piaui, localizada na Regido
Nordeste do Brasil. A cidade esta localizada a 339 Km do litoral, 72m acima do nivel do mar,
a 05° 05° de latitude sul e 42° 48 longitude oeste. O clima é tropical com temperatura média
anual de 27° C (variagdo de 22 a 39° C). A populagdo estimada pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica para o ano 2008 foi 793.915 habitantes (BRASIL, 2008). Teresina esta
conurbada com a cidade maranhense Timon, separadas apenas pelo Rio Parnaiba. Teresina
estd situada em importante entroncamento rodovidrio regional e nacional, é centro politico, de
comércio e de servicos para uma grande drea de influéncia nas Regidoes Nordeste e Norte, atua
como receptora de fluxos populacionais e representa importante referéncia em satide na regido
(PIAUL, 1994).

Raros e esporddicos casos de LV ocorriam em Teresina até que a primeira epidemia
urbana do Brasil foi registrada entre 1981 e 1986 com aproximadamente 1000 casos
detectados (COSTA et al., 1990). Os niveis epidémicos t€m oscilado desde entdo, com
numerosos casos nos periodos inter-epidémicos. A taxa de letalidade é crescente desde o ano
2002 oscilando atualmente entre sete e 9 %, com acometimento de grande proporcdo de
criancas menores de cinco anos de idade, provenientes da populacdo local, de outras
localidades do Piaui e de outros estados, principalmente do Maranhdo (WERNECK et al.,
2003; BRASIL, 2007)

4.2. Local da pesquisa

O trabalho foi realizado no Instituto de Doencas Tropicais Natan Portella (IDTNP),
hospital geral da Secretaria Estadual da Satide do Piaui conveniado com a Universidade
Federal do Piaui. O IDTNP ¢é referéncia em doencas infecciosas e parasitarias para o Piaui e
para estados vizinhos, tem capacidade de 137 leitos, 50 deles destinados a pediatria. Dispde
de servico de pronto-atendimento para doengas infecciosas, unidade de terapia intensiva e
servico de ambulatério especializado em infectologia. Possui boa logistica para captagcao de
pacientes e infra-estrutura para o diagndstico e o tratamento das doencas mais prevalentes.

Possui um laboratério de andlises clinicas com servicos de microbiologia, micologia e
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parasitologia e um laboratdrio de pesquisas em leishmanioses capacitado a realizar técnicas de
entomologia, parasitologia, sorologia e biologia molecular.

Aproximadamente 400 pacientes com LV sdo admitidos anualmente no IDTNP, o que
representa 95% dos casos notificados no Estado. Destes pacientes, 50% em média, sao
provenientes de outros estados da federacdo como Maranhdo, Pard, Tocantins, Ceara. Os
pacientes procedentes do Piaui tém residéncia nos diversos municipios € apenas uma pequena
parcela provém de Teresina. Um bloco de enfermarias foi adaptado para receber pacientes
com LV, de forma a padronizar condutas e viabilizar projetos de pesquisa. Todos os médicos

assistentes possuem experiéncia em diagnosticar e tratar pacientes com LV.

4.3. Consideracoes éticas

O estudo foi conduzido em conformidade com os preceitos fundamentais da Resolucio
do Conselho Nacional de Satide-CNS 196/96 que trata das Diretrizes e Normas de Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos (BRASIL, 1996), da Resolucao do Conselho Nacional de Satide-
CNS 347/05 que trata da Anélise Etica de Projetos de Pesquisa que Envolva Armazenamento
de Materiais ou Uso de Materiais Armazenados em Pesquisas Anteriores (BRASIL, 2005a),
da Declaracdo de Helsinque (WHO, 1996), do Informe Belmont (NATIONAL, 1988), das
Recomendacdes Eticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas Envolvendo Sujeitos
Humanos (WORLD, 1993) e das recomendacdes para o tratamento da LV no Brasil
(BRASIL, 2003; 2005b). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Piaui em vinculagdo com a Universidade Federal de Minas Gerais.
Todos os pacientes incluidos no estudo, ou seus responsdveis, assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (anexo 1)

Os riscos adicionais pela participagdo dos voluntarios neste estudo foram considerados
aceitdveis, uma vez que as intervencdes necessdrias (radiografia do térax, coleta de sangue
periférico, medula 6ssea e urina) fazem parte da rotina de investigagdo diagndstica do
paciente com hipétese diagndstica de LV no IDTNP. O volume adicional de sangue periférico
necessario para exames complementares a pesquisa foi de 3 mL. Por outro lado, ndo houve
modificagdo nas recomendacdes terapéuticas ou interferéncia sobre as decisdes médicas com
a finalidade desta pesquisa, uma vez que todas as etapas do estudo foram observacionais. Os
sujeitos do estudo ndo tiveram beneficios diretos pela sua participagdo nesta pesquisa,
entretanto eles podem ter sido beneficiados indiretamente através da atencdo durante o

periodo de hospitalizacdo, como a rapidez do diagnéstico e da deteccao de complicagdes.
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4.4. Delineamento do estudo
4.4.1. Desenho do estudo

Foi conduzido um estudo de coorte prospectivo, observacional e analitico, baseado em
hospital, com dois estudos caso-coorte. Adquiriu caracteristica de estudo transversal quando
ndo se podia distinguir a seqiiéncia temporal entre as varidveis. A entrada dos pacientes foi

feita de forma nao probabilistica e consecutiva.

4.4.2. Populacao de estudo

Uma populacio e trés sub-populacdes de estudo foram assim constituidas:

1. Estudo clinico geral e estudo de modelo de progndstico: pacientes portadores de LV,
com informagdes clinicas e laboratoriais suficientes foram incluidos entre setembro de 2005 e
agosto de 2008.

2. Estudo clinico de lactentes: populacao de criancas até dois anos de idade contida na
coorte do estudo clinico.

3. Estudo caso-coorte para avaliacdo da coagulacdo sanguinea: populacdo de pacientes
selecionados aleatoriamente a partir da populagdo do estudo clinico

4. Estudo caso-coorte da resposta inflamatéria: populacdo de pacientes selecionados

aleatoriamente a partir da populacdo do estudo para avaliagdo da coagulacdo sanguinea.

442.1. Populagdo do estudo clinico geral

4.4.2.1.1. Critérios de inclusdo

A coorte do estudo clinico foi composta por pacientes de ambos os sexos e de todas as
idades, sintomaticos, ndo tratados e sem historia prévia de LV, admitidos no IDTNP de agosto
de 2005 a setembro de 2008 com hipétese diagndstica de LV e submetidos a pungdo de
medula éssea para pesquisa de amastigotas. Pacientes atendidos em nivel ambulatorial foram
considerados elegiveis para o estudo na possibilidade de acompanhamento até o final do
tratamento. A puncdo de medula Ossea para a pesquisa de formas amastigotas nio foi
solicitada com a finalidade exclusiva de pesquisa e nos casos em que o diagndstico foi

realizado sem a necessidade de confirmacdo parasitolégica no IDTNP, os pacientes foram
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considerados inelegiveis.

4.4.2.1.2. Critérios de exclusdo

Os pacientes sem confirmac¢do laboratorial de LV e os pacientes com confirmagao
sorolégica, mas sem confirmacdo parasitolégica, que tenham recebido diagndstico
substitutivo de outra doenga com manifestacdes clinicas semelhantes foram excluidos do
estudo. Diagnésticos por reacdo em cadeia de polimerase ou por teste imunocromatografico
ndo foram considerados para a finalidade deste estudo por ndo estarem autorizados para o

diagnéstico da LV, na época.

4.4.2.1.3. Definicoes

Foi considerado sintomético o paciente que apresentasse febre, esplenomegalia,
emagrecimento ou palidez.

A duragdo da doenca foi o intervalo de tempo entre o inicio dos sintomas € o
diagnéstico. Quando a data do inicio dos sintomas ndo podia ser determinada com precisdo, a
média entre as duas datas mais extremas informadas foi aceita como a data do inicio dos
sintomas.

A presenca de sangramento foi averiguada pela anamnese e exame fisico. Informagdes
verbais sobre hemorragia digestiva, epistaxe ou hemoptise foram consideradas evidéncias
suficientes da presenca de sangramento. Contudo, as informacdes sobre petéquias, equimoses,
sangramentos nos locais de puncao venosa foram confirmadas durante o exame fisico didrio.
Nao se considerou a informacdo verbal de sangramento urindrio pela possibilidade de
confusdo com coldria ou urina concentrada. Considerou-se sangramento urindrio a presenca
de mais de 15 hemdcias por campo na andlise do sedimento urindrio. A hematiria
microscépica com menos de 15 hemadcias por campo e o sangramento intestinal oculto nao
foram aceitos para a defini¢do do sangramento pela possibilidade de confusdo com infec¢do
do trato urindrio, nefrite intersticial, enterites ou intolerancias alimentares.

Pneumonia foi definida pela presenca de febre ou tosse associadas a dispneia, estertores
pulmonares ou tiragens confirmada por radiografia simples ou por exame tomografico do
térax. Opacidades alveolares ou intersticiais foram consideradas imagens sugestivas de
pneumonia. Os pequenos derrames pleurais, granulomas ou estrias fibréticas ndo associados a

opacidades foram desconsiderados.
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A leucopenia foi definida por leucdcitos abaixo de 4.500/mm3 e a plaquetopenia, por
contagem de plaquetas abaixo de 150.000/mm3. Ja a anemia foi definida como hemoglobina
abaixo de 11 g/dL em criancas com menos de cinco anos de idade; abaixo de 11,0 g/dL, em
criangas entre cinco e dez anos de idade; abaixo de 12 g/dL, em mulheres acima de dez anos
de idade; e abaixo de 13,0 g/dL, em homens acima de dez anos de idade (NICHOLSON e
PESCE, 1996; BEUTLER e WAALEN, 2006).

Considerou-se insuficiéncia renal a taxa de filtracdo glomerular abaixo de 60
mL/min/m?, calculada pelo método de Cockcroft-Gault para adultos e criancas com mais de
12 anos de idade (GOLDMAN e AUSIELLO, 2008) e pelo método de Schwartz para criangas
com menos de 12 anos de idade (Hogg, Furth et al., 2003)

Foram consideradas evidéncias de infeccdo bacteriana as culturas e bacterioscopias
positivas para germes ndo colonizadores habituais, a presenca de mais de 10 pidcitos/campo
no exame do sedimento urindrio, a presenca de impetigo, celulite ou imagens radioldgicas ou
tomograficas compativeis com infec¢do. Infec¢des bacterianas com aparecimento apds o
terceiro dia da internac@o foram consideradas infec¢des hospitalares.

O conceito de Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SRIS) foi adaptado para o
paciente com LV, visto que sinais definidores desta sindrome como a presenga de febre,
taquicardia, leucopenia, e plaquetotopenia sdo frequentemente encontrados em pacientes com
LV. De forma diferente, em pacientes com LV, a contagem de leucdécitos e de plaquetas no
sangue periférico estdo, quase sempre, abaixo dos niveis considerados normais, mesmo na
auséncia de infecdo bacteriana associada. Sinais definidores mais sensiveis como o débito
urindrio, a variagdo da pressdo arterial e da concentracdo dos gases arteriais ndo estavam
disponiveis para muitos pacientes e por isto ndo foram consideradas condi¢des essenciais para
a defini¢do de sepse no paciente com LV. Assim, foi considerada SRIS a presencga de pelo
menos um dos sinais a seguir: sinais de hiperventilagao (freqiiéncia respiratéria elevada para a
idade ou PaCO; < 32 mmHg), sinais de hipoperfusdo tecidual (PaO, /FiO, < 300), saturacdo
venosa de oxigénio < 70%, cianose ou disfun¢do organica caracterizada por acidose latica,
oliguria, alteracdo do nivel de consciéncia. Nao se tentou diferenciar sepse e sepse grave. A
presenca destes marcos sem a evidéncia de infec¢dao bacteriana foi denominada sepse nao
bacteriana e a presenca destes marcos com a evidéncia de infeccao bacteriana foi denominada
sepse bacteriana. (RIEDEMANN et al., 2003).

Considerou-se evidéncia laboratorial de LV a reac@o de imunofluorescéncia indireta com
diluicdes iguais ou superiores a 1/80, a visualizacdo direta de formas amastigotas ou a

identificacdo de formas promastigotas em meio de cultura (BRASIL, 2003).
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4.4.22. Populacgdo do estudo clinico de lactentes

O subgrupo da coorte do estudo clinico geral composto pelas criangas até dois anos de

idade formou a populagdo do estudo clinico dos lactentes.

4.4.23. Populagdo do estudo para a avaliacao da coagulacdo sanguinea

O estudo caso-coorte para avaliagdo da coagulacdo sanguinea foi retirado, por
aleatorizacdo, da coorte de pacientes com LV. Foram excluidos desta andlise os pacientes com
histéria de dengue nos tultimos 30 dias, histéria de uso de 4cido acetil-salicilico ou outras
drogas anticoaguantes nos dltimos 10 dias, e qualquer patologia anterior ao diagndstico da
LV, como doencas hematopoiéticas ou neoplédsicas. Também ndo foram incluidos no estudo
caso-coorte os pacientes que tivessem recebido antibidticos, drogas anti-Leishmania ou
hemoderivados antes da coleta da amostra de sangue para os exames laboratoriais. Os
pacientes com HIV/AIDS foram incluidos.

Foram considerados casos os pacientes incluidos na coorte e que apresentaram
sangramento de qualquer intensidade em pelo menos um sitio no periodo da doenga anterior a
admissdo e durante a hospitalizacdo.

Foram considerados controles os pacientes incluidos na coorte e que ndo apresentaram
qualquer sangramento até a alta hospitalar.

Previu-se que o paciente incluido no grupo controle que evoluisse com sangramentos
posteriores seria transferido para o grupo de casos, contudo este fato ndo ocorreu na amostra

selecionada.

44.24. Populacdo do estudo para a avaliacao da resposta inflamatdria

Os pacientes para o estudo da resposta inflamatéria foram selecionados por aleatoriza¢ao

sem restricdes a partir da populagdo do estudo para avaliagdo da coagulac@o sanguinea. Esta

aleatorizacdo foi realizada em um s6 tempo, sem divisdo por grupos de casos e controles

4.4.3. Mensuracdo da exposi¢ao

4.4.3.1. Pacientes
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Cada paciente incluido no estudo foi submetido a anamnese e ao exame fisico por
médico envolvido na pesquisa, de acordo com questiondrio estruturado (Anexo 2) nas
primeiras 48 horas da internacdo, independente de confirmacdo prévia da doenca. Os
pacientes foram examinados pelo menos uma vez ao dia pelo médico assistente e as anotacdes
contidas nos prontudrios foram aceitas como informagdes sobre a evolucdo. A pressao arterial
e as freqiiéncias cardiaca e respiratéria foram aferidas uma vez ao dia, e a temperatura axilar
foi aferida quatro vezes ao dia em horérios predeterminados e em outros horarios se houvesse
percepcao de febre ou de hipotermia.

Peso e estatura foram aferidos no momento da admiss@o hospitalar. O peso foi medido
em balanca pediatrica ou balanga-plataforma, quando indicadas. A medi¢ao do comprimento
das criancas de zero a 24 meses foi realizada com o bebé& em dectbito dorsal sobre superficie
plana e com o auxilio de régua antropométrica. J4 a medicdo da altura de criangas com mais
de dois anos de idade foi feita com o paciente em decubito supino em balanga plataforma com
antropdmetro. Em poucos casos, quando o paciente ndo podia assumir o dectbito supino, os
dados informados com seguranga pelo paciente ou por seus acompanhantes foram aceitos.
Quando havia informacdes sobre o peso anterior a doenga, o percentual de peso corporal
perdido foi calculado.

O bago foi medido em sua maior extensdo a partir do bordo costal esquerdo na linha
mamilar esquerda, em dire¢do a ponta esplénica. O figado foi medido a partir do bordo costal
direito, na linha mamilar direita, no sentido cranio-caudal. Como a extensao € o volume de
um Orgdo apresentam relacdo direta com o peso e com a estatura do individuo, as dimensdes
do baco e do figado foram corrigidas pela sua proporcionalidade com a superficie corpodrea,

de acordo com a seguinte expressao:

Bacgo comigido = extensdo do bago (cm) / superficie corporal (m?)

Figado comigido = extensdo do figado (cm) / superficie corporal (m?)

A superficie corporal foi calculada pela férmula de Dubois & Dubois, onde:

Superficie corporal = [(peso*4)+7] / (peso+90) (WANG et al., 1992)
4.43.2. Procedimentos

O hemograma foi solicitado no momento da admissdo e amostras de sangue e de medula
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Ossea para a complementacdo da investigacdo laboratorial foram providenciadas apds o
resultado do hemograma, geralmente nas primeiras 48 horas da internacdo. As amostras de
sangue foram colhidas por puncdo de veia periférica em frascos estéreis e secos ou contendo
antigoagulantes (4cido etilenodiaminotetracético-EDTA e citrato de sédio de sédio 3,2%). O
soro foi obtido apds a coagulacdo do sangue a temperatura ambiente e centrifugacido a 3000
rotacdes por minuto (rpm) por 5 minutos ap6s 30 minutos da coleta. O plasma foi separado
por centrifugacdao imediata do sangue citratado a 3.000 rotagdes rpm, por 15 minutos. Todo o
material foi armazenado em aliquotas a -70°C até a sua utilizacdo. AS amostras de plasma
foram armazenadas por periodo maximo de seis meses € as amostras de soro por periodo
maximo de 12 meses, até a realizac@o dos testes.

A puncao aspirativa de medula ssea para a pesquisa direta e para cultura de Leishmania
e o teste soroldgico foram realizados apds o resultado do hemograma, geralmente nas

primeiras 48 horas da internagdo.

4.4.3.3. Exames hematoldgicos, bioquimicos, imunoldgicos e parasitolégicos

4.4.3.3.1. Exames complementares gerais

Os exames laboratoriais foram solicitados segundo o protocolo proposto no Instituto
para o atendimento ao paciente com LV que incluia hemograma, (fluxocitometria a laser com
revisao dos esfregacos corados), velocidade de hemossedimentacdo (Westergreen), dosagem
de aminotransferases (método automacgdo Technicon), bilirrubinas (método colorimétrico),
creatinina (Reacao de Jaffé€), uréia (urase Berthelot), fosfatase alcalina (Bowers & Mc Comb),
albumina e globulina (verde bromocresol), exame sumario de urina (Uri-test 11 e revisao

Optica).

4.4.3.3.2. Exames complementares especificos

A reagdo de imunofluorescéncia indireta para Leishmania foi realizada com o kit IFI-
Leishmniose Humana-Bio-Manguinhos. A evidéncia parasitolégica da LV baseou-se na
visualiza¢do de formas amastigotas no esfregaco de medula 6ssea ou na detec¢do de formas
promastigotas por cultivo de medula 6ssea, sangue ou produtos de bidpsias de linfonodos ou
intestino em meio de cultura bifdsico de Novy-MacNeal-Nicole -NNN. Os esfregacos

corados com corante de Giemsa foram examinados sob 6leo de imersdo, em microscopio
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Otico, com objetiva de 100x e lente ocular de 8x. Se nenhuma forma nao-flagelada
(amastigota) fosse encontrada, o observador continuava o exame por, no minimo 30 minutos,
o que corresponde a aproximadamente 1800 campos observados (SILVA et al., 2005). A
revisao da lamina era ainda solicitada quando a hipdtese diagndstica persistia depois que o
esfregaco havia sido declarado negativo. A detecc¢do de formas promastigotas foi realizada no
sobrenadante do meio de cultura apds 2,3, 7, 14, 21 e 28 dias da semeadura. As culturas foram

declaradas negativas se formas promastigotas nao fossem identificadas apds este periodo.

4.4.3.3.3. Exames microbiologicos

Hemocultura (Hemocult, Laborclin Ltda), urocultura (Cromoclin S Urina, Laborclin
Ltda) ou culturas de secrecdes foram solicitadas antes do inicio da administracdo de
antibidticos ou na suspeita de infec¢do bacteriana apds a avaliacao clinica ou laboratorial por

indicag@o do médico assistente.

4.4.3.3.4. Exames de imagem

A radiografia simples do tdérax foi realizada nas primeiras 48 horas apds a admissdo ou
quando havia sintomas respiratdrios sugestivos de processo inflamatério pulmonar e foi

analisada por médico radiologista.

4.4.3.3.5. Triagem do virus da imunodeficiéncia adquirida

A triagem para o virus da imunodeficiéncia humana-HIV foi solicitada para todos os
pacientes apds orientagdo pré-teste e obten¢do do consentimento verbal e seguiu as diretrizes

propostas pelo Ministério da Satude (BRASIL, 1999).

4.4.3.3.6. Exames complementares da coagulacdo sanguinea

Para cada um dos pacientes incluidos no estudo caso-coorte para avaliagdo da
coagulacdo sanguinea foram realizados, em adi¢do aos exames ja citados, dosagem do tempo
de coagulacio (método Lee-White), tempo de sangramento (método Duke), tempo de
protrombina e atividade enzimatica (método Quick), tempo de tromboplastina parcial ativado

(método Quick). fibrinopeptideo A (Imunclone FPA ELISA, American Diagnostica Inc, CT,
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EUA), produtos de degradacdo de fibrinogénio (ActiScreen™ XIL-FDP, American
Diagnostica Inc, CT, EUA), dimero D (Imunoclone D-Dimer ELISA, American Diagnostica
Inc, CT, EUA) e fibrinogénio (Human Fibrinogen ELISA Quantitation Kit — Gen Way
Biotech Inc., San Diego, CA, EUA).

4.4.3.3.7. Exames complementares da resposta inflamatoria

Para o grupo de pacientes do estudo da resposta inflamatéria foram realizados, em
adicao aos exames citados anteriormente, a dosagem de proteina C reativa ultrassensivel
(PCRuyra, nefelometria), € de marcadores de resposta imune inata que incluiram IL-1p, 1L-2,
IL-6, IL-10, IL-12p70, CXCL-8, TNF-o, IFN-y (Cytometric Bead Array Human
Inflammatory Cytokines Kit Assay — BD Biosciences, MD, EUA e Cytometric Bead Array
Human IFN-y Flex Set— BD Biosciences, MD, EUA). Foi escolhido um conjunto de citocinas
préinflamatoérias e anti-inflamatdérias baseado no conhecimento existente sobre a resposta
mista Th1/Th2.

O BD™ Cytometric Bead Array (CBA) usa a sensibilidade da deteccao amplificada de
fluorescéncia pela citometria de fluxo para medir multiplas substancias soliveis em base
imunodiagnéstica. Cada esfera no kit BD CBA prové a captura de uma proteina especifica e
funciona de forma andloga a técnica ELISA individual. O kit BD CBA Human Inflammatory
Cytokines Kit permite determinar os niveis das proteinas Inteleucina-8 (IL-8), Inteleucina-13
(IL-1pB), Inteleucina-6 (IL-6), Inteleucina-10 (IL-10), Fator de Necrose Tumoral o (TNF), e
Inteleucina-12p70 (IL-12p70) em uma unica amostra. O kit Human 1FN-y Flex Set permite
determinar os niveis da proteina Interferon-y. A variacdo na quantificagcdo de citocinas pode
ser significativa e os niveis minimos de algumas citocinas sdo significantemente mais
elevados pela técnica Cytometric Bead Array — CBA em comparagdo ao Enzyme linked
immuno sorbent assay —ELISA. Contudo, a correlagdo entre os dois testes estd acima de 0,85
e a correlacdo intra-testes e inter-testes € satisfatéria, mesmo quando se compara diferentes
produtos comerciais (KELLAR et al., 2001; KHAN et al., 2004; HEIJMANS-ANTONISSEN
et al., 2000).

Cada teste acima mencionado foi realizado de acordo com as recomendagdes dos
fabricantes. Exames adicionais foram solicitados durante o acompanhamento de acordo com

as necessidades individuais.
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4.5. Calculo amostral

4.5.1. Constituicao da coorte do estudo clinico geral e do modelo de progndstico

Entre setembro de 2005 e agosto de 2008 foram notificados 1192 pacientes com LV no
IDTNP e 80 apresentaram desfecho letal. Destes, 224 (18,7%) pacientes foram considerados
inelegiveis pelos critérios de inclusd@o propostos ou ndo consentiram em participar. Esta € a
razdo pela qual as relagdes dos pacientes notificados no Instituto e dos pacientes incluidos no
trabalho sdo diferentes.

Neste mesmo periodo foram arrolados 1.398 pacientes no estudo, uma vez que a
inclusdo se fazia antes da confirmacdo diagnéstica. Destes, 430 foram excluidos por ndo
terem o diagndstico de LV confirmado, 44 foram excluidos por representarem reativacoes da
LV e trés foram excluidos por terem sido diagnosticados sorologicamente, mas apresentarem
diagndstico alternativo (um caso de AIDS, um caso de hepatite A e um caso de colecistite
calculosa). Foram ainda excluidos 38 pacientes por terem sido diagnosticados por testes
diferentes daqueles previstos nos critérios de inclusdo. A FIGURA 01A apresenta o diagrama
da formacdo da coorte e das populagdes dos estudos caso-coorte.

Desta forma, a coorte final composta por 883 pacientes sintomaticos com LV foi
utilizada para o estudo clinico e representou 74,1% dos pacientes admitidos no Instituto no
mesmo periodo. Os 66 pacientes com desfecho letal na populagdo do estudo representaram
82,5% dos o6bitos identificados entre os pacientes notificados no Instituto e ndo houve
diferenga entre a representatividade de sobreviventes € ndo sobreviventes no estudo (p =
0,10). As informacdes clinicas para o estudo de prognéstico da L'V foram obtidas a partir das

informacdes referentes aos 883 pacientes que participaram do estudo clinico geral.

4.5.2. Constituicao da coorte do estudo de lactentes

Nesta coorte do estudo clinico geral foram incluidas as 314 criancas com idades até dois
anos. Este grupo representou 35,6% da populagdo do estudo e constituiu a populacdo do
estudo clinico de lactentes.

4.5.3. Constituicao da populacdo do estudo para avaliacdo da coagulagdo sanguinea

Até a época em que este trabalho foi concebido ndo se dispunha de publicacdes sobre a
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incidéncia de CID na LV envolvendo niimero significativo de individuos. Os poucos trabalhos
publicados eram relatos de casos isolados. Assim, o cdlculo amostral foi realizado sob o
pressuposto de que os distirbios da hemostase associados a LV estavam condicionados a
CID, mediados pela secrecdo de citocinas pelas células mononucleares como acontece na
sepse bacteriana (Levi et al. 2002).

Para o célculo da amostra necesséria para o estudo assumiu-se que 80% dos pacientes
com sangramento e que 50% dos pacientes sem sangramento apresentam alteracoes
laboratoriais da coagulagdo sanguinea identificdveis pela presenca de marcadores da CID.
Desta forma foi estimado que uma amostra de 39 pacientes com sangramentos e 78 controles
seria necessdria para se detectar uma diferenca de 30 % de anormalidades laboratoriais com
um nivel de significancia estatistica de 5% e um poder estatistico de 80% em testes bi-
caudais. Como a amostra de pacientes que atendia as exigéncias do grupo de casos na época
inclufa apenas 58 pacientes com sangramento, decidiu-se ampliar a amostra dos casos €
inclui-los todos sem excecdo. Os 127 controles foram obtidos aleatoriamente a partir da
amostra dos pacientes que ndao haviam apresentado sangramento durante a doenca. Esta

populacdo para o estudo caso-coorte foi selecionada em novembro de 2007.

4.5.4. Constituicao da populacdo do estudo para avaliacdo da resposta inflamatdria

Os primeiros resultados do estudo da coagulacdo ja estavam disponiveis quando a
populacdo para o estudo da resposta inflamatéria foi selecionada. Os marcadores de CID
haviam se mostrado mais prevalentes do que foi inicialmente pressuposto, com 80 a 90% dos
pacientes apresentando niveis elevados de produtos da degradacdo da fibrina (PDF) ou de
dimero-D. O novo cdlculo amostral para o estudo da resposta inflamatéria foi realizado com a
posse destes novos dados. Assumindo que 90% dos pacientes com sangramento e que 60%
dos pacientes sem sangramento tivessem niveis elevados de citocinas e pudessem apresentar
CID, foi estimado que uma amostra de 32 casos € 64 controles seria necessdria para se
detectar uma diferenca de 30 % de anormalidades laboratoriais com um nivel de significancia
estatistica de 95% e um poder estatistico de 80%. Assim, um subgrupo da amostra incluida no
estudo da coagulacgdo foi aleatorizado para o estudo da atividade inflamatéria e compreendeu
41 pacientes com sangramento € 93 pacientes sem sangramento, excedendo em 25% a

amostra minima calculada.

4.6. Analise estatistica
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4.6.1. Procedimentos gerais

Os dados coletados foram transportados para o programa Microsoft Windows Excell
2003°. A avaliacdo nutricional foi realizada pelo programa estatistico Epi Info® Versdo 3.5.1
(Division of Integrated Surveillance Systems and Services-DISSS, National Center for Public
Health Informatics-NCPHI, Centers for Diseases Control and Prevention-CDC) que utiliza
os padroes do National Center for Health Statistics (NCHS). As demais andlises foram
realisadas pelo programa Stata/SE® 10.0 for Windows (College Station, Texas, USA).

A avaliagdo nutricional foi realizada segundo critérios propostos pelo CDC (1996). A
andlise dos pacientes com 20 anos de idade ou menos incluiu os cdlculos dos indices do peso
em relacdo a idade (peso para a idade), estatura em relacdo a idade (estatura para a idade) e
peso em relacdo a estatura (peso para a estatura). Para avaliar os individuos com idade acima
de dois anos foi utilizado o indice de massa corpdérea (IMC) de forma que os pacientes com
idades entre dois e vinte anos foram avaliados pelos quatro indices propostos. Assim foi
possivel comparar o estado nutricional de criancgas acima de dois anos, adolescentes e adultos
pelo IMC e o estado nutricional de lactentes, criangas e adolescentes pelos indices peso para a
idade, peso para a altura e altura para a idade. Para fins de normalidade, considerou-se a
dispersdo de dois desvios-padrdo a partir da média. Os resultados foram apresentados em
percentis e escores Z de distribuicdo (Kuczmarski et al. 2000; CDC, 2000).

Os dados quantitativos foram apresentados em valores absolutos, propor¢cdes, médias,
medianas, intervalos de confianca ou intervalos interquartis e a dispersao dos dados foi
apresentada como desvios-padrdo ou intervalos de valores minimos e médximos. A relacdo
entre varidveis foi medida pelo risco relativo (RR), razao de odds (RO), coeficiente de
correlagdo (r). As diferengas entre varidveis dicotomicas foram analisadas pelo teste do qui-
quadrado (X*) ou teste exato de Fisher quando os dados eram esparsos. A andlise de
correlagdo de Spearman foi empregada para detectar concordancia entre varidveis continuas
com dados esparsos e a andlise de correlacdo de Pearson foi empregada para varidveis com
distribuicao normal. O teste ¢ de Student foi usado para comparar diferengas entre médias de
varidveis continuas de amostras independentes com distribuicdo normal. Os testes de
Wilcoxon e Kruskal-Wallis foram usados para comparar diferencas entre médias de varidveis
com distribui¢cdes nao-paramétricas.

A andlise de variancia unica (ANOVA) foi usada para testar diferencas nas médias de

varidveis dependentes com distribuicdo normal em relacdo a varidveis independentes
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categéricas com duas ou mais categorias.

A normalidade de distribui¢do de varidveis numéricas foi visualizada em gréficos de
dispersdo e avaliada pelas medidas de Kurtosis e Skewness e a transformagao logaritmica foi
efetuada quando indicada.

Em todas as andlises foram considerados os testes bi-caudais € um nivel de significncia
estatistica arde 0,05. O método de ajustamento de Bonferroni foi utilizado em procedimentos
de multiplas comparagdes pelo procedimento de Dunn. Neste caso, os valores p apresentados

referem-se as varidveis que mantiveram a significancia estatistica apds o ajuste.

4.6.2. Estudo de prognéstico da LV

4.6.2.1. Manipulacdo das varidveis

As varidveis associadas ao 6bito na andlise univariada foram introduzidas no modelo de
regressdo logistica: idade, coinfeccdo pelo HIV, adinamia ou sonoléncia, vOmitos,
inapeténcia, diarreia, constipa¢do, dor abdominal, tosse, dispneia, edema, sangramentos,
infec¢des bacterianas, plaquetas, leucdcitos, neutréfilos, hemoglobina, AST e ALT. Como as
informacdes sobre a intensidade da febre foram obtidas durante todo o periodo de internagao
do paciente, esta varidvel ndo foi introduzida no modelo.

As varidveis continuas foram transformadas em varidveis categéricas de acordo com a
variacdo da letalidade associada a cada uma. Para se encontrar os melhores pontos de corte,
foram realizadas andlises preliminares com pequenos intervalos e a associagdo com a morte
foi avaliada pelo teste qui-quadrado. Os intervalos estatisticamente semelhantes foram
agrupados e novamente analisados.

A varidvel referente a idade foi categorizada em quatro grupos: pacientes com menos de
um ano, de um a 20 anos, de 20 a 40 anos, e com mais de 40 anos. A variavel referente a
presenca de sangramentos foi categorizada em trés grupos: pacientes apresentando
sangramentos em um Unico sitio, pacientes com sangramento em dois ou trés sitios e
pacientes com sangramentos em quatro sitios ou mais. Petéquias e equimoses, apesar de
constituirem um tnico sitio de sangramento, foram consideradas separadamente, visto que a
fisiopatogenia parece ser diferente. A varidvel referente ao nimero de plaquetas foi dividida
em dois grupos com ponto de corte de 50.000 plaquetas/mm3. A varidvel referente a
concentracdo de hemoglobina foi categorizada com ponto de corte de 7mg/dL. Os niveis de

AST e ALT foram divididos com ponto de corte de 60 UK. O nimero de neutréfilos foi
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categorizado em trés grupos com pontos de corte de 500 e de 2500 células/ mm°. O nimero
de linfdcitos também foi categorizado em trés grupos com pontos de corte de 1000 e de 3500

células/ mm”.
4.6.2.2. Procedimentos da modelagem do estudo de prognéstico

A andlise foi realizada em trés etapas. Na primeira etapa foi realizada a andlise
univariada para a identificacdo dos preditores independentes de morte por LV usando o teste
X’ para a andlise de proporcdes e o teste ¢ de Student e Kruskal-Wallis para comparagdo de
médias. A associacdo foi quantificada pelo RR com intervalo de confianga de 95% de
probabilidade (IC95%). As categorias de referéncia foram aquelas em que os pacientes
tiveram a menor letalidade. Na segunda etapa todas as varidveis dicotdmicas que obtiveram
significancia estatistica estabelecida (p < 0,20) na andlise univariada, assim como as varidveis
continuas convertidas em varidveis dicotdmicas, sem problemas de colinearidade foram
introduzidas na andlise multivariada usando o modelo de regressdo logistica. As varidveis
foram introduzidas na andlise multivariada por procedimento de eliminacdo retrégrada. Na
terceira etapa as varidveis que apresentaram significancia estatistica na andlise multivariada
(p<0,05) foram introduzidas no modelo final com o peso correspondente a razdo entre o
modulo do menor coeficiente encontrado na regressao logistica e o coeficiente da varidvel
analisada, arredondado para o nimero inteiro mais proximo (Barquet, Domingo et al., 1997).
Finalmente o escore de predi¢do para cada paciente foi calculado pela soma dos pontos
obtidos. A significincia estatistica do modelo foi avaliada pela comparacao entre o desfecho
real apresentado pelo paciente e o desfecho obtido no modelo de predi¢do baseado no sistema
de escores de cada paciente pelo teste qui-quadrado de Pearson (HOSMER e LEMESHOW,
1989).

Por fim, o sistema foi remodelado de forma a tornéd-lo pratico pelo agrupamento das
probabilidades obtidas. A terceira etapa foi repetida para cada novo modelo e a sensibilidade,
a especificidade, os valores de predi¢do negativo e positivo e a acurdcia foram comparados
com a andlise do modelo inicial. A curva ROC (receiver operating characteristic) foi
analisada pela area abaixo da curva (drea under the ROC curve — AUROC) e o indice de

Youden (J) (RUOPP et al., 2008) foi empregado para estabelecer os melhores pontos de corte.

S RESULTADOS
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Foram arrolados 1398 pacientes durante o periodo de estudo. Destes, 515 foram
excluidos (430 por ndo atenderem as especificagdes de confirmagao de caso, 44 por tratar-se
de reativagdes de LV, e 38 por terem sido diagnosticados por PCR ou por teste
imunocromatografico, ndo previstos no protocolo). Assim a coorte compreendeu 883
pacientes com LV. Foram selecionados por aleatorizacdo 58 casos e 127 controles para o
estudo da coagulacdo sanguinea e desta amostra foram selecionados por aleatorizacdo 41
casos e 93 controles para o estudo da inflamacao. O estudo clinico de lactentes envolveu todas
as criangcas com menos de dois anos de idade, totalizando 314 individuos. Todos os pacientes
foram considerados no estudo de escores de progndstico. O diagrama da constitui¢do destas
populacdes encontra-se representado na FIGURA O1A. As caracteristicas gerais da coorte do
estudo clinico, da populagdo para o estudo da coagulagdo sanguinea e da populacdo para o
estudo das citocinas séricas a partir da populagdo do estudo da coagulacdo estdo apresentadas
na TABELA OlA. Observou-se homogeneidade nestas trés populacdes com respeito a
letalidade, a distribuicdo de idade e de sexo, a também com respeito a presenga de
sangramento e de infec¢do bacteriana. O nimero de pacientes com informagdo sobre a
sorologia anti-HIV foi maior nos grupos dos estudos sobre a coagulacido e sobre a resposta

inflamatdéria em comparacao a coorte do estudo clinico.

5.1 Estudo Clinico Geral

5.1.1 Caracteristicas clinicas gerais dos pacientes

Foram obtidas informagdes clinicas e laboratoriais referentes a 883 pacientes com
diagnéstico confirmado de LV no periodo compreendido entre setembro de 2005 e agosto de
2008. Houve nitido predominio da procedéncia urbana, de onde vieram 655 (74,2%)
pacientes. Destes, 382 (58,5%) eram procedentes de cidades com mais de 100 mil habitantes,
186 (28,5%) vinham de cidades com populagdo entre 20 e 100mil habitantes e 85 (13,0%)
vinham de cidades menores. Entre os 143 lactentes com menos de um ano de idade, 118
(88,1%) eram procedentes das cidades, enquanto 62 (65,3%) dos 95 pacientes com mais de 40
anos de idade tinham procedéncia urbana (p < 0,001) (TABELA 01A).

A incidéncia da LV foi inversa a idade do paciente, representando uma piramide
populacional de bases muito largadas. As criancas com idades abaixo de cinco anos

representaram 52,4% do total dos pacientes e as criancas com menos de dois anos
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representaram 35,6% de todos os pacientes e 34,8% dos 6bitos. Nao houve diferenca da
incidéncia da doenga entre os sexos durante a infancia, mas pacientes do sexo masculino
foram mais acometidos a partir da adolescéncia (FIGURA 02A), com predominancia
estatisticamente significante a partir de 20 anos de idade (RR =4,0; p < 0,001).

A média de tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e o diagnostico foi de 61,1 dias
e a porcentagem média de massa corpdrea perdida neste periodo foi de 8,6%. O tempo médio
de hospitalizacdo foi de 16 dias. Os pacientes com idades abaixo de cinco anos tiveram menos
tempo de sintomatologia; os pacientes abaixo de 20 anos de idade, tiveram menor perda de
massa corporal durante a doenca que os pacientes das faixas etdrias menores e maiores e
necessitaram de periodo de hospitalizacdo mais breve que os pacientes com idades maiores.
(TABELA 02A).

Houve 66 Obitos entre os pacientes estudados, que correspondeu ao coeficiente de
letalidade de 7,5%. A distribui¢do da letalidade em relacdo a idade apresentou forma de U,
com coeficientes menores entre um ¢ 30 anos de idade (FIGURA 03A). A letalidade foi
significativamente mais elevada em criancas com menos de um ano de idade (RR = 3,1; p =
0,002) e em pacientes com idades acima de 30 anos (RR =5,5; p < 0,001) e foi mdxima em
individuos mais de 50 anos de idade (RR = 13,3; p < 0,001). Nao houve, contudo, diferenca
da letalidade entre pacientes de ambos os sexos (p = 0,53). Duas criangas apresentaram cura

espontanea.

5.1.2 Avaliagdo nutricional

Houve relato de emagrecimento durante o periodo da doenca em 639 (72,4%) pacientes,
mas 97 pacientes ndo souberam quantificar esta perda, de forma que havia informacao sobre a
intensidade da perda ponderal em 542 (61,3) pacientes. O percentual médio de perda ponderal
foi de 8,9% da massa corporal. Esta perda foi significativamente mais acentuada entre os
pacientes com desfecho letal que nos sobreviventes (p < 0,001). Houve correlagdo positiva
entre a intensidade da perda ponderal e a idade do paciente (r = 0,19; p < 0,001) e o tempo de
duragdo da doenga (r = 0,30; p < 0,001).

A TABELA 03A apresenta a distribuicdo de percentis da avaliacdo antropométrica em
pacientes com menos de 20 anos de idade. Observa-se que houve comprometimento do estado
nutricional de acordo com todos os indices de classificagdo. O indice peso para a idade foi o
mais sensivel, e classificou 29,1% dos pacientes como desnutridos. O indice altura para a

idade foi o que mostrou maiores diferencas entre as idades, e evidenciou maior deficiéncia da



66

altura esperada para a idade em criangas acima de cinco anos e em adolescentes quando
comparados aos lactentes (p < 0,001). Nao houve diferenca de estado nutricional entre
lactentes, criancas e adolescentes quando o indice escolhido foi o peso para a altura.

A relac@o peso para a idade apresentou a melhor correlacio com o IMC nas faixas de
idades de dois a cinco anos (r = 0,62; p < 0,001) e em pacientes de cinco a 20 anos (r = 0,67;
p <0,001). A prevaléncia de desnutricao definida pelo IMC foi homogénea entre pacientes de
diversas idades (p = 0,95) (TABELA 04A).

Todos os parametros nutricionais — peso para a idade, peso para a altura, altura para a
idade e IMC apresentaram a curva de distribuicdo desviada para a esquerda, e o indice peso
para a idade foi o que apresentou maior desvio (p < 0,001). A FIGURA 04A apresenta a
distribuicdo de escores z para a populacdo estudada. Observa-se que 50% ou mais dos
pacientes apresentaram escores z abaixo de zero e que os valores extremos concentravam-se
principalmente na direcdo negativa.

As curvas de distribuicdo dos indices antropométricos peso para a idade e IMC,
separadas por sexo, estdo apresentadas nas FIGURAS 05A a 10A, onde se pode visualizar o
grande nimero de pacientes que se encontra abaixo dos percentis inferiores de normalidade.

O estado nutricional avaliado pelos indices peso para a idade, peso para a altura e IMC
correlacionou-se com a duracdo da doenga. Nao houve correlacdo quando o indice altura para
a idade foi analisado em relacdo a durac@o da doenca. O tempo de duracdo dos sintomas foi
mais prolongado entre os pacientes que apresentavam menores percentis de peso para a idade
(r=-0,12; p < 0,01) e de peso para a altura (r = -0,11; p = 0,001). Houve ainda correlacao
positiva entre o tempo de doenga e o IMC (r = 0,11; p = 0,005). Houve associacdo entre o
relato de emagrecimento recente e a morte (RR = 2,1; p = 0,02), mas ndo se observou relagdao
entre o estado nutricional, a morte ou 0s eventos que mais frequentemente se associaram ao
6bito, como os sangramentos e as infec¢des bacterianas.

Foi observado que os pacientes mais desnutridos apresentavam maiores extensdes do
figado (r = -0,11; p = 0,001) e do baco (r = -0,07; p = 0,03) em relacdo a superficie corporal
(item 4.4.3.1, pagina 58). Os pacientes com maior duracdo de doenca apresentavam menor
esplenomegalia (r = -0,16; p <0,001) e menor hepatomegalia (r = -0,12; p <0,001)
proporcionais a superficie corporal. Contudo, avaliando-se apenas a extensdo do bago e do
figado sem corrigi-las em fungdo da superficie corporal, observou-se relacio direta destas e
do tempo da doenga (r = 0,09; p = 0,02 e r = 0,08; p = 0,02).

5.1.3 Infeccdo pelo HIV e AIDS
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A triagem soroldgica para o HIV foi solicitada por ocasido da admissdo apos orientacao
pré-teste hospitalar, mas apesar disto, a informacao s6 foi obtida para 652 (73,8%) pacientes.
Nao se procedeu a busca ativa dos resultados ap0s a alta hospitalar por medida de protecao a
autonomia do paciente. Foram identificados 71 pacientes com a infeccao pelo HIV. Destes, 54
(76,1%) eram do sexo masculino, 49 (69,0%) tinham idades entre 20 e 40 anos, 20 (28,2%)
tinham mais de 40 anos. Duas criancas desta populacdo tinham 9 e 11 anos, apresentavam alta
carga viral e proporcdo de linfécitos CD4+ em relacdo aos linfécitos CD8+ abaixo de 15%.
Uma estava em uso de antirretrovirais ha trés anos e a outra foi identificada no periodo de
estado da LV, em grave estado de imunodeficiéncia.

Os pacientes co-infectados pelo HIV e Leishmania representaram 31,8% dos pacientes
com LV acima de 20 anos de idade. A apresentacdo da LV foi atipica em muitos casos: foi
observado que 27 (73,0%) destes pacientes nao apresentavam febre e 22 (46,8%) nao
apresentavam esplenomegalia. O tempo decorrido entre a admissdo e a confirmacdo do
diagndstico de LV foi superior nos pacientes com infec¢do pelo HIV (p = 0,03), assim como o
tempo de hospitalizacdo (p < 0,001). Em 24 (33,8%) pacientes ndo havia outros sinais de
imunodeficiéncia associados. A incidéncia de manifestagcdes hemorragicas e de infecc¢des
bacterianas (excluidas as micobactérias) entre os pacientes co-infectados foi de 8,8% e de
21,1% respectivamente e ndo diferiu da populacdo sem infeccdo pelo HIV. Outras infeccdes
oportunistas como pneumocistose, criptosporidiose, histoplasmose, abcesso hepatico e
tuberculose foram diagnosticadas em 16 pacientes em concomitancia a LV. A letalidade foi
significativamente mais elevada neste grupo em relacdo a letalidade da populagdo geral, com

18 (27,7%) obitos registrados. (RR =4,3; p < 0,001).

5.1.4 Sinais, sintomas e sindromes clinicas

A maioria dos pacientes incluidos nesta coorte apresentava quadro clinico caracteristico
de LV. A doenca manifestou-se com febre em 803 (95,8%) pacientes, esplenomegalia em 836
(94,7%), palidez cutanea e mucosa em 826 (93,7) e com estes trés sinais concomitantes em
756 (85,6) pacientes. Outros sinais e sintomas freqiientes foram astenia (93,7%), aumento do
volume abdominal (76,2%), emagrecimento (72,4%), hepatomegalia (71,9%), inapeténcia
(70,0%), irritabilidade (45,3%), vomitos (34,5%), diarreia (30,9%), calafrios (21,1%).

Linfonodomegalias foram identificadas em 204 (23,1%) pacientes. Em 187 destes havia
acometimento de uma ou duas cadeias e em 17 pacientes havia acometimento de trés ou mais

cadeias. Os linfonodos em sua maioria eram pequenos, moveis, indolores, sem caracteristicas



68

exsudativas, mas em 17 pacientes havia linfonodos com mais de 1 cm de didmetro, com as
mesmas caracteristicas. Em dois pacientes houve laudo tomogréifico de linfonodomegalia
retroperitoneal. Os pacientes com infeccao pelo HIV apresentaram maior prevaléncia de
linfonodomegalias (p = 0,004) e em dois deles, internados para investigacdo de febre de
etiologia obscura, o diagndstico de LV foi realizado pelo encontro de formas amastigotas nos
linfonodos cervicais.

Houve grande variabilidade da apresentac@o clinica e a identificagdo dos fatores de
gravidade da doenca foi averiguada pela associacao dos sinais, sintomas ou sindromes com o
desfecho letal. A TABELA 05A apresenta os resultados da andlise univariada para a
identificacdo dos fatores de risco para o 6bito. A letalidade foi mais alta em criancas com
idade abaixo de um ano em comparag¢do com criancas entre um e cinco anos (RR = 54; p=
0,008), ndo apresentou diferenca significativa entre a letalidade entre os pacientes entre cinco
e 20 anos, e voltou a se elevar em individuos com mais de 40 anos (RR =11,2; p < 0,001). A
partir dos 20 anos até as idades mais extremas a letalidade correlacionou-se positivamente
com aidade (r =0,13; p =0,03).

O risco de morte foi maior entre os pacientes que apresentavam hepatomegalia (RR =
1,8; IC95% 1,0-3,2) em comparagdo aos pacientes com dimensdes normais do figado, mas foi
muito menor entre os pacientes que apresentavam esplenomegalia (RR = 0,01; IC95%
0,0-0,01) em comparacao aqueles que ndo apresentavam aumento do bago.

Houve correlagdo positiva entre edema e hepatomegalia (r= 0,15; p <0,001), entre edema
e esplenomegalia (r = 0,07; p = 0,04), entre edema e 6bito (r = 0,27; p < 0,001) e entre edema
e presenca de sangramento (r = 0,32; p < 0,001).

Para investigar se a intensidade da febre estaria relacionada ao desfecho da doenca, a
maior e a menor temperatura axilar aferida durante a internac@o hospitalar foram analisadas.
Hipotermia (temperatura axilar abaixo de 36,0°C) foi relatada em apenas oito pacientes, dois
dos quais com desfecho letal (p = 0,04). Estes pacientes foram retirados da andlise da
hipertermia. Encontrou-se que os pacientes com temperatura maxima acima de 39°C tiveram
menor letalidade (p < 0,001) e menor incidéncia de sangramentos (p = 0,04). Nao foi
encontrada associagdo da febre com os niveis de IL-13 e TNF-a, que mais frequentemente
induzem a febre. Houve, contudo associag¢do entre a temperatura e os niveis séricos de CXCL-
8 (r=-0,18; p =0,04).

Sangramentos estiveram presentes em 227 (25,7%) pacientes e contribuiram
significantemente para a morte (RR = 4,5 IC95% 2,8-7,2). As formas de apresentacdo destas

discrasias foram epistaxe, equimoses, petéquias, sangramentos digestivos, gengivorragia e
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sangramentos trauméticos ou associados aos procedimentos médico-cirirgicos (TABELA
05A). Em 118 (52,0%) destes individuos o sangramento foi identificado em apenas um sitio,
em 48 (21,1%) em dois sitios, em 29 (12,7%) em trés sitios, em 15 (6,6%) em quatro sitios e
em 17 (7,5%) em cinco sitios ou mais. O risco de morte aumentou em proporcionalidade ao
nimero de sitios de sangramento identificados. O RR foi 3,7 (IC: 1,8-7,4; p < 0,001) quando
havia apenas um sitio de sangramento e 58,1(IC: 17,1-261,6; p < 0,001) quando havia cinco
sitios de sangramento ou mais. A incidéncia de sangramentos foi homogénea nas diversas
faixas de idade quando a populagdo total foi analisada, mas foi significativamente mais
elevada nas criancas com menos de dois anos de idade que ndo sobreviveram em relacdo aos
demais pacientes ndo sobreviventes (RR = 5,2; p = 0,02) (TABELA 13A). As criangas com
idades entre um e cinco anos tiveram apenas a metade do risco de desenvolver sangramentos
clinicamente identificados (RR = 0,5; p = 0,05). Houve forte correlacio muitua entre os
diversos tipos de sangramento e ndo foi possivel identificar fatores causais especificos a cada
forma de discrasia.

As infeccdes bacterianas foram documentadas em 147 (16,6%) pacientes e estiveram
significantemente associadas a letalidade (RR = 2,3; IC95% 1,4-3,8) (TABELA 05A). Sepse
foi diagnosticada em 59 (40,1%) pacientes, infec¢io da pele ou do tecido celular subcutaneo
em 33 (22,4%), pneumonia em 32 (21,8%), infeccdo do trato urindrio em 29 (19,7%).
Infec¢des mistas foram identificadas em 37(25,2%) dos pacientes com infec¢do bacteriana.
Em 54 (36,7) pacientes houve crescimento de bactéria ndo colonizadora habitual nas
secrecoes, sangue ou urina, sem a identificacdo do foco infeccioso. Duas criangas
apresentaram proctite por pseudomonas sem os cldssicos sinais de febre e esplenomegalia.
Houve relato de sangramento e infeccdo bacteriana concomitantes em 46 (5,2%) pacientes
(p =0,09).

As infecgdes hospitalares, definidas pelo inicio das manifestagdes clinicas apos trés dias
da admissao, ocorreram em 37 (4,2%) pacientes e, destas, 25 (67,6%) foram infec¢des da pele
ou do tecido celular subcutineo. Como as informagdes foram colhidas apenas durante o
periodo de hospitalizacdo, ndo se pode excluir a possibilidade de ocorréncia de infec¢do
hospitalar apds a alta.

Outros sinais e sintomas associados ao 6bito incluiram vOmitos, diarreia, dispneia,
edema, ictericia, adinamia, sonoléncia, inapeténcia e tosse.

Os disttrbios da coagulacdo sanguinea e as infec¢des bacterianas estiveram presentes em
49 (74,2%) dos 66 pacientes com éxito letal. Algumas varidveis estiveram simultaneamente

associadas ao risco dos pacientes apresentarem sangramento e infeccdo bacteriana (vOmitos,
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diarreia, dispneia, tosse, estertores pulmonares, ictericia, edema, temperatura axilar baixo de
39°C, sepse, pneumonia, HIV/AIDS, plaquetas abaixo de 50000/mm° , aminotransferases e
insuficiéncia renal) (TABELA 06A). Dentre os 226 pacientes que apresentaram sangramento,
48 (21,2%) apresentaram nimero normal de plaquetas no sangue periférico.

As andlises estratificadas pela presenca de sangramento, pela presenca de infeccao
bacteriana ou pela presenca concomitante de infec¢do bacteriana e sangramento mostraram
constancia da forca da associagdo, sem diferencga estatistica entre os riscos relativos comuns.
Devido a importancia destas manifestacdes, os fatores associados ao risco do paciente
apresentar sangramentos ou infecgdes bacterianas foram detalhados no estudo caso-coorte da
coagula¢do sanguinea.

A radiografia do térax foi realizada em 860 (97,4%) pacientes. O laudo emitido pelo
médico radiologista foi de normalidade em 788 (91,6%) destes. A sindrome clinica de
pneumonia, caracterizada por febre e tosse associada a dispneia, tiragens ou estertores
pulmonares, estava presente em 128 pacientes, 126 dos quais foram submetidos a radiografia
do térax. Foram observadas condensacdes ou opacidades pulmonares em 18 (14,3%) dos
pacientes sintomaticos respiratorios e infiltrados intersticiais em oito (6,3%). Por outro lado,
houve alteragdes radioldgicas em 46 pacientes sem manifestacdes respiratorias. Do total de
pacientes radiografados, que incluiu os sintomdticos e os assintomaticos, 51(5,9%)
apresentaram opacidades alveolares e 24 (2,8%) apresentaram opacidades intersticiais. Houve
cinco 6bitos (9,8%) entre os pacientes com opacidades alveolares e 10 6bitos (38,1%) entre os
pacientes com infiltrados intersticiais O risco de pacientes com opacidades do tipo alveolar
evoluirem para o 6bito em relacdo aos pacientes com radiografias normais foi de 1,57, mas
sem significancia estatistica, ao passo que o risco relativo de pacientes com opacidades do
tipo intersticial evoluirem para a morte foi de 8,9 (p < = 0,001). Oito dos pacientes que
apresentaram opacidade intersticial tinham infec¢do pelo HIV (p < 0,001) e seis deles
evoluiram para o 6bito. Opacidades intersticiais estiveram ainda associados a desnutri¢do (p <
0,001), a tosse (p = 0,04), a dispneia (p < 0,001), a cianose (p < 0,001), e estertores
pulmonares (p < 0,001). Quando esta associagdo foi controlada pela presenca de infeccao pelo
HIV, o risco de pacientes com opacidade intersticial evoluirem para a morte foi de 5,2 (IC
95% 1,7-16,2) em relac@o aos pacientes com radiografias normais (p < 0,001). Hemoculturas
para bactérias foram realizadas em 34 (45,3%) dos pacientes que apresentaram alteracoes
radiolégicas pulmonares e foram positivas em 6/20 (30,0%) pacientes que apresentaram
opacidade pulmonar alveolar, mas em nenhum de 14 pacientes com opacidade intersticial.

Nao se observou associagcdo entre a presenca de hepatomegalia ou de esplenomegalia
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com a morte, visto que estavam presentes na maior parte dos pacientes (94,7% e 71,9%).
Contudo, como havia grande diversidade na magnitude do crescimento destes 6rgaos, decidiu-
se investigar a associacdo entre a gravidade da doenca e a extensao do baco e do figado.

Foi observado que os pacientes tinham médias compardveis da extensdo do baco e do
figado, independentes da estatura, do peso ou da idade do paciente, significando que quanto
menor fosse a massa corporal do paciente, maiores proporcionalmente seriam estes 6rgaos.

Quando as varidveis correspondentes a extensdao do bagco e do figado corrigidas pela
superficie corporal foram analisadas, encontrou-se forte correlagao negativa com a idade, com
0 peso e com a estatura do individuo (TABELA 07A). Assim, as andlises que se referem a
extensdo do baco e figado a seguir, referem-se a extensdo do 6rgao corrigida pela superficie
corporal.

A extensdo do bago correlacionou-se negativamente com o tempo da doenga (r =-0,15; p
< 0,001), numero de plaquetas (r = -0,55; p < 0,001) ndmero de neutréfilos (r = -0,15; p <
0,001), nivel de hemoglobina (r = -0,20; p < 0,001), globulina sérica (r = -0,11; p = 0,001) e
com a presenca de epistaxe (r = -0,12; p < 0,001) . Houve correlagao positiva da extensao do
baco com nidmero de leucécitos (r = 0,22; p < 0,001) e de linfécitos (r = 0,47; p < 0,001), com
a enzima hepaticas AST (r = 0,12; p < 0,001), mas ndo com a ALT (r =0,06; p =0,08) e com
a ocorréncia de edema (r = 0,22; p < 0,001), infec¢do bacteriana (r = 0,10; p = 0,002) e
insuficiéncia renal (r = 0,21; p <0,001). A extensdo do figado correlacionou-se positivamente
com a ocorréncia de sangramento digestivo (r = 0,06; p = 0,05), de infec¢do bacteriana (r =
0,09; p = 0,009) e negativamente com os niveis de globulina (r = -0,11; p = 0,002).
(TABELA 08A).

5.1.5 Alteragdes laboratoriais

As alteracdes laboratoriais foram relevantes na maioria dos pacientes (TABELA 09A). O
hemograma foi caracteristico de LV na maior parte dos pacientes: 787 (89,1%) apresentavam
niveis de hemoglobina inferiores a 10mg/dL,742 (84,1%) apresentavam menos de 5000
leucéeitos por mm, 632 (71,4%) apresentavam menos de 150 mil plaquetas por mm’.

Anemia (hemoglobina abaixo de 12 mg/dL), leucopenia (leucdcitos abaixo de
5000/mm®) ou plaquetopenia (plaquetas abaixo de 150.000/mm?) estiveram presentes em 878
(99,4%) dos pacientes. O nimero de neutréfilos estava abaixo de 500/mm> em 143 (16,2%)
pacientes, a hemoglobina estava abaixo de 7 mg/dL em 244 (27,6%) e as plaquetas abaixo de

50.000/mm3 em 73 (8,3%) pacientes.
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A taxa de filtracio glomerular estava abaixo de 60 mL/min/m* em 288 (33,7) de 853
pacientes. Destes, 43 evoluiram para o 6bito e 16 evoluiram com recuperacdo da fungdo
renal. Dez pacientes com fun¢ao renal normal a admissao evoluiram com insuficiéncia renal,
sendo oito associados ao uso de desoxicolato de anfotericina B. Hematuria foi observada em
21/837(2,5%) pacientes, esteve correlacionada ao 6bito (r = 0,08; p = 0,02) e em apenas dois
casos havia infec¢do do trato urinario. A proteinuria foi mais freqiiente que a hematuria, e foi
referida em 276/834 (33,1%) pacientes, esteve associada a insuficiéncia renal (r = 0,15; p <
0,001), mas ndo se relacionou ao edema, a infec¢cdes bacterianas ou aos sangramentos.

Alteracdes hepaticas foram freqiientes fatores de risco para a morte. Ictericia foi relatada
em 139 (15,7%) dos pacientes, mas a elevacdo das aminotransferases e das bilirrubinas
hepaticas para niveis 50% acima dos limites méximos ocorreu em 29,5% de 774 pacientes. A
fosfatase alcalina estava acima dos valores normais para a idade em 150 (22,3%) e também
associou-se ao 6bito.

Os niveis séricos de albumina estiveram negativamente relacionados ao ébito (r = -
0,07; p =0,04), a presenca de edema (r = -0,12; p < 0,001) e aos niveis de aminotransferases
hepaticas (r = -0,08; p = 0,03). Houve correlacdo positiva entre os niveis de globulina e o
nimero de plaquetas (r = 0,13; p < 0,001). De 35 pacientes que apresentavam niveis de
albumina sérica abaixo de 2mg/dL, 19 (54,3%) apresentavam edema. Por outro lado, de 201
pacientes que apresentavam edema, apenas 19 (9,4%) apresentavam niveis de albumina
abaixo de 2mg/dL. Porém, de 210 pacientes que apresentavam edema, apenas 25 (11,9)
apresentavam niveis de albumina abaixo de 2mg/dL. Se o ponto de corte para esta andlise for
elevado para 3 mg/dL, encontra-se que apenas 87 (41,4%) dos pacientes edemaciados tinham
niveis de albumina abaixo deste limite e que 123 (58,6%) pacientes com edema, na verdade,
nao apresentavam hipoalbuminemia como explicacao.

A TABELA 10A apresenta os eventos que antecederam o dbito. Dos 66 pacientes com
desfecho letal, 52 (78,8%) apresentaram sinais de choque nas ultimas horas antes do 6bito, 40
(60,1) apresentaram sangramentos graves como epistaxe volumosa, sangramento digestivo,
hematomas, equimoses. Convulsdes foram relatadas em 12 (18,2%) pacientes, sepse nao
bacteriana em 18 (24,2%), sepse em 14 (21,2%), faléncia respiratéria em 10 (15,2%),
insuficiéncia renal em 10 (15,2%). Houve ainda quatro 6bitos em decorréncia de pancreatite
associada aos antimoniais pentavalentes e um caso de morte por insuficiéncia cardiaca

congestiva em um paciente com disfun¢do cardiaca anterior a LV.

5.2 Estudo Clinico de Lactentes
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5.2.1 Sinais, sintomas e sindromes clinicas

Pela importancia da LV em criancas, decidiu-se investigar as apresentacdes clinicas e
laboratoriais especificas dos lactentes e identificar possiveis fatores de risco para a morte.
Este estudo envolveu 314 criangas com menos de dois anos de idade na coorte geral e
representou 35,6% do total de pacientes. Houve 23 6bitos neste grupo o que correspondeu a
34,8% da letalidade geral. As criancas de 6 a 18 meses de idade foram mais acometidas em
relacdo as criancas no primeiro semestre de vida e aquelas acima de 18 meses de idade. A
incidéncia foi significativamente menor em criancas abaixo de 6 meses de idade e acima de
18 meses de idade (FIGURA 11A).

A TABELA 11A apresenta as caracteristicas gerais das criancas com LV abaixo de
cinco anos de idade. Nao houve diferenca na distribuicdo entre os sexos neste grupo de
pacientes. A maioria das criancas (76,7%) provinha de regides urbanas e houve relagdo
inversa da procedéncia urbana com a idade, com maior propor¢ao de criancas menores de dois
anos de idade provenientes de regides urbanas e de cidades com mais de 100.000 habitantes
(p = 0,001). A duracdo da doenga foi significativamente menor nas criangas menores (p <
0,001). A letalidade foi significantemente mais elevada em criangas abaixo de um ano de
idade que em criangas maiores e adolescentes, e s6 foi superada pela letalidade verificada em

pessoas com mais de 50 anos de idade (p = 0,02).

5.2.2 Caracteristicas clinicas dos lactentes

Quando comparadas aos demais pacientes, as criancas com menos de dois anos
estiveram em maior risco de apresentar vomitos (RR = 1,7; IC 95% 1,2-2,2), diarreia (RR =
1,6; IC 95% 1,2-2,2), edema (RR = 1,4; IC 95% 1,0-1,9), dispneia (RR = 1,8; IC 95% 1,2-
26), estertores pulmonares (RR = 1,6; IC 95% 1,0-2,7), sonoléncia (RR = 1,5; IC 95% 1,1-
2,0), tosse (RR =2,3; IC 95% 1,7-3,1). O risco de infec¢gdes bacterianas também foi maior
neste grupo de lactentes (RR = 1,9; IC 95% 1,3-2,8), o que incluiu sepse, infeccdo do trato
urindrio e infec¢do da pele e dos anexos. O risco de pneumonia intersticial, mesmo quando
controlado para a presenca de infec¢do pelo HIV, foi mais reduzido entre os lactentes (RR =
0,2; IC 95% 0,0-0,8). Petéquias (RR = 2,4; IC 95% 1,2-4,6) e equimoses (RR = 2,3; IC 95%
1,4-3,8) foram mais freqiientes nos lactentes, mas a epistaxe prevaleceu entre os pacientes

acima de dois anos de idade. Os lactentes tiveram ainda risco menor de apresentar ictericia
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(RR = 0,6; IC 95% 0,4-0,9), epistaxe (RR = 0,4; IC 95% 0,2-0,6) e pneumonia intersticial
(RR = 0,2; IC 95% 0,0-0,8). Nao houve diferenca do risco de desenvolver pneumonia
intersticial entre os lactentes e os demais pacientes quando a andlise foi estratificada para a
presenca de infecc@o pelo HIV. (TABELA 12A). Mas, apesar de menos freqiientes, a ictericia
e a epistaxe foram mais fortemente associadas ao 6bito entre os lactentes que entre os adultos,
como foi demonstrado pelo teste de homogeneidade entre os riscos relativos (TABELA 13A).
As criancas apresentaram maiores extensdes do baco e do figado (TABELA 8A).

A TABELA 14A apresenta as caracteristicas clinicas da LV em criancas abaixo de dois
anos de idade em relacdo a sobrevivéncia. Os distirbios da coagulaciao foram relatados em 79
criancas e as infeccdes bacterianas em 71. As varidveis que se associaram a morte de
criangcas com menos de dois anos de idade associadas a morte foram basiacamente as
mesmas que se associaram a morte de individuos com mais de dois anos de idade. Contudo, o
risco de morte associada a edema, sonoléncia e ictericia foi maior entre as criangas com
menos de dois anos de idade, e o risco de morte associada a sepse e insuficiéncia renal foi
maior entre os adultos. Os sinais clinicos mais associados a morte neste grupo foram a
dispneia (RR =7,8; IC 95% 3,4-18,3), o edema (RR = 12,4; IC 95% 4,3-35,4), a ictericia (RR
= 8,4; IC 95% 4,0-17,7). Vinte e trés criangas apresentaram os dois eventos concomitantes. A
maioria das mortes foi associada a sangramentos (18/23) (RR= 10,7; IC 95% 4,1-27.,9) ou a
infec¢des bacterianas (10/23) (RR = 2,6; IC 95% 1,2-5,7) e em oito criangas a morte estava
associada as duas complica¢des simultaneamente (TABELA 13A). Pela andlise multivariada,
encontrou-se que sangramentos (equimoses, epistaxe, gengivorragias, sangramento digestivo),
infec¢des bacterianas (sepse e infec¢cdo da pele e do tecido celular subcutaneo) e elevagdo das

aminotransferases estavam associados a morte.

5.2.3 Caracteristicas laboratoriais dos lactentes

A plaquetopenia foi, dentre as alteracOes laboratoriais, a que esteve mais fortemente
associada ao 6bito (RR = 6,1; IC 95%: 3,8-9,8). A leucopenia (RR = 1,9; IC 95%: 1,0-3,5)
esteve negativamente correlacionada a morte, mas a neutropenia nao apresentou associacao
significante com o desfecho letal quando analisada em diversos pontos de corte. A anemia nao
se associou a morte (RR = 14; IC 95%: 0,9-2,3). Leucdcitos, linfécitos, neutréfilos,
hemoglobina e plaquetas estiveram positivamente correlacionados entre si e 69 (22,0%) das
criancas com menos de 24 meses de idade apresentaram leucécitos < 5000/mm’, hemoglobina

< 7mg/dL e plaquetas < 150.000/mm”. As alteracdes laboratoriais relacionadas a funcdo renal
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(r = 0,20; p < 0,001) e as aminotransferases hepaticas (r = 0,16; p < 0,001) também
associaram-se ao 6bito. (TABELA 15A).

Os sintomas respiratorios foram mais freqiientes entre os lactentes que apds os dois anos
de idade (TABELA 12A). Dentre as 314 criancas do estudo, 112 (35,7%) apresentaram tosse
associada a dispneia, estertores ou tiragens. Destas, 110 foram submetidas a exame
radiografico do térax. Contudo, imagens compativeis com pneumonia foram encontradas em
apenas 18 (16,4%) das criancas avaliadas. Destas criangas com diagndstico de pneumonia, 17
sobreviveram. Nao houve associa¢do entre o diagndstico de pneumonia e o 6bito. A Unica
crianca com pneumonia que apresentou desfecho letal apresentava também sangramentos
abundantes e evoluiu com faléncia de multiplos 6rgdos. O risco de lactentes apresentarem
pneumonia intersticial foi semelhante ao risco dos individuos além desta idade (TABELA

13A).

5.3 Modelo de Prognostico e Sistema de Escores

A populacdo de estudo, os procedimentos da manipulacio das varidveis e da modelagem
do estudo de progndstico estdo descritos na secdo Pacientes e Métodos (secdo 4.6.2). O
modelo foi construido em vérias etapas, com a introdugdo de varidveis de informacdo clinica e
laboratorial. Ap6s cada etapa os modelos eram comparados estatisticamente.

O modelo de progndstico da LV baseado em escores clinicos foi obtido com as
informacdes da coorte composta por 883 pacientes do estudo clinico geral e o modelo de
prognéstico baseado em escores clinicos e laboratoriais foi obtido com as informacdes de 825
pacientes, visto que ndo havia informacdes suficientes sobre os testes laboratoriais referentes
a 58 pacientes.

A andlise univariada identificou as seguintes varidveis em associacdo ao Obito: idade
menor que um ano e idade acima de 40 anos; vOmitos, diarreia, dispneia, edema, ictericia,
adinamia, sonoléncia, inapeténcia, tosse, estertores pulmonares, qualquer sangramento,
infec¢des bacterianas, infeccao pelo HIV ou AIDS, hepatomegalia, maior temperatura abaixo
de 39°C. Estas varidveis foram introduzidas no modelo de regressdo logistica e o melhor
conjunto de varidveis preditoras de morte na analise multivariada incluiu a idade, a coinfec¢ao
pelo HIV, a presenca de sangramentos, edema, vOmitos, ictericia, dispneia e infeccdes
bacterianas. O grupo de pacientes com idade acima de 40 anos apresentou risco aumentado de
morte e o grupo de pacientes com idades entre um e 20 anos apresentou risco diminuido

comparados a pacientes com idades abaixo de um ano e idades entre 20 e 40 anos.
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As varidveis correspondentes aos exames laboratoriais que contribuiram para o modelo
na andlise univariada foram: nimero de leucdcitos e de plaquetas, niveis de AST ou de ALT e
taxa de filtracdo glomerular ou niveis séricos de creatinina e todas permaneceram no modelo
apo6s a andlise multivariada. A TABELA 16A apresenta os resultados destas andlises.

O primeiro modelo foi construido com as varidveis clinicas significantes, como proposta
para a avaliacio do paciente imediatamente apds a admissdo, antes que Os exames
laboratoriais estivessem disponibilizados. Todos os 883 pacientes da coorte geral foram
incluidos nesta andlise. O peso que cada varidvel recebeu foi atribuido de acordo com o
coeficiente obtido no modelo pela andlise de regressdo logistica. A varidvel referente a
presenca de sangramentos recebeu trés pontos quando havia trés ou mais sitios de
sangramento, dois pontos quando havia em dois sitios € um ponto se apenas um sitio de
sangramento estava presente. A varidvel referente a idade acima de 40 anos recebeu cinco
pontos, idade entre um e 20 anos representou risco protetor e subtraiu um ponto. As idades
abaixo de um ano e entre 20 e 40 anos foram consideradas os valores basais do modelo com
zero ponto e foram excluidas pela andlise multivariada. Para eliminar o valor negativo da
variavel referente a idade entre um e 20 anos, todas as variaveis referentes a idade foram
corrigidas pela soma de um ponto. Ao final, entdo, as varidveis referentes as faixas de idade
entre 20 e 40 anos e abaixo de um ano receberam um ponto; a faixa de idade de um a 20 anos
saiu do modelo por totalizar zero ponto e idade acima de 40 anos totalizou dois pontos. A
variavel referente a infeccdo pelo HIV recebeu trés pontos e as demais varidveis, edema,
vOmitos, ictericia, infeccao bacteriana e dispneia receberam um ponto. (TABELA 17A).

Este modelo de predicdo de morte baseado em informacgdes clinicas teve pontuacio
méxima de 13 pontos e a maior pontuacdo observada na populacio estudada foi 10 pontos. A
sensibilidade' variou de zero a um, a especificidade2 variou de 0,20 a 1,00. O valor preditivo
do teste positivo (VPP)3 variou de 0,005 a 0,935 e o valor preditivo do teste negativo (VPN)4
variou de zero a 0,068. (TABELA 18A). Este modelo gerou uma curva ROC com drea abaixo
da curva de 0,89 (IC95% 0,83-0,92), com adequagdo satisfatéria (Pearson= 11,3; p =0,51). O
escore trés correspondeu ao ponto onde a soma da sensibilidade e da especificidade foram

maximas (J = 0,81). Neste ponto a probabilidade do individuo sobreviver foi 0,98 e a

! Sensibilidade é aqui interpretada como a propor¢io de individuos que evoluiram para morte e que apresentaram
pontuagdo de escore igual ou inferior a determinado ponto de corte.

* Especificidade é a propor¢io de individuos que sobreviveram a LV e que apresentaram pontuagio de escore
igual ou inferior a determinado ponto de corte.

3 Valor preditivo do teste positivo ou probabilidade pés-teste positivo é a propor¢io de individuos apresentando
pontuagdo de escore igual ou inerior a determinado ponto de corte que evoluiram para a morte.

* Valor preditivo do teste negativo ou probabilidade pés-teste negativo é a proporcio de individuos apresentando
pontuacdo de escore igual ou inferior a determinado ponto de corte que sobreviveram.
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probabilidade de morrer foi 0,05. Este modelo gerou uma area abaixo da curva ROC de 0,89
(IC95% 0,85-0,92). O desempenho deste sistema estd apresentado na TABELA 18A.

Como ¢ desejavel que este instrumento seja de facil interpretacdo pelo médico assistente,
as probabilidades de morte foram reagrupadas para gerar um modelo mais simples e com
melhor aplicabilidade clinica. Assim, um novo sistema foi derivado deste sistema inicial pelo
agrupamento dos escores por faixa de probabilidade de morte. Desta forma os cinco novos
escores agruparam as probabilidades de morte menores de 0,05, de 0,06 a 0,15, de 0,16 a
0,30, de 0,31 a 0,75 e acima de 0,75. As variacdes da sensibilidade e da especificidade
obviamente nio diferiram do modelo inicial. O VPP variou de 0,03 a 0,96 e o VPN variou de
0,01 a 0,07. O escore dois correspondeu ao ponto onde a soma da sensibilidade e da
especificidade foi maxima (J = 0,83). Neste ponto a probabilidade do individuo sobreviver
foi 0,97 e a probabilidade de morrer foi 0,13. Este modelo gerou uma &rea abaixo da curva
ROC de 0,88 (IC95% 0,83-0,92), e desempenho avaliado pela diferenca entre as freqii€ncias
dos eventos observados e dos eventos esperados foi satisfatorio (Pearson= 3,0; p = 0,39). Os
resultados deste sistema estdo apresentados na TABELA 19A.

Para melhorar a adequacdo do modelo, os mesmos passos desta modelagem foram
conduzidos com a adicdo das informagdes de exames de complementares facilmente
acessiveis e que, na anélise univariada, haviam se mostrado significantes, a saber: nimero de
leucdcitos, ndmero de plaquetas e enzimas hepaticas. A funcdo renal definida como taxa de
filtracio glomerular igual a 60 ml/dia/m® ou como creatinina sérica acima de 1,5mg/dL
apresentou resultados equipardveis na andlise univariada e no modelo de regressdo logistica.
Ja que a creatinina é um exame direto, facilmente interpretado pelo médico, o modelo de
prognéstico utilizou este parametro laboratorial em substitui¢do a taxa de filtracdo glomerular,
a qual exige a aplicacdo de féormulas ou exames mais complexos. Nesta etapa foram excluidos
58 pacientes de quem nao se dispunha de informacgdes laboratoriais suficientes, de forma que
825 individuos (817 sobreviventes € 60 ndo sobreviventes) contribuiram para a modelo de
progndstico com dados clinicos e laboratoriais.

A andlise de regressao seguiu os mesmos passos ja descritos. O peso de cada varidvel foi
novamente obtido pela razdo entre o0 mdédulo do menor coeficiente encontrado na regressao
logistica e o coeficiente da varidvel analisada e foi arredondado para o niimero inteiro mais
proximo. As varidveis referentes aos sinais e sintomas permaneceram inalteradas no modelo,
sem modificacdes de seus coeficientes e pesos. As varidveis continuas referentes aos exames
laboratoriais foram transformadas em varidveis dummy assumindo-se os seguintes valores

como pontos de corte: 1500 leucéeitos/mm’ (peso = 1), 50.000 plalquetals/mm3 (peso = 2),
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AST ou ALT igual a 100 UK/L (peso = 2) e creatinina sérica acima de 1,5 mg/dL (peso = 5).
Os escores deste novo modelo de predi¢cdo de morte variaram de um a 22 pontos € a maior
pontuacdo observada na populacdo estudada foi 18 pontos. A sensibilidade deste novo modelo
variou de zero a um e a especificidade variou de 0,13 a um. O VPN variou de 0,004 a 0,985 e
o VPN variou de zero a 0,077 (TABELA 20A). O escore cinco correspondeu ao ponto onde a
soma da sensibilidade e da especificidade foi maxima (J = 0,85). Neste ponto a probabilidade
do individuo sobreviver foi 0,99 e a probabilidade de morrer foi 0,05. Este modelo gerou uma
area abaixo da curva ROC de 0,93 (IC95% 0,90- 0,95), teve adequacgdo satisfatdria
(Pearson=22,9; p=0,24) e apresentou melhor desempenho quando comparado ao modelo que
incluiu apenas as varidveis clinicas (p < 0,001). Estes resultados sdo apresentados na
TABELA 20A.

Este modelo também foi simplificado pelo agrupamento das probabilidades em
intervalos para gerar um modelo mais simples, com cinco escores. Os cinco novos escores
agruparam as probabilidades de morte menores de 0,05, de 0,06 a 0,15, de 0,16 a 0,30, de
0,31 a 0,75 e acima de 0,75. Neste modelo simplificado e com as informag¢des laboratoriais
adicionadas, o escore dois correspondeu ao ponto onde a soma da sensibilidade e da
especificidade foi méxima (J = 0,83). Neste ponto a probabilidade do individuo sobreviver foi
0,97 e a probabilidade de morrer foi 0,07. Este modelo gerou uma drea abaixo da curva ROC
de 0,88 (95% IC 0,83-0,92), e apresentou desempenho adequado em relagdo a diferenca entre
os eventos observados e os eventos esperados (Pearson=2,4; p = 0,49). Os resultados deste
sistema estao apresentados na TABELA 21A.

Por fim, apresenta-se as figuras 13A a 17A para apresentar os resultados desta anélise de
forma grafica. As FIGURAS 13A e 14A mostram as curvas de sensibilidade e de
especificidade do modelo que incoporou apenas as informagdes clinicas e do modelo que
incorporou as informagdes clinicas e laboratoriais. A FIGURA 15A mostra a comparagdo
entre as duas curvas ROC geradas pelo modelo de escores utilizando as varidveis clinicas ou
as variaveis clinicas acrescidas das laboratoriais. A drea abaixo da curva ROC foi maior
quando se acrescentou as informacoes laboratoriais em relagdo a curva composta apenas por
informacdes clinicas (p < 0,001). A FIGURA 16A mostra a comparacao das duas curvas ROC
geradas pelo modelo de escores de varidveis clinicas ou de varidveis clinicas e laboratoriais
com os intervalos de probabilidades agrupados para gerar um modelo de cinco pontos. Mais
uma vez pode-se observar que as informagdes dos exames laboratoriais contribuiram
significativamente para o sistema (p < 0,001). A FIGURA 17A apresenta a comparacao das

curvas ROC do modelo gerado pelas varidveis referentes aos eventos clinicos e laboratoriais
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presentes a admissao no modelo com 22 pontos € no modelo com valores de probabilidades
reagrupados para gerar uma escala de cinco pontos. Por fim, a FIGURA 18A apresenta a
probabilidade de morte’ e de sobrevivéncia® de acordo com os pontos de escore alcancados.
Vé-se que a probabilidade do paciente sobreviver mantém-se relativamente estdvel até
alcancar cinco ou seis pontos e a partir de entdo esta probabilidade aumenta
esponencialmente. Segundo este modelo, a probabilidade de um paciente qualquer com escore
< 18 sobreviver é 0,99 e a probabilidade de um paciente qualquer com escore < 18 ndo
sobreviver € 0,92 (equivalente a 1-letalidade observada). Se tomarmos o ponto cinco, que foi
0 que maximizou a sensibilidade e a especificidade do sistema, teremos que a probabilidade
de um paciente qualquer sobreviver é 0,99 e a probabilidade de um paciente ndo sobreviver €
0,05.

Em resumo, o modelo de progndstico usando apenas as varidveis clinicas gerou uma
curva ROC significante, com adequacdo satisfatéria. O mesmo modelo simplificado em cinco
escores também apresentou adequacao suficiente. O modelo que incluiu varidveis clinicas e
laboratoriais composto por 22 pontos de escores foi o que apresentou melhor adequacio, mas
este modelo, quando simplificado para cinco escores apresentou significancia limitrofe (p =
0,07). O desempenho do modelo contendo varidveis clinicas e laboratoriais, avaliado pela
medicao da drea abaixo da curva, foi estatisticamente superior ao desempenho do modelo

composto apenas por variaveis clinicas (p < 0,001).

5.4  Estudo da Coagulacao Sanguinea

A populagdo do estudo caso-coorte foi constituida com o objetivo de estudar aspectos
clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais dos distirbios da coagulacio na LV. Foram
aleatorizados 185 pacientes para o estudo das alteracdes da coagulacdo sanguinea. Dentre
estes pacientes, 110 (59,5) ndo apresentaram sangramento ou infeccdo bacteriana, 47 (25,4)
apresentaram sangramento e ndo infeccdo bacteriana, 17 (9,2) apresentaram infec¢do
bacteriana e ndo sangramento e 10 (5,4) apresentaram sangramento e infeccao bacteriana.

Entre estes 185 pacientes foram observados 15 ébitos, nove dos quais foram associados a

sangramentos, trés associados a infec¢do bacteriana e sangramentos, um associado a infec¢ao

> Probabilidade de morte refere-se a propor¢io dos individuos que apresentaram pontuacio de escore igual ou
inferior a determinado ponto de corte que ndo sobreviveram, equivale a probabilidade pds-teste positivo, ou
valor preditivo do teste positivo.

® Probabilidade de sobrevivéncia refere-se a propor¢io dos individuos individuos que apresentaram pontuacdo de
escore igual ou inferior a determinado ponto de corte que sobreviveram. E o complemento do valor preditivo do
teste negativo (1-Probabilidade pds-teste negativo)
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bacteriana, um associado a toxicidade pelo antimoniato de glucamina e um 6bito relacionado
a AIDS. A letalidade foi maior entre os pacientes que apresentaram sangramentos € criangas
com menos de um ano de idade. Nao houve diferenca de letalidade com relagdao ao sexo ou a

presenca de AIDS neste grupo (TABELA 22A)

5.4.1 Avaliagdo global da coagulacdo

A média do TS foi 106 segundos com desvio padrao de 50 segundos. A média do TC foi
de cinco minutos e 51 segundos com desvio padrio de um minuto e 47 segundos e a
correlagdo com os sangramentos foi fraca, mas significativa (r = 0,08; p = 0,01).Dentre 58
pacientes com sangramento, apenas 6 (10,3) apresentaram TS e TC prolongados. A média do
TAP foi 64,8% (o = 32,8) e a média do TPP foi 77,6 segundos (¢ = 25,1). Nao houve
associagdo estatisticamente significante entre os valores de TS, TAP e TPP com a presenca de
sangramento ou com o nimero de plaquetas circulantes. O nimero médio de plaquetas no
sangue periférico foi 119.700/mm’ (¢ = 78,4) nos pacientes sem sangramento e 97.800/mm’
(o =75,1) nos pacientes com sangramento (p < 0,001).

Os marcadores da ativagdo da coagulacdo intravascular foram testados para melhor
caracterizacdo destes fendmenos hemorrdgicos e incluiram dimero D, fibrinopeptideo A,

fibrinogénio e quantificacdo de PDF, e os resultados estdo resumidos na TABELA 23A.

5.4.2 Dimero D

Os niveis plasmdticos de dimero D encontraram-se elevados (acima de 500ng/mL) em
183 (98,9%) pacientes e niveis muito elevados (acima de 1000ng/mL) foram encontrados em
163 (88,1%) pacientes. Estes niveis foram mais elevados em pacientes com sangramento (p =
0,04) e foram médximos em pacientes apresentando sangramento e infecc@o bacteriana (p <
0,001) (FIGURA 12A). Os niveis de dimero D correlacionaram-se negativamente com a
intensidade da febre (r = -0,19; p = 0,008) e com o tempo de dura¢do da doenga (r = -0,24; p =
0,001). Houve correlagao entre os niveis de dimero D e a PCR ultra (r = 0,43; p < 0,001).

5.4.3 Fibrinopeptideo A

Os valores de FPA foram transformados em logaritmos antes da anélise. Os niveis de de
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FPA estavam elevados em 62,6% dos pacientes. Os logaritmos dos niveis de FPA
correlacionaram-se negativamente com o tempo de duraciao da doenca (r = 0,22; p = 0,003) e
com os niveis de PCRyy, (r=0,35; p=0,009) . Os niveis de FPA se correlacionaram com os
niveis de IL-12 (p=0,03). e foram mais baixos nos pacientes que apresentaram sangramento (p
= 0,03) e ndo houve associacdo entre os niveis de FPA e a ocorréncia infec¢des bacterianas (p

=0,11).

5.4.4 Fibrinogénio

A dosagem do fibrinogénio plasmatico foi realizada em apenas 157 dos 185 pacientes
aleatorizados para o estudo caso-coorte. Os niveis estavam elevados em 139 (88,5%)
pacientes e foram muito varidveis entre os grupos de pacientes com sangramento ou com
infeccdo bacteriana. Nao houve diferenca estatistica entre os niveis séricos de fibrinogénio
entre os pacientes que apresentaram sangramento (727,0 + 310,1 ng/mL) e entre aqueles que
ndo apresentaram evidéncia clinica de distirbio da coagulacdo (696,4 + 52,9 ng/mL). Nio se
verificou associacdo entre os niveis de fibrinogénio e a presenca de infec¢do bacteriana, mas
quando o grupo apresentando distdrbios da coagulacdo foi controlado pela presenca de
infeccdo bacteriana, os niveis de fibrinogénio foram mais baixos nos pacientes que
apresentavam sangramento e infec¢@o bacteriana concomitantes (p = 0,09 no teste bicaudal e
p = 0,05 no teste unicaudal). Os niveis de fibrinogénio correlacionaram-se positivamente com
a PCRyjyra (r=0,40; p=0,01), com os niveis de IFN-y (p = 0,03) e com os niveis de CXCL-8 (p
=0,007)

5.4.5 Produto de degradacao da fibrina

Niveis elevados de PDF, evidenciados pela reacdo de aglutinacdo em latex que
corresponde a concentracdes de PDF acima de 200ng/mL, foram observados em 121 (65,8%)
pacientes. A positividade do teste foi observada em 46 (79,4%) pacientes com sangramento e
em 75 (59,5%) pacientes sem sangramento (p = 0,008) (TABELA 24A). O teste apresentou
sensibilidade de 86% e especifidade de 81% em detectar pacientes com sangramento. O valor
preditivo positivo do teste foi alto entre os pacientes com sangramento (97,5), mas o valor
preditivo negativo foi de apenas 40,5. A positividade do teste correlacionou-se negativamente
com o tempo de duragdo da doenca (r = -0,26; p < 0,001) e com a intensidade da febre (r = -

0,18; p=0,01).
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5.5 Atividade Inflamatéria na Leishmaniose Visceral

A atividade inflamatéria na LV foi avaliada em uma populagdo composta por 124
pacientes selecionados por aleatoriza¢do sucessiva a partir do estudo caso-coorte que avaliou
a coagulacdo sanguinea. Ndo houve diferenca das caracteristicas basais dos pacientes da
amostra global, dos pacientes do estudo para a avaliacdo da coagulacdo e dos pacientes do
estudo para a avaliacdo da atividade inflamatéria. (TABELA 01A, sessdo 4.1.1). Foram
dosadas as seguintes citocinas/quimiocina séricas: IL-10, IL-6, IL-10, IL-12, CXCL-8, TNF-
o e IFN-y. Informagdes adicionais sobre a resposta inflamatdria foram obtidas pela dosagem
da proteina C reativa ultrassensivel (PCRy,) € velocidade de hemossedimentacdo (VHS).

A resposta inflamatéria foi analisada em grupos de pacientes estratificados pela presenca
de sangramentos e de infec¢Oes bacterianas.

A velocidade de hemossedimentac@o na primeira e na segunda horas estava elevada em
todos os pacientes. A média da VHS na primeira hora foi 63,8mm e na segunda hora foi
83,2mm. A VHS esteve negativamente correlacionada ao desfecho letal (r = -0,09; p = 0,01),
com a extensdao do baco (r = -0,09; p = 0,01) e com a extensdo do figado (r = -0,10; p =
0,005). Houve correlagdo positiva da VHS com os niveis de FPA (r = 0,15; p = 0,05) e
correlagdo negativa com os niveis de dimero D (r = -0,17; p = 0,02) e com os PDF (r = -0,16;
p =0,04).

Houve ainda correlag@o significativa entre os niveis de PCRyy, € 0s niveis de IL-1B (r =
0,17; p = 0,05), IL-6 (r = 0,33; p < 0,001), IFN-y(r = 0,21; p = 0,02), mas ndao houve
correlagdo da VHS com os niveis da PCRyy, ou das citocinas.

Os niveis séricos da PCR, estavam acima de 8 mg/L, valores considerados positivos
para testes da fase aguda das doencas inflamatérias, em 113 (91,1%) dos 124 pacientes. Em
85 (68,6%) pacientes os niveis de PCRyy, estavam acima de 30 mg/L. A PCRypa
correlacionou-se positivamente com a presenca de sangramento digestivo (r = 0,24; p =
0,008) e com a presenca de esplenomegalia (r = 0,18; p = 0,04) e correlacionou-se
negativamente com a presenca hepatomegalia (r = -0,24; p = 0,008) e com a extensdo do
figado (r = -0,18; p = 0,04).

Os pacientes que apresentaram imagens radiolégicas compativeis com pneumonia
tiveram niveis significativamente mais baixos de PCRyy, (W = 7,6 mg/L) em comparagdo
aqueles que apresentaram radiografia do térax normal (L = 60,3 mg/L, p = 0,02). Nao houve

diferenca entre os niveis das diversas citocinas e a presen¢a de pneumonia.
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Os pacientes com proteintria apresentavam niveis mais elevados de 1L-6 (r = 0,21; p =
0,02), IL-10 (r = 0,18; p = 0,04) e IFN-y (r = 0,2; p = 0,01), mas ndo foi encontrada associacao
entre os niveis de citocinas e a taxa de filtragdo glomerular, os niveis de uréia e de creatinina
séricas. A taxa de filtracdo glomerular correlacionou-se negativamente com a VHS (r = -0,09;
p =0,04)

Os niveis de PCRy, também estiveram positivamente correlacionados aos marcadores
laboratoriais de CID, como dimero D (r = 0,42; p < 0,0001), PDF (r = 0,49; p < 0,0001),
FPA (r = 0,25; = 0,009), plaquetas (r = -0,25; p = 0,005) e fibrinogénio (r = 0,40; p < 0,01).

Foi observado que a intensidade da maior temperatura corporal aferida durante a
internagdo estava negativamente associada ao risco sangramento e de morte. (TABELA 5A e
6A). Este achado inesperado foi entdo analisado com respeito a resposta inflamatéria. Nao
houve significincia estatistica entre os niveis de citocinas e a intensidade da febre. Contudo, a
média dos niveis de PCRyy, foi 65,1 mg/L (6 = 34,9) nos pacientes com temperaturas abaixo
de 39°C e foi 43,0 mg/L (o = 36,31) nos pacientes com temperaturas acima de 39°C, com
diferenca estatisticamente significante (p < 0,001). O indice de correlacdo entre a temperatura

corporal e os niveis de PCRy, foi -0,30 ( p < 0,001).

5.5.1 Citocinas e 6bito

Niveis significativamente mais elevados de 1L-6, IL-8 e IFN-y foram encontrados entre
0s pacientes que evoluiram para o 6bito em comparagdo com os sobreviventes (p = 0,03, p =
0,05 e p=0,03) (TABELA 26A).

Niveis significantemente mais elevados de IL-1B (p = 0,01), IL-12 (p = 0,03) ¢ TNF-a
(p = 0,008) foram encontrados em pacientes com menos de 20 anos de idade e desnutridos
(peso para a idade < 3%). Em individuos acima de 20 anos de idade com o IMC abaixo do
percentil 3% observaram-se niveis mais elevados de IL-1B (p = 0,03), IL-10 (p = 0,04), IL-12
(p = 0,03) e TNF-a (p = 0,008). Niveis mais elevados de IL-1B (p = 0,02), IL-12 (p = 0,04) e
de TNF-a (p = 0,04) também foram encontrados nos pacientes que relataram emagrecimento,
independente da avaliacio nutricional.

As TABELAS 27A a 34A apresentam as médias e desvios-padrdo dos niveis de
citocinas em grupos de pacientes que apresentaram vOmitos, diarreia, edema, dispneia,
ictericia, infec¢do pelo HIV ou AIDS, infec¢des bacterianas e sangramentos, fatores

estatisticamente associados ao 6bito. Pacientes com vOomitos apresentaram niveis elevados de
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IL-6 (p = 0,02). Pacientes com edema apresentaram niveis elevados de IL-6 (p = 0,0001) e de
CXCL-8 (p = 0,0001); pacientes com ictericia apresentaram niveis elevados de CXCL-8 (p =
0,05), IL-1B (p = 0,03) e TNF-a (p = 0,03). Niveis mais elevados de CXCL-8 foram
encontrados em pacientes que apresentaram febre abaixo de 39°C (p = 0,04).

Nao houve diferenca entre os niveis das diversas citocinas em pacientes que
apresentaram diarreia ou dispneia. Os niveis de IL-10 e IFN-yestiveram mais elevados em

pacientes com infeccao pelo HIV.

5.5.2 Niveis séricos de citocinas, manifestacdes hemorragicas e infec¢des bacterianas.

Nao foi encontrada associac@o entre os niveis de citocinas e a presenca de infecg¢des
bacterianas quando analisadas conjuntamente (TABELA 33A), mas os pacientes com sepse
apresentaram niveis mais elevados de IFN-y. Os pacientes com sangramentos apresentaram
niveis mais elevados de IL-1f, IL-6, CXCL-8, IL-10, IFN-y (TABELA 34A). A anélise das
concentracdes plasmadticas das citocinas em grupos de pacientes com LV estratificados pela
presenca de infec¢Oes bacterianas e de sangramentos revelou que: IL-1f, IL-6, CXCL-8, IL-
10 e IFN-y estavam elevadas em pacientes com sangramento e sem infeccdo bacteriana (p =
0,03); IL-6, IL-8, CXCL-8 e IFN-y estavam elevadas em pacientes com sangramento € com
infeccdo bacteriana. (TABELA 35A). Houve nitida correlagio entre os niveis séricos de IL-6
e dimero D(r = 0,34; p <0,001) , IL-6 e PDF (r = 0,29; p =0,01), IFN-y e dimero D (r = 0,42;
p <0,001), IFN-y e PDF (r = 0,37; p <0,001), IFN-y e fibrinogénio (r = 0,34; p =0,03). Houve
também correlacdo entre os niveis de IL-6 e PCRy..(r =0,34; p <0,001) e de IFN-ye
PCRyra-(r =0,21; p <0,02).

A presenca de esplenomegalia ou de hepatomegalia ndo se associou aos niveis das
citocinas. Contudo, quando a extensdo destes 6rgados foi corrigida pela superficie corporal do
paciente, encontrou-se associac¢do entre os niveis de CXCL-8 e de IL-10 com a extensdo do
figado (TABELA 36A). Niveis mais elevados de IL-1f, IL-6, CXCL-, IL-10 e IFN-y foram
observados em pacientes que apresentavam elevagcdo das aminotransferases.

Os linfécitos, os neutrdfilos, a hemoglobina e as plaquetas estavam negativamente
correlacionados aos niveis de citocinas. O numero de leucdcitos totais correlacionou-se
nagtivamente com os niveis de IL-10 (r=-0,19; p=0,03). O ndmero de neutréfilos
correlacionou-se a IL-1B, IL-10 e ao TNF-a (TABELA 37A) e o ndmero de linf6citos
correlacionou-se aos niveis de IL-1f, CXCL-8, IL-10 e TNF-o (TABELA 38A). A
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concentracdo de hemoglobina correlacionou-se aos niveis de IL-1B, IL-6, CXCL-8, IL-10,
IFN-y e TNF-o.. (TABELA 39A) e o nimero de plaquetas estava correlacionada aos niveis
elevados de IL-1B, IL-6, CXCL-8 e IFN-y. (TABELA 40A). Quando os linfécitos foram
divididos com ponto de corte de 2000 células, verificou-se que as correlagdes com IL-1f3, IL-
12 e TNF-o eram positivas até 2000 linfécitos e que apds esse limite as correlagdes com IL-

1B, IL-6, CXCL-8, IL-10 ¢ TNF-a eram negativas.

5.5.3 Citocinas e idade

Para avaliar a importincia da idade na resposta inflamatéria em pacientes com LV foi
conduzida a andlise das diferencas entre a expressdo de citocinas plasmdticas em criangas
menores de dois anos de idade e pacientes com mais de dois anos de idade. (TABELA 41A).
Observou-se que os lactentes apresentavam niveis significantemente mais elevados de IL-6,
IL-8 e IFN-.

As criangas com menos de dois anos de idade aprestavam niveis mais elevados de IL-6
(p = 0,01), de CXCL-8 (p = 0,04), de IFN-y (p = 0,05), de PCRyja, (p = 0,02) e VHS mais
elevada na primeira (p < 0,001) e na segunda horas (p < 0,001) em comparagdo aos pacientes
com idades acima de dois anos.

Para resumir as relagdes da resposta inflamatéria com os véarios desfechos clinicos e
laboratoriais, a TABELA 42A apresenta a matriz das associacdes dos sinais, sintomas,
sindromes e exames laboratoriais com os niveis séricos das citocinas e a TABELA 43A
apresenta a correlacao das citocinas com as células sanguineas. A TABELA 44 A apresenta as
matrizes das correlacdes miutuas das citocinas, a TABELA 45A apresenta as correlacdes entre
os niveis de citocinas plasmaticas e os marcadores de CID (dimero D, FPA e PDF),
fibrinogénio e PCRy;;,. A TABELA 46A apresenta a correlagdo entre os niveis das citocinas

plasmédticas e as diversas formas de apresentacdo dos sangramentos.

6 DISCUSSAO

Este trabalho foi prospectivo em sua natureza, com a inclusdo dos pacientes no momento

do diagndstico e acompanhamento até a alta hospitalar. Apresentou caracteristicas de coorte
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aberta para relagdes causais das varidveis de exposi¢do (da anamnese, do exame fisico e dos
exames laboratoriais) com o desfecho final (morte ou melhora clinica) e para as varidveis que
surgiram apdés a admissdao. Apresentou, contudo, caracteristica de estudo transversal em
relacdo aos exames laboratoriais, ja que as informagdes clinicas e as amostras bioldgicas para
os testes foram obtidas em momentos muito proximos, € ndo houve informacdes laboratoriais
sobre os periodos antes ou depois da doenca. E possivel, por exemplo, fazer associacio causal
entre a plaquetopenia (identificada a admissdo) e o sangramento que aconteceu dias apds, mas
nao € possivel fazer inferéncia causal entre plaquetopenia e sangramento se a duas varidveis
estavam presentes a admissao. A plaquetopenia poderia, neste caso, ser tanto a causa quanto a
conseqiiéncia do sangramento. Portanto, as discussdes sobre causalidade se restringiram
aquelas situacdes em que as varidveis de exposi¢ao e de desfecho estavam temporalmente
bem definidas. Nas demais situagdes somente foi possivel avaliar as associacdes entre as
varidveis sem fazer inferéncia a causalidade.

Este estudo teve seu inicio apds a publicacdo das recomendagdes nacionais para o
tratamento do paciente com LV grave (BRASIL, 2005b). Estas diretrizes prevéem a
administracdo de antibidticos de forma extensiva, em situagdes de infeccdo bacteriana
confirmada ou suspeita e também para pacientes com alto risco, como nos casos de
neutropenia extrema. Como resultado, a verdadeira importancia das infec¢des bacterianas
para a morte em pacientes com LV pode ter sido subestimada. E possivel que a incidéncia
destas complicagOes esteja ainda mais subestimada porque as definicoes de diversas
sindromes infecciosas ndo se aplicam aos pacientes com LV, uma vez que vdrios sinais das
infec¢des bacterianas como febre, anemia, plaquetopenia, taquicardia e adinamia ja fazem
parte do quadro clinico da LV. Por isto ndo foi possivel usar as definicdes de caso para
algumas situacdes infecciosas. Por exemplo, de acordo com o American College of Chest
Physicians (BONE er al., 1992), considera-se sepse a associacdo de febre acima de 38°C e
taquicardia, taquipneia ou alteracdo dos leucdcitos. Se esta definicdo fosse usada para
classificar os pacientes com LV deste estudo, 863 (97,7%) deles seriam considerados sépticos.
Da mesma forma os critérios para definicado de pneumonia nao se aplicam aos pacientes com
LV que apresentam febre e tosse como manifestacdes da leishmaniose. O diagndstico de
infeccdo urindria pode ainda ser confundido pela presenca de nefrite intersticial e
glomerulonefrite. Assim, os critérios para a definicdo de pneumonia, sepse e infec¢@o urindria
foram adaptados para o paciente com LV (ver Definicoes, pag 50) para aumentar a
especificidade do diagndstico. Com isto, as formas mais leves de pneumonia, a sepse sem

disfuncdo organica, hipoperfusdo ou hipotensdo e a infec¢do urindria sem identificagdo
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bacteriana podem nio ter sido detectadas. Acrescente-se que as culturas de sangue, urina ou
secrecoes nao foram viabilizadas algumas vezes antes da prescricdo de antibidticos. Nao raro,
o diagnoéstico da infecg@o bacteriana neste estudo divergiu da opinido do médico assistente.
Contudo, como a classificagdo dos pacientes se deu de forma nao diferencial, essa limitagao
ndo invalida os resultados dos estudos caso-coorte para avaliagdo da coagulagdo e da resposta
inflamatoria.

Durante o periodo do estudo aconteceram epidemias anuais de dengue no estado. Nao
foram identificados, a anamnese, pessoas com histéria recente desta doenca, mas nao foi
realizada triagem soroldgica rotineira para a identificacdo de infeccdo pregressa ou
concomitante pelo virus da dengue. E possivel, que alguns individuos com as duas doencas,
tenham sido incluidos. Parece, contudo, pouco provdvel, uma vez que as caracteristicas
clinicas de dengue, como cefaléia, dores musculares ou dor retro-orbitaria, ndo sdo percebidos
em pacientes com LV. A identificacdo de infeccao pregressa pelo virus da dengue e o estudo
de possivel modificacdo na apresentacdo da LV é uma proposta interessante.

A generalizacdo dos resultados apresenta limita¢des. O estudo foi realizado em um tnico
servico de saide e ndo contempla as possiveis diferencas regionais da apresentagdo da LV
causada por L. chagasi. Contudo, como o IDTNP notifica aproximadamente 95% dos casos
de LV do Piaui e 81,2% dos pacientes diagnosticados no periodo foram arrolados para o
estudo, a generalizacdo dos dados para situacOes epidemioldgicas semelhantes a Teresina
pode ser considerada satisfatoria.

O desfecho clinico da infeccdo por Leishmania depende de diversos fatores como a
espécie do parasito, os produtos derivados da resposta a picada pelos flebotominios, fatores
genéticos e ambientais e pela resposta imune do hospedeiro. Este estudo traz importantes
informacdes sobre os fatores associados a gravidade da LV que poderao ser de utilidade na
definicdo de recomendagdes para o tratamento do paciente com LV e suscitam novas
importantes perguntas de pesquisa.

A distribuicdo das idades dos pacientes € semelhante as publicagdes anteriores
(JERONIMO et al., 1994; GUERRA et al., 2004; PEDROSA e DA ROCHA, 2004;
OLIVEIRA et al., 2006), onde a maioria dos pacientes tem idade inferior a dez anos. O efeito
da idade na susceptibilidade as infec¢des € citado frequentemente na literatura, mas poucos
trabalhos avaliaram os mecanismos que condicionam estas diferencas. Dois estudos usando
modelos mateméaticos mostraram associacao da idade na taxa de infeccdo por Leishmania e
sugeriram que a susceptibilidade a infec¢ao declina com a idade (DYE e WILLIAMS, 1993) e

que, mesmo em pessoas sem imunidade celular prévia para Leishmnia, o risco de
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soroconversao decai com o avango da idade (DAVIES e MAZLOUMI GAVGANI, 1999).
Além disto, as criangas estdo muito expostas as picadas de flebotomineos, (COSTA et al.,
1990; CALDAS et al., 2002) e, em regides de alta endemicidade, é provavel que sejam
expostas a Leishmania em idades muito precoces, o que aumenta a chance da doenga nesta
fase da vida.

A relativa protecdo de lactentes nos primeiros seis meses de vida em desenvolver LV
aponta para um possivel efeito protetor conferido por anticorpos maternos adquiridos pela via
transplacentdria ou pelo leite materno. O tempo prolongado de aleitamento materno esteve
associado a infecg¢do assintomdtica em um estudo (MACIEL et al., 2008). Também ja foi
observado que ratos recém-nascidos que recebiam injecdes de anticorpos idiotipicos
monoclonais contra L. mexicana tornavam-se mais resistentes ao desafio posterior. Esta
resisténcia estava associada a maior atividade leishmanicida pelos macréfagos no bago destes
animais e foi hipotetizado que estes anticorpos administrados em uma fase precoce da vida
poderiam modificar o desenvolvimento de linhagens de células T capazes de produzir as
citocinas de interesse (GORCZYNSKI, 1988). Contudo, o papel dos anticorpos adquiridos
por via transplacentdria ou pelo leite materno na prote¢ao da crianca contra a LV continua
incerto, e é bem aceito que a imunidade mediada por células e ndo a imunidade mediada por
anticorpos € responsavel pela resisténcia a infeccdo. Por outro lado, como o periodo de
incubacgdo da doenga pode ser longo, com variagdo de trés a oito meses (JERONIMO et al.,
2005), as criancas infectadas nos primeiros meses de doenga poderiam apresentar os primeiros
sintomas da doenca somente meses mais tarde, e esta seria a razdo da aparente prote¢ao destes
lactentes a LV.

Mas, se alguma protecdo existe contra a doenga nos primeiros meses de vida, as criangas
tornam-se muito vulnerdveis a partir do primeiro ano de idade. E possivel que fatores
relacionados ao metabolismo infantil estejam envolvidos nesta susceptibilidade. A arginina,
um aminodcido essencial para o parasito, mas ndo para o hospedeiro tem sido foco de atengdo
nos estudos de metabolismo de Leishmania. A L-arginina é o substrato comum das reagoes
das enzimas 6xido nitrico sintase (NOS2) e arginase 1 (Argl). Os macréfagos dependem do
balanco destas duas enzimas para promover a morte ou o crescimento dos parasitos no meio
intracelular, de forma que o mecanismo pelo qual estes organismos regulam a concentragio
celular de arginina € critico para a sua sobrevivéncia e viruléncia. A enzima NOS2 € induzida
pela resposta Th1 mediada pela IFN-y enquanto a Argl é mediada pela IL-4, e portanto, pela
resposta Th2 . Quando prevalece a resposta Thl, a ativagdo de macréfagos induz a expressao

de NOS2, que oxida a L-arginina em 6xido nitrico, que € o metabdlito responsavel pela morte
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dos parasitos. A resposta Th2, por outro lado, induz a producdo de Argl, que por sua vez
promove a degradacdo da arginina com produgdo de ornitina e uréia, que sdo poliaminas
necessarias ao crescimento da Leishmania (WANASEN e SOONG, 2008). O papel da idade
no metabolismo da L-arginina foi avaliado em animais de laboratério. Foi demonstrado que a
baixa idade aumenta a capacidade de macréfagos expressarem arginase e modular o
metabolismo da L-arginina. A maior capacidade que criangas pequenas t€ém de secretar esta
enzima resulta em um meio celular mais propicio ao crescimento de Leishmania com maior
incidéncia e gravidade da doengca (MULLER et al., 2008). Outras vias metabdlicas
provavelmente interferem na multiplicacdo e na sobrevivéncia de parasitos e a agdo de
multiplos fatores deve determinar as diferencas de apresentacdo em criangas e adultos. A
distribuicao bimodal da letalidade da LV, com um pico na infancia e outro em adultos sugere
que fatores diferentes possam estar envolvidos na aquisi¢cao da infec¢do e nas complicagcdes
da doenca em diferentes idades. O declinio da fun¢do dos linfécitos T-CD4+ tem sido
associado a reduzida eficdcia vacinal em pessoas idosas, sugerindo que a imunidade declina
com o envelhecimento (HAYNES e SWAIN, 2006). Esta pode ser também a causa da relacdo
entre a progressao da idade e o aumento da incidéncia e da letalidade por LV.

O tempo de duracdo da doenca foi menor entre as criangas, especialmente entre os
lactentes e esteve inversamente associado a intensidade de manifestagdes clinicas como a
extensdo do bago, a extensdo do figado e o estado de desnutricao. Contudo, houve correlagdao
direta entre o tempo de durac@o dos sintomas, o ébito, a perda ponderal durante a doenga e a
ocorréncia de sangramentos. Estes achados levantam a hipétese de que os fatores que
condicionam a esplenomegalia, a hepatomegalia e a desnutricao sdo diferentes dos fatores que
condicionam sangramento e Obito e sugerem que fatores independentes da precocidade do
diagnéstico da LV condicionam estes desfechos. Pessoas com doenca agressiva, traduzida por
curto periodo de sintomatologia, teriam maior atividade inflamatdria, hepatomegalia e
esplenomegalia mais intensas e perda ponderal mais rdpida. As pessoas com tempo de doenca
mais prolongado representariam os sobreviventes desta fase, que teriam superado o periodo de
inflamacdo hepdtica com suas repercussdes, e estariam em fase de descompensacdo da
homeostase mediada pela resposta esplénica, com aparecimento de sangramentos e faléncia
de 6rgdos que ao final resultam em morte.

Muita discussdo existe sobre o papel da desnutricio como fator de risco para a aquisi¢ao
da LV. Alguns estudos concluiram que a desnutricdo aumenta a susceptibilidade a infeccao
por cepas de Leishmania (BADAR() et al., 1986; CERF et al., 1987; DYE ¢ WILLIAMS,
1993; ANSTEAD et al., 2001; CALDAS et al., 2002) enquanto outros ndo identificam risco
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adicional de infec¢do em estados de caréncia nutricional (CALDAS et al., 2002). A discussao
¢ ainda mais polémica quando se avalia o prognéstico das pessoas que evoluiram para as
formas sintomdticas em relacdo ao estado nutricional. Os estudos publicados, ou ndo
identificam a desnutri¢io como fator de risco para o desfecho desfavoravel (CUNHA et al.,
1995; PASTORINO et al., 2002) ou ndo apresentam clara seqiiéncia temporal (SEAMAN et
al., 1996; COLLIN S, 2004; QUEIROZ et al., 2004; CAVALCANTE, 2007).

Foi encontrado que tanto os pacientes desnutridos como aqueles que referiram
emagrecimento, mas que ndo apresentavam desnutri¢do tinham niveis elevados de citocinas
IL-1B e o TNF-a. Estas citocinas estéo associadas as respostas catabdlicas observadas durante
processos infecciosos (PEARSON et al., 1992) e este achado constitui evidéncia de que o
desnutri¢do seja conseqiiente ao catabolismo infeccioso originado pela Leishmania.

De fato, o indice nutricional mais comprometido foi o peso em a relacao a idade, que
reflete comprometimento agudo (WATERLOW, 1972; KELLER, 1991), sugerindo que a
deterioracdo da nutricdo seja consequente a LV. Houve ainda correlacio do tempo de
progressdo da L'V com os indices peso para a altura e IMC, que sdo bons avaliadores das
alteracdes agudas do estado nutricional. Contudo, ndo se observou a mesma correlacdo com o
indice altura para idade, que avalia estado de desnutricdo prolongada. Assim, a deterioracao
nutricional poderia ter tido inicio logo apds a infeccdo inicial, antes mesmo das cléssicas
manifestacdes clinicas da LV, agravando-se posteriormente com a progressdao da doenca. As
pessoas com doenga rapidamente progressiva perceberam melhor a perda de massa corpdrea e
tiveram maior risco de apresentar sangramentos e de morrer. Quando o ritmo de agravamento
da doenca foi mais lento, ndo houve percepcao do emagrecimento, o que, contudo, aconteceu
de forma significativa e as levou aos estados de desnutricio que foram quantificados pela
antropometria. Os dados apontam, desta forma, para duas situacdes diferentes: um grupo de
pacientes agudamente desnutridos, que perdeu peso provavelmente apds a infec¢dao pela
Leishmania, com niveis de IL-1B, IL-12 e de TNF-o. mais elevados ¢ com maior risco de
morte; outro grupo de pacientes, também desnutridos, mas que nio percebeu perda ponderal
rapida, ndo apresentou diferencas nos niveis de citocinas, e nao teve risco adicional de evoluir
para a morte. Sugere-se que a desnutricdo possa estar associada aos efeitos catabdlicos da LV
no primeiro grupo, mas que teria génese diversa no grupo nao inflamado, e poderia, por
exemplo, corresponder aos pacientes com desnutricdo anterior a doenga, devido a ingesta
inadequada de nutrientes.

Assim parece aceitdvel a hipdtese de que a desnutricdo seja conseqiiéncia da sindrome

consumptiva da LV, e ndo um fator determinante do risco de adquirir a infeccdo ou de
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progredir para situagdes de gravidade. A relacdo inversa entre o estado nutricional e a
extensdo do bago e do figado refor¢a novamente a hipétese de que a doenca mais rapidamente
progressiva estaria associada a maior atividade inflamatéria e resultaria em
hepatoesplenomegalia mais expressiva, antes da deterioracao do estado nutricional.

Existe evidéncia considerdvel de que exista uma relacdo sinérgica entre desnutri¢cao
protéico-caldrica e infeccdes, tanto pelas repercussdes na resposta imune adquirida
dependente de linfécitos (SAVINO et al., 2007), como na resposta imune inata dependente de
macréfagos e granulécitos (SCRIMSHAW, 2003). Foi demonstrado que criangas desnutridas
nao possuem fracoes adequadas de células de memoria para responder aos antigenos externos
quando comparadas as criancas bem nutridas (NAJERA et al., 2001) e que a desnutricdo
altera a capacidade de células CD4+ e CD8+ produzirem citocinas em resposta ao estimulo
infeccioso com aumento na producdo de IL-4 e de IL-10 e diminui¢dao na produgdo IL-2 e
IFN-y (RODRIGUEZ et al., 2005).

Por outro lado, a desnutri¢do ndo se mostrou associada a morte ou aos eventos que mais
frequentemente desencadearam o 6bito, como as infec¢Oes bacterianas e os sangramentos,
refor¢ando relatos anteriores (CALDAS et al., 2002), o que pode estar associado ao controle
sobre a replicac¢ao dos parasitos conferido pela resposta Th1 dos pacientes desnutridos.

Apesar de reconhecido predominio da LV em homens pds-pubertais (COSTA et al.,
1990; MARZOCHI et al., 1994; GOUVEA et al., 2007), ndo houve diferenca do risco de
morte por sexo neste estudo. A maior predisposicdo dos individuos do sexo masculino em
desenvolver leishmanioses tem sido atribuida a maior exposicdo de superficie corporal as
picadas de inseto, maior tempo de atividades fora do domicilio (COSTA et al., 1990;
CALDAS et al., 2002). No entanto algumas evidéncias apontam para maior susceptibilidade
bioldgica dos individuos do sexo masculino a infecc@o por Leishmania. Estudos em animais
de laboratério mostraram que os machos tém maior predisposi¢ao em desenvolver a doenga, o
que tem sido atribuido a diferengcas hormonais (PUNG et al., 1985; OSORIO et al., 2008;
SNIDER et al., 2009) ou a diferencas na resposta inflamatéria. Foi observado que a
gravidade da doenca em ratos machos infectados por L. panamensis e L.guyanensis associou-
se significantemente a maior expressio de IL-4, IL-10 e TGF-3 (TRAVI er al., 2002) ou as
diferengas na expressdo de IFN-ye de TNF-a (SATOSKAR e ALEXANDER, 1995). Uma
recente revisdo da literatura cientifica em modelos experimentais informa que hormdnios
como estradiol, testosterona e progesterona modulam a resposta imune, o que resulta em

diferentes desfechos clinicos de acordo com o sexo e a prenhez (SNIDER er al., 2009). E
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possivel que a diferenca das diversas apresentacdes clinicas entre homens e mulheres seja
uma mistura destes fatores ambientais e biologicos.

A maior representatividade de criancas procedentes de regides urbanas em relagdo aos
adolescentes e adultos sugere que o acesso de criangas pequenas ao servico de saide pode ser
mais dificil para criancas pequenas em darea rurais e, se isto for verdadeiro, muitas criancas
com LV podem ndo ter sido identificadas. Se isto for verdade, grande nimero de 6bitos ndo
notificados poderia estar ocorrendo nas regides rurais. Por outro lado, esta distribuicdo de
idade pode estar de fato associada a grande forca de transmissdo da LV nas cidades, com a
infec¢do acontecendo nos primeiros anos de vida (COSTA et al., 1990). De fato, a piramide
populacional de bases alargadas aponta para esta transmissdo elevada nos primeiros anos de
vida, com possivel prote¢cdo imune nos anos posteriores.

As manifestacdes clinicas gerais apresentadas pelos pacientes que participaram deste
estudo estdo em consonancia com publicacdes anteriores no Brasil (JERONIMO et al., 1994;
SILVA et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2006; CAVALCANTE, 2007).

A linfonodomegalia € achado constante na LV do velho mundo (ZIJLSTRA et al., 1991;
RATHORE et al., 1996; BABIKER et al., 2007). No Brasil, alguns autores relataram altas
prevaléncias (PRATA, 1957; ALENCAR, 1959; PASTORINO et al., 2002; DAHER et al.,
2008), enquanto outros ndo referiram aumento dos linfonodos (SILVA et al., 1997; SILVA et
al., 2001; PASTORINO et al., 2002; GUERRA et al., 2004; QUEIROZ et al., 2004;
CAVALCANTE, 2007). A prevaléncia de linfonodomegalia na populacdo estudada foi
intermedidria as prevaléncias encontradas na literatura. Embora o aspecto dos linfonodos
tenha sido inespecifico, a maior prevaléncia em pacientes com HIV e o achado de formas
amastigotas em dois destes pacientes sugerem que o envolvimeto do tecido reticulo-endotelial
possa ser mais generalizado ou mais intenso neste grupo.

A identificagdo de temperaturas corporais normais ou baixas como fator de risco para a
morte ja foi relatada na Tunisia (ABDELMOULA et al., 2003). A associagdo entre o 6bito e a
hipotermia tem claro correlato clinico com o quadro clinico de choque hipovolémico ou
séptico. Provavelmente esta associacdo estd subestimada neste estudo, uma vez que a
temperatura corporal nao foi aferida em diversas situagdes de interesse, como no momento da
transferéncia para UTI ou no momento do 6bito. Mas, a protecdo conferida pela temperatura
corporal elevada, em pacientes que ndo apresentaram hipotermia, ndo tem uma explicagdo tao
direta. E bem aceito que o aumento da temperatura corporal que ocorre durante infeccdes
bacterianas € essencial para a defesa antimicrobiana do hospedeiro (JIANG et al., 2000).

Entdo, também é possivel que as temperaturas corporais mais elevadas exercam efeito
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negativo sobre a capacidade de sobrevida da Leishmania. De fato, recentemente foi observado
que a temperatura tem efeito potencial na inducido de apoptose em Leishmania donovani
(SHAHA, 2006). Outra possibilidade seria a de que a febre, por si, ativaria a defesa do
hospedeiro, e esta, em ultima andlise, reduziria a carga infectante (JIANG et al., 2000). As
quimiocinas sdo produzidas em resposta a acdo das citocinas IL-1 e TNF-a, que estdo
associadas a infeccao (ABBAS et al., 2007). Desta forma, a associacdo entre a temperatura e
os niveis séricos de CXCL-8 pode estar refletindo indiretamente a acao de IL-1 e de TNF-q,
duas citocinas de efeito pirogénico.

A infeccdo pelo HIV contribuiu significantemente para a morte entre os adultos e
apresentou as caracteristicas descritas na literatura. Formas atipicas, sem febre ou sem
esplenomegalia foram mais comuns que entre os pacientes sem a coinfec¢do. Além disto,
muitas das alteracdes laboratoriais sao comuns as duas doencas (RUSSO et al., 2003; SINHA
et al., 2005; DANTAS-TORRES ¢ BRANDAO-FILHO, 2006). Tanto o HIV quanto a
Leishmania infecta macréfagos, ali se multiplicam e podem causar alteracdes semelhantes do
sistema imune (WOLDAY et al., 1999; CRUZ et al., 2006). Estas dificuldades no diagndstico
da LV em pacientes com infeccdo pelo HIV colaboram para o retardo do diagnéstico e do
inicio da terapia. Por isso, sugere-se que a triagem soroldgica para o HIV deve ser oferecida a
todo paciente com LV, e o diagnéstico de LV deve ser considerado em pacientes com HIV
por ocasido da investigagdo de quadros mal definidos como febre, emagrecimento,
esplenomegalia ou palidez. A pesquisa de infec¢do pelo HIV fazia parte da rotina de exames
solicitados por ocasido da suspeita diagndstica de LV e 24 (33,8%) pacientes aqui
identificados ndo apresentavam outros sinais de imunodeficiéncia. As complicac¢des
bacterianas foram mais freqiientes nestes pacientes

Nesta casuistica, a incidéncia de infec¢des bacterianas tanto a admissdo quanto durante o
periodo de hospitalizacdo foi relativamente baixa. A administracdo de antibidticos de forma
ampla e precoce provavelmente interferiu na apresentacdo das infeccdes adquiridas na
comunidade, antes da admissdo e na aquisi¢do de infec¢des hospitalares. Ademais, as
defini¢des dos quadros infecciosos no protocolo deste estudo objetivaram maior
especificidade em detrimento da sensibilidade e erros de classificacdo provavelmente
ocorreram com subestimativa do ndmero real.

O diagnéstico de pneumonia em pacientes com LV foi controverso devido a
superposicdo de sintomas respiratorios nas duas doengas, o que torna dificil atribuir os
componentes clinicos e laboratoriais a cada doenga separadamente. Os sintomas respiratorios

sdo frequentemente referidos em pacientes com LV (SILVA et al., 2001) e muitas vezes sdo
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atribuidos a infeccdes bacterianas da 4rvore respiratoria (GUERREIRO et al., 1985;
ANDRADE et al., 1990; GARCES et al., 1990). A sindrome respiratéria com tosse, dispneia
e estertores pulmonares foi também muito freqiiente nestes pacientes e a conduta médica foi a
prescricdo imediata de antibidticos enquanto se aguardava o resultado da radiografia do térax
que confirmaria a hipétese de pneumonia. Contudo, somente uma minoria dos pacientes com
esta queixa apresentou alteragdes radiogréaficas sugestivas de processos inflamatorios
pulmonares que incluiram infiltrados com aspectos de envolvimento alveolar ou intersticial.
Diversos pacientes com dispneia e sem sepse foram radiografados repetidamente sem que
qualquer alteracdo tenha sido identificada. De grande curiosidade foi o fato de que os
pacientes que apresentaram infiltrados inflamatérios do tipo alveolar ndo tenham tido maior
risco de morrer, enquanto aqueles que tinham infiltrados inflamatérios do tipo intersticial
tiveram risco de morte quase nove vezes superior em relacdo aos pacientes que tiveram
radiografia do térax normal. Isto sugere que os mecanismos patogénicos destas duas formas
de acometimento pulmonar sejam diferentes. Os infiltrados alveolares estavam provavelmente
relacionados a pneumonia bacteriana e que teve seu progndstico melhorado pela introdugao
precoce de antibidticos. Os infiltrados intersticiais, ndo responsivos aos antibidticos, estariam
relacionados a outros diagndsticos etioldgicos. Dentre 21 pacientes com opacidade pulmonar
intersticial, oito tinham infeccdo pelo HIV, o que sustenta a hipdtese de pneumonia por
Pneumocistis jirovecci. Porém, a infeccdo pelo HIV explica apenas parcialmente o risco de
morte em pacientes com pneumonia intersticial, pois os pacientes com pneumonia
intersticicla, sem infec¢io pelo HIV, tiveram ainda cinco vezes mais chance de morrer que os
pacientes com radiografia normal. A pneumonite intersticial na LV foi descrita em modelo
animal (DUARTE e CORBETT, 1984). Em outro estudo post mortem, 76,8% dos pacientes
com LV apresentavam opacidade pulmonar mononuclear e 53,8% apresentavam fibrose septal
(DUARTE et al., 1989). Mais recentemente a pneumonia intersticial foi associada a resposta
imune TH2 (TUON et al., 2009).

Existe alguma similaridade entre as manifestagdes destes pacientes com a LPA e sua
forma mais grave, SARA. Esta sindrome caracteriza-se por inicio brusco, hipoxemia e
infiltrados bilaterais na radiografia do térax, sem sinais de insuficiéncia cardiaca. (FERRER et
al., 2008). O processo inflamatério na LPA/SARA envolve a produgdo de citocinas
inflamatdrias, ativagdo da coagulacdo e fibrindlise, tanto no espago alveolar como no
intersticio pulmonar. Altos niveis de citocinas inflamatérias como TNF-a, 1L-1 e IL-6 sdo
detectadas nas fases iniciais da inflamag¢do na SARA (HOOTS, 2002). Estas citocinas ativam

a coagulacdo via FT e atenua a fibrindlise pela liberacdo de fatores inibidores do
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plasminogénio. Este quadro pode se exacerbar se estes pacientes forem submetidos a
ventilagdo mecanica. O dano as estruturas alveolares instala-se dentro de algumas horas a
alguns dias (LUH e CHIANG, 2007) e as alteracdes pulmonares assemelham-se as altera¢des
sist€émicas encontradas na sepse (SCHULTZ et al., 2006). A LPA/SARA resulta da resposta
do pulmao as agressdes locais ou sist€émicas, ocasionando inflamac¢do local e transtornos da
coagulacdo. Virias condi¢gdes, como pneumonias de diversas etiologias, aspiracdo, ventilagdao
mecanica ou quase-afogamento, e ainda, mecanismos indiretos como trauma, queimadura,
pancreatite, embolismo amnidtico, podem ocasiond-la (LUH e CHIANG, 2007). Os pacientes
deste estudo apresentaram doenca pulmonar aguda, com opacidade intersticial bilateral,
associada a tosse, dispneia, cianose, muitas vezes necessitando de ventilagio mecanica e
seguida de morte. Enquadram-se, portanto, nos critérios de definicio de LPA/SARA, embora
a sindrome ndo tenha sido descrita nestes termos em pacientes com LV.

Aproximadamente 10% dos pacientes com doencas pulmonares parenquimatosas difusas
apresentam exames de imagem pulmonar (radiografia simples, tomografia e roentgenograma)
normais (MARTINEZ, 2006). Muitos pacientes deste estudo apresentaram sintomas
respiratérios moderados ou graves sem correspondéncia radiolégica. De 66 pacientes com
desfecho letal, 24 (36,4%) apresentavam dispneia ou cianose e tiveram radiografia do térax
normais. Destes, 16 apresentavam sangramentos associados. Em alguns casos a radiografia foi
repetida de duas a cinco vezes, com resultados confirmatérios normais. Infelizmente ndo foi
possivel realizar outros exames de imagem, mas a alta associacdo de discrasias sanguineas
neste grupo de pacientes com SARA é compativel com a hipétese de SARA e coagulopatia
pulmonar (SCHULTZ et al., 2006). Em resumo, dos 66 Obitos observados, 34 (51,5%)
apresentaram quadro compativel com SARA. Pneumonia intersticial foi demonstrada em
76,9% de 13 autdpsias de individuos com LV (DUARTE et al., 1989); portanto, conclui-se
que a pneumonia intersticial aguda, associada a SARA, contribui significantenente para a
morte em pacientes com LV.

A incidéncia da sindrome descrita como sepse pode estar subestimada neste estudo pelas
exigéncias da definicdo impostas no protocolo. Os critérios amplamente aceitos para o
diagnoéstico (ROSA et al., 2008) incluem a presenca de febre, taquicardia, taquipneia e
leucocitose ou leucopenia em pacientes com quadros infecciosos confirmados. Se estes
critérios fossem utilizados na populacdo estudada, 717 (81,2%) dos pacientes seriam
classificados como sépticos, mas a sepse bacteriana seria confirmada em apenas 61 (8,5%)
deste pacientes pré-classificados. Isto indica que a LV €, por defini¢ao, uma sindrome séptica,

0 que restringe a sua diferenciacdo apenas para os casos de sepse bacteriana e sepse grave
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com a presenca de disfuncdo de 6rgdos, hipoperfusdo ou hipotensdo. Esta conclusdo nos
remete, curiosamente, a uma das primeiras descricdes da LV na India quando
CHRISTOPHERS (1904) apud (PRATA, 1957) comparou a leishmaniose a “sepse cronica”.

Os disturbios da coagulagc@o foram os eventos clinicos mais frequentemente associados a
morte e foram relatados em 40 (60,1) pacientes nas horas que antecederam ao 6bito e sdo
provavelmente consequentes aos mesmos fendmenos inflamatérios que culminaram em
sangramentos. Petéquias e equimoses foram mais freqiientes em criangas, epistaxe e
hematiria foram mais freqiientes em adultos, mas ndo houve diferenca na distribuicdo de
idades dos pacientes que apresentaram sangramento digestivo ou de mucosas. A
plaquetopenia explica apenas uma fracdo da questdo concernente aos distirbios da
homeostasia. E importante notar que 21,2% dos pacientes que apresentaram algum tipo de
sangramento nao apresentavam plaquetopenia. Ademais, a contagem das plaquetas é um
indice imperfeito do ndmero total de plaquetas que o individuo possui, € a plaquetopenia
periférica pode ser secunddria ao seqiiestro esplénico. A baixa adesividade plaquetaria deve
contribuir para elevar o risco de discrasias nestes pacientes.

Os testes da coagulabilidade sanguinea como TS, TC e retragdao do coagulo t€ém valor
limitado em diagnosticar ou prever os distirbios da hemostase em outras situagdes clinicas, a
semelhanc¢a do que foi observado neste estudo, e valores normais de TP e TTP ndo excluem a
ativacdo do sistema de hemostasia (TAYLOR et al., 2001; TOH, 2001; LEVI, DE JONGE et
al., 2002). Sabe-se também que os testes rotineiramente usados para a triagem do risco de
sangramento apds o primeiro episédio de tromboembolismo ndo oferecem nenhum beneficio
(ECKMAN et al., 2003)

O encontro de sinais de coagulacdo intravascular na quase totalidade dos pacientes mais
uma vez evidencia a semelhanca entre a LV e a sepse e estd de acordo com o que foi descrito
recentemente na Geérgia (LOMTADZE et al., 2005). Contudo, embora o valor preditivo
negativo seja considerado alto, o valor preditivo positivo dos testes de coagulacdo €
questionado. Niveis anormais de PDF e de plaquetas sdo encontrados em mais de 88% dos
pacientes com CID, mas também sdo encontrados em mais de 50% dos pacientes sem CID
(WADA, GABAZZA et al., 2003), o que demonstra que estes dados sdao marcadores
sensiveis, mas ndo sao especificos.

A CID ¢ caracterizada por ativacdo da hemostase e fibrindlise, resultando na formacao
de trombina e plasmina e os critérios para o diagndstico fundamentam-se-se na doenga de
base, nas manifestacdes clinicas e nos testes globais da coagulacdo. Diversas publicacdes tém

discutido a definicao de CID, mas sempre existe um grande balan¢o entre a sensibilidade e a
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especificidade na dependéncia dos testes ou dos pontos de corte que se adotam. As
classificacoes da Sociedade Internacional de Trombose e Hemostase (International Society of
Thrombosis and Hemostasis, ISTH) e do Ministério Japonés de Satide e Bem-estar (Japanese
Ministry of Health and Welfare, JIMHW) sdo duas das mais aceitas e, mesmo assim, a
concordancia entre elas € de apenas 67,4% (WADA, GABAZZA et al., 2003).

Marcadores especificos da coagulacdo sdo uteis em diferenciar os diversos graus de
inflamacdo e coagulagao e incluem: (1) antitrombina e complexo trombina-antitrombina como
indicadores de procoagulacdo; (2) Trombomodulina e selectina-E como indicadores de
alteracdo endotelial e (3) produtos de degradacdo da fibrina e dimero-D como indicadores da
fibrindlise. O protocolo inicial deste estudo previa a avaliagdo de marcadores da
hipercoagulacdo e da hiperfibrindlise, que, por motivos operacionais, nao pdde ser realizada.
Assim, somente o componente fibrinolitico, através da dosagem de dimero D, FPA e PDF, foi
analisado. A dosagem de marcadores dos anticoagulantes naturais como a proteina C ativada,
a antitrombina, a dosagem de protrombina, ou o inibidor do fator tecidual teriam sido
informacdes importantes sobre sua producdo e consumo. Embora a dosagem de dimero D
ofereca boa sensibilidade para a identificacdo de estados de CID, a sua especificidade é baixa,
visto que diversas situagdes clinicas, como tromboembolismo e condi¢des inflamatdrias,
podem acompanhar-se de fibrindlise. Na verdade, o diagndstico de CID durante os estdgios
iniciais da disfuncdo € dificil e estudos prospectivos sdo necessdrios para a identificacdo de
um conjunto de testes laboratoriais que ofereca sensibilidade e especificidade aceitdveis para
a confirmacdo de CID e para o seu estadimento (TOH, 2001)

A CID poderia ser assim o fator determinante dos sangramentos observados nestes
pacientes. Desta forma, a plaquetopenia e a anemia, que se mostraram fortemente associadas a
sangramentos e morte, seriam também conseqiiéncias da sindrome de CID.

A identificacdo de marcadores de CID em quase todos os pacientes com LV mais uma
vez evidencia o carater inflamatério da doenga. Casos de CID associada a LV foram descritos
(BLOUNT et al., 1980; AL-JURAYYAN et al., 1995; CHALIASOS et al., 1996; MISHRA et
al., 2004) mas a sindrome tem sido considerada uma complica¢do rara da doenga, embora um
estudo realizado na Gedrgia ja tenha relatado alta prevaléncia de estados de coagulacdo
disseminada na LV (LOMTADZE et al., 2005). Este estudo que incluiu 45 criangas com LV
demonstrou que 80 % delas apresentavam complexos soliveis de mondmeros de fibrina
circulantes e 95,6% apresentava concentracdo elevada de dimero-D no plasma. Além disto, os
pacientes com formas mais graves da doenca apresentavam niveis mais elevados de dimero-

D. Este foi, pelo conhecimento que temos, o maior estudo sobre a coagulagdo intravascular na
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LV.

Os elevados niveis de fibrinogénio e de FPA na maior parte dos pacientes e a correlacao
destas moléculas com a atividade inflamatoria, mas ndo com os desfechos clinicos, nos leva a
pensar que os niveis de fibrinogénio e de seus produtos de degradacdo estejam sendo
compensados por producdo hepdtica decorrente da atividade inflamatéria. Um outro grande
estudo avaliando 560 pacientes com CID encontrou que 47% deles tinham niveis de
fibrinogénio acima de 200 mg/dL e que somente 24% tinham niveis abaixo de 100 ng/dL,
sugerindo que os niveis de fibrinogénio realmente ndo sdo sensiveis marcadores para CID.
Este mesmo estudo demonstrou que os niveis elevados de fibrinogénio se associaram a menor
atividade fibrinolitica e maior faléncia de 6rgaos (WADA, MORI et al., 2003), de forma que
estes testes apresentam também baixa especificidade para detectar CID na sepse.
Considerando a grande similaridade entre achados de laboratério nos pacientes com sepse e
com LV no que diz respeito a CID, esta pode ter sido a razdo dos niveis de fibrinogénio
encontrados neste estudo. A atividade inflamatéria mediada pela secrecdo hepdtica de
substancias inflamatdrias pode levar a um estado de equilibrio entre produgao e consumo de
fibrinogénio, de forma que a hipofibrinogenemia seria ocasional e mais associada a situacoes
em que existe ativacdo adicional da coagulagdo, como por exemplo, em casos de infeccdo
bacteriana (TAYLOR et al., 2000; TOH, 2001). Neste estudo nds encontramos que os niveis
elevados de fibrinogénio ndo se correlacionaram aos distirbios da coagulacdo, mas que os
pacientes sem sangramento apresentavam niveis mais elevados de FPA, o que pode estar
relacionado a maior atividade fibrinolitica com conseqiiente protecao da microvasculatura.

Estudos com pacientes com sepse bacteriana mostraram que os marcadores da
coagulacdo intravascular sdo eficientes em diferenciar pacientes com CID aberta e pacientes
sem CID, mas ndo diferenciam os estados chamados CID ndo aberta ou pré-CID, onde os
individuos apresentam as alteracdes laboratoriais de coagulacdo intravascular, mas sem
manifestagdes clinicas, que, por sua vez, poderdo se exteriorizar nos dias seguintes, se O
estado de saide ndo melhorar (ASAKURA et al., 2006). Foi também demonstrado que o
sistema de coagulacdo e de plaquetas encontra-se ativado em pacientes com sepse nao
complicada, assim como em pacientes com sepse grave e com choque séptico
(MAVROMMATIS et al., 2000). Posteriormente foi observado que a fibrinélise também esta
ativada em todos os estdgios da sepse, com gradiente que varia da ativacdo a exaustdo da
fibrindlise e dos inibidores da coagulacdo quando os estdgios iniciais sao comparados com a
sepse grave e com o choque séptico, em pacientes com infec¢ao por bactérias gram-negativas

ou gram-positivas (MAVROMMATIS et al., 2001). E bem possivel que este estado de pré-
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CID esteja presente na maioria dos pacientes com LV e que seja um dos determinantes dos
sangramentos.

A trombocitopenia pode agravar o risco de sangramento, pois as plaquetas sdo parte da
primeira linha de defesa do organismo contra sangramentos. Na SRIS e na sepse pode ocorrer
ativacdo plaquetdria intravascular disseminada que contribui para a faléncia microvascular e
para a disfuncdo de Orgdos. A baixa contagem de plaquetas € um preditor forte e
independente do desfecho em pacientes graves e a sua simples identificacdo pode auxiliar a
classificac@o do risco e guiar o tratamento (LEVI e LOWENBERG, 2008).

A anemia, presente em quase todos os pacientes, € independente da presenca de
sangramentos, pode ter comportamento andlogo a anemia das doencas cronicas e das
infec¢des por patdgenos intracelulares e estd relacionada a producdo hepdtica de proteinas
induzidas pela sintese de citocinas proinflamatoérias, notadamente IL-1, TNF-a e IL-6
(FAQUIN et al., 1992; STENVINKEL, 2001). A hepcidina que € importante regulador da
absorc¢do e da distribui¢@o de ferro no organismo € uma destas proteinas. A hepcidina liga-se a
ferroportina, a proteina transportadora de ferro. A reducdo de transportadores impede a
absor¢do e a eliminagcdo do ferro dos enterdcitos, macréfagos e hepatdcitos, induzindo a
hipoferrinemia. Foi recentemente descrito que a citocina IL-6 era necessdria e suficiente para
induzir a secre¢ao de hepcidina durante a inflamac@o e que esta citocina seria, desta forma,
responsavel pela hipoferrinemia dos estados de inflamacao (NEMETH et al., 2004). Esta pode
ser também a patogénese da anemia da LV. Na presenca de infeccao pela Leishmania, pode-
se pressupor que a hepcidina, a proteina reguladora do metabolismo do ferro, seria secretada e
impediria a liberagdo de ferro dos enterdcitos e dos macréfagos e hepatdceitos, a semelhanca
do que acontece nas doencgas cronicas. Como conseqiiéncia, o quadro de anemia com baixa
saturacdo de transferrina e hipoferrinemia seria instalado (NEMETH et al., 2004; WEISS e
GOODNOUGH, 2005).

Outra citocina pleiotrépica recentemente implicada na patogenia da sepse e da SRIS é a High
mobility group box 1 (HMGB1). Pacientes com sepse ou SRIS possuem niveis elevados desta proteina
por um mecanismo dependente de TNF-o.. A administragio de HMGB1 a animais de laboratério
provocou sintomas de sepse ou morte € a administracdo de anticorpos anti-HMGBI1 reduziu a
letalidade significantemente. A associacio de HMGB1 com outras condi¢des como artrite reumatoide,
choque hemorrigico, lesdo pulmonar aguda, isquemia cerebral e miocdrdica, pancratite aguda, mas
nenhum trabalho foi realizado para avaliar a sua associa¢do as leishmanioses (KORNBLIT et al.,
2008). Esta citocina, por ser um mediador tardio da inflamacgdo, contrdrio ao que ocorre com outras

citocinas como TNF-0, pode estar associada a fendmenos que acontecem em etapas avangadas das
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doengas. Fica a hipdtese de que os sangramentos da LV sejam associados a altos niveis de HMGBI1.

O mecanismo fisiopatogénico do edema nos pacientes com LV ndo é bem entendido,
mas tem sido interpretado como conseqiiéncia da baixa pressao oncética (ALENCAR, 1959),
visto que a hipoalbuminemia pode atingir niveis compardveis aos da sindrome nefrotica.
Contudo, tem sido sugerido que a hipoalbuminemia desempenha papel secundirio na
formacdo do edema (STEYL e VAN ZYL-SMIT, 2009). De fato, no presente estudo, quase a
metade dos pacientes com niveis muito baixos de albumina apresentam edema. Por outro
lado, a maior parte dos pacientes com edema ndo apresentam niveis de albumina que
justifiquem o extravasamento de liquido do espago intravascular.

O acometimento renal encontrado nos pacientes deste estudo foi freqiiente. A reducao
da taxa de filtracdo glomerular foi discreta na maior parte da vezes, mas foi grave em raros
casos, irreversivel e associada a morte. O acometimento renal tem sido frequentemente
descrito em pacientes com LV, mas tende a ser leve, assintomdtico e reverter-se totalmente
com a instituicdo da terapia (DUARTE et al., 1983; DUTRA et al., 1985). Todavia,
glomerulonefrite (SALGADO-FILHO et al., 2003) e nefrite intersticial grave associada a
insuficiéncia renal foi descrita (CARAVACA et al., 1991), até mesmo como a manifestacao
inicial da LV em um paciente co-infectado pelo HIV (CLEVENBERGH et al., 2002). O
acometimento renal neste estudo foi avaliado pelo célculo da TFG, usando como varidveis o
nivel sérico de creatinina, a idade, o sexo e o peso. Como a creatinina sérica pode sofrer
interferéncia pela massa muscular e a prevaléncia de desnutricdo era alta, € possivel que
algum erro de classificac@o tenha ocorrido. Em pacientes com massa muscular reduzida a taxa
de filtracdo glomerular calculada com base nestes parametros pode ser superestimada
(DALEY et al., 1994; ANDERS et al., 2002). Assim, a incidéncia de insuficiéncia renal pode
ser ainda mais elevada em pacientes com LV. Mas nao ha estudos sobre o cdlculo da funcao
renal durante o processo de desnutri¢dao rdpida como acontece na LV.

Neste trabalho a hematiria foi um evento raro e nio associado ao edema, mas associado
a outras formas de sangramento e a morte. Por outro lado, a proteintria foi muito mais
freqliente e esteve associada a insuficiéncia renal e a resposta inflamatéria. Fica assim, a
hipétese de que também o edema observado em pacientes com LV esteja relacionado a lesao
glomerular renal mediada pela secrecao de citocinas inflamatdrias. Contrério a esta idéia foi o
fato de ndo se ter encontrado associagdo entre a resposta inflamatdria e a insuficiéncia renal,
que todavia se mostrou um forte fator de risco para sangramentos e morte.

O acometimento hepdtico neste estudo foi freqiiente e a ictericia foi um dos sinais

mais fortemente associados a morte e aos sangramentos. A ativacao inflamatdria foi evidente,
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com elevacdo da PCRy, e da VHS. Alteracdes hepaticas encontradas, como ictericia,
elevacdo das aminotransferases, prolongamento do TAP e hipoalbuminemia podem estar
associadas a inflamacdo do figado mediada pela resposta imune. Outras proteinas
inflamatérias como a hepcidina, ferritina, HMGB, IL-17 devem também participar deste
processo e necessitam ser investigadas.

As alteracdoes hematoldgicas, os sinais mais bem reconhecidos da LV, estiveram
associadas a atividade inflamatéria. Os linfécitos, que s@o produzidos pelos 6rgaos linféides
primarios ou secunddrios, estavam positivamente correlacionados a extensao do baco e do
figado e positivamente correlacionados aos niveis de IL-1B, IL-12 e TNF-o até um limite de
2000 células/mm’. Ap0s este limite, as correlagdes com IL-1f3, IL-6, CXCL-8, IL-10 e TNF-o
foram negativas. Pode-se supor que a proliferacio de linfécitos seria mediada por estas
citocinas inflamatdrias até que uma linhagem de linfécitos emergisse induzindo a sintese de
citocinas anti-inflamatdérias. Ou, pode-se ainda supor que os niveis mais elevados de linfdcitos
estivessem associados a estimulacdo antigénica especifica, como infeccao viral que induziria
a proliferacdo e ativacdo dos linfocitos nos 6rgaos linféides secundérios.

Os neutréfilos, a hemoglobina e as plaquetas, que sdo produzidos na medula dssea,
estavam negativamente correlacionados a extensdo do baco e do figado e também
negativamente correlacionados aos niveis de IL-1B, IL-6, CXCL-8, IL-10, IFN-y ou TNF-q.
A correlagdo negativa da extensdo do baco com os pardmetros hematimétricos reforca a
hipétese de que a captagdo esplénica de glébulos vermelhos, plaquetas e macréfagos
opsonizados teria importante papel na defini¢do da pancitopenia (WOODRUFF et al., 1972)
(POLLACK et al., 1988). Altos niveis de ferritina ja foram associados a inflamacgao cronica e
hiperesplenismo (AL-JURAYYAN et al.,, 1995). A descricio de um paciente
esplenectomizado, com intenso parasitismo de figado e medula 6ssea, mas que nado
apresentava anemia, leucopenia ou plaquetopenia e teve um desfecho letal (WOODRUFF et
al., 1972) reforca, mais uma vez, o papel do baco na génese da pancitopenia.

Os fatores de risco para o 6bito em lactentes foram, em geral, semelhantes aos fatores
nas demais faixas etdrias, mas cada fator foi mais freqiiente nos lactentes. Contudo, uma vez
presente, a forca da associacdo dos fatores com o Obito foi compardvel entre os grupos de
idade. Ictericia foi menos freqiiente entre os lactentes, contudo, quando presente, esteve
fortemente associada ao 6bito. Existem diferencas bioquimicas marcantes entre a atividade
hepatica em criangas e o padrdao adulto se estabelece arpximadamente aos 12 anos de idade

(PINEIRO-CARRERO e PINEIRO, 2004). Nao existe, contudo, um padrdo unico de
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desenvolvimento funcional do figado. Algumas atividades enzimdticas sdo altas no feto e
caem no periodo pds-natal enquanto outras continuam a se elevar durante o crescimento. A
idade afeta a susceptibilidade do individuo a agentes hepatotéxicos e o risco de reagdes
induzidas por diversas drogas € maior em adultos. A hepatotoxicidade ao acetaminofem, por
exemplo, € mais elevada em adolescentes e adultos (PETERSON e RUMACK, 1981) e estas
diferencas sdo atribuidas a diferencas bioquimicas da atividade enzimdtica hepatica.
(PINEIRO-CARRERO e PINEIRO, 2004). Algumas infeccdes de cardter leve nas criangas
podem apresentar morbidade significante a partir da adolescéncia, como a hepatite A. Esta
infeccdo usualmente manifesta-se de forma leve e inaparente em criancas, mas a idade é
considerada o mais importante determinante da gravidade da doenca (BATTEGAY et al.,
2005). E possivel que a menor incidéncia de ictericia em lactentes possa ter fundamentos
semelhantes. Contudo, quando presente nos lactentes, a ictericia sinalisa a gravidade da
doenca. A maior inflamacdo destas criangas em relagdo as demais idades, conforme
identificado pelos altos niveis de PCRy, € pela VHS, pode ser uma chave desta diferenca. A
maior inflamacgdo explicaria o excesso de sintomas como diarreia, vomitos, dispneia, edema,
tosse, estertores. Também explicaria a maior ocorréncia de sangramentos, de anemia, de
plaquetopenia. Explica o excesso de insuficiéncia renal e de elevacdo de aminotransferases, a
maior extensdo do baco e do figado, o que € uma evidéncia indireta da produ¢do hepatica de
proteinas inflamatorias de fase rapida.

A associacdo de ictericia e distirbios de coagulacdo sugere um mecanismo hepético
comum, como distirbios da coagula¢do decorrentes da baixa producao intestinal de vitamina
K ou producdo ineficiente de fatores da coagulacios deste substrato. O figado, entre outras
funcdes, participa da sintese de substincias sanguineas utilizadas no processo de coagulagdo.
A vitamina K € necessdria aos processos metabdlicos hepaticos, em particular, para a
protrombina e fatores VII, IX e X. Estas alteragdes podem ter alterado a coagulagcao sanguinea
nos pacientes deste estudo.

Os altos niveis de CXCL-8 encontrados neste grupo de criangas podem estar associados
ao fato de estes lactentes haverem apresentado risco duas vezes maior de apresentar
neutropenia grave, o que justificaria o risco trés vezes maior de infeccio de pele, trés vezes
maior de sepse e quase trés vezes maior de infeccdo do trato urindrio.

Estas criancas, apesar de estarem mais inflamadas que os demais pacientes nao
apresentaram risco maior de pneumonia intersticial. Isto sugere que a causa desta entidade
ndo deve estar relacionada a resposta inflamatoria sist€émica, mas talvez a outra co-morbidade

como infecgdes virais e flngicas, ja que a m4 resposta aos antibidticos torna a possibilidade
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de pneumonia intersticial bacteriana menos provdvel.

A identificacdo dos pacientes com maior chance de evoluir desfavoravelmente €, de
forma geral, de fundamental importancia para a instituicdlo de medidas profildticas e
terapéuticas e pode resultar em redu¢do da morbidade e da letalidade da doenca. Vérios
sistemas de escores de progndsticos como o SCORE, Systematic Cronary Risk Evaluation
(CONROY et al., 2003) para a avaliacdo do risco de doenga coronariana € o APACHE,
Acute Physiology and Chronic Health Evaluation para a previsao de faléncia multipla de
orgdos na sepse (KNAUS er al., 1981) tém auxiliado a classificacdo da condic¢ao clinica e do
prognostico, orientando as decisdes médicas.

No caso especifico da LV, existem poucas publicacdes sobre o progndstico e poucos
estudos terapéuticos. As recomendagdes sobre a terapia anti-Leishmania e sobre a terapia de
apoio para as complicagdes t€m sido fundamentadas em estudos com limitado poder de
generalizacdo, seja pela metodologia empregada, seja pelas diferencas regionais da doenca
nas populacdes de estudo e populagdes alvo ou pela pequena amostra populacional.

O estudo de progndstico baseado em sistema de escores partiu da necessidade real de
classificar estes pacientes de acordo com a gravidade da doenga, com a finalidade orientar
medidas para o diagndstico precoce e tratamento eficiente. O Ministério da Saude difundiu, a
partir de 2005, o Guia de Normas e Condutas para a Leishmaniose Visceral Grave (BRASIL,
2005b), baseado nas poucas evidéncias cientificas publicadas. A partir de 2007, com a
percepc¢ao de que os esforcos com a implantacdo destas recomendacdes falharam em reduzir a
letalidade da doenca, o comité foi novamente convidado a reformular as diretrizes. Persistia,
contudo, a mesma dificuldade encontrada anteriormente pela escassez de publicacdes; de
forma que, mais uma vez, muitas das recomendagdes basearam-se em evidéncias cientificas
fracas ou mesmo na opinido dos componentes do grupo. Esta ultima edicdo do manual, que
ainda se encontra em fase de publicacdo, recomenda que sejam considerados graves os
pacientes com LV que tiverem idade inferior a um ano ou superior a 40 anos, ou que
apresentem: infeccdo bacteriana, recidiva ou reativacdo de LV, diarreia, vOmitos, edema,
febre hd mais de 60 dias, ictericia, fendmenos hemorragicos, toxemia, desnutri¢do grau III,
co-morbidades, ou alteracdes laboratoriais (leucécitos < 1000/mm3 e > 7.000/mm3,
neutréfilos < 500/mm3, plaquetas < 50 000/mm3, hemoglobina < 7,0 g/dL, creatinina sérica
acima do valor de referéncia para idade, atividade de protrombina < 70%, bilirrubina acima
do valor de referéncia, enzimas hepdticas acima de cinco vezes o maior valor de referéncia,
albumina abaixo de 2,5 g/dL). Sao, portanto, recomenda¢cdes muito abrangentes e com

elevada sensibilidade com o objetivo de contemplar a maior parte dos pacientes graves. Estas
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recomendacdes foram aplicadas aos 883 pacientes da coorte do estudo clinico deste trabalho
com a finalidade de valida-las, com o surpreendente resultado de que 881 (99,9%) dos
pacientes seriam classificados como graves. Entdo, decidiu-se conduzir o estudo de
progndstico que quantificasse o risco estatistico de morte de cada paciente e pudesse orientar
as decisdes sobre a necessidade de hospitalizacdo, o momento de transferéncia para a unidade
de terapia intensiva e também fundamentar a selecdo de populacdes para estudos futuros. Este
estudo reveste-se de importancia devido ao razodvel tamanho da amostra incluida, com
rigorosos critérios de diagnostico e informacdes detalhadas sobre as manifestagdes clinicas, as
alteracoes laboratoriais e a evolugdo de cada paciente. O tnico desfecho avaliado no modelo
foi a morte, mas teria sido interessante estudar outras varidveis de desfecho, como a quase-
morte, que incluiria os pacientes que apresentaram quadros graves nao letais. Contudo,
exames laboratoriais essenciais para tal tipo de classificagdo, como gasometria arterial, nem
sempre foram realizados. Por outro lado, ndo havia padroniza¢do para a transferéncia para
unidade de terapia intensiva ou, quando indicada, a tranferéncia nem sempre era efetuada, por
motivos logisticos, de forma que o desfecho final destes pacientes esteve, muito
provavelmente, associado as oportunidades de tratamento recebidas.

Uma limita¢do importante deste estudo ao avaliar o progndstico da LV € a restricao
geografica das informagdes. Por isto, é fundamental que estudos de validacdo sejam
conduzidos nas regides alvo destas propostas, antes ou durante a implantacdo das
recomendacdes clinicas. Os pacientes incluidos nesta andlise provavelmente diferem de
pacientes com LV tratados em outras instancias e a validacdo externa dos resultados merece
ser analisada com cautela. Havia recomendagdes bem definidas para o tratamento da LV e de
complica¢des como infec¢des, anemia, trombocitopenia no IDTNP durante todo o periodo do
estudo. Parece 6bvio admitir, por exemplo, que pacientes com pneumonia bacteriana ou
niveis muito baixos de hemoglobina apresentam risco aumentado de morte, contudo nem a
pneumonia nem a anemia foram identificados com fatores independentes de risco para a
morte, possivelmente porque medidas terapéuticas eficazes direcionadas a estes eventos foram
implementadas.

O Indice de Youden é uma medida da efetividade de marcadores diagndsticos e tem o
objetivo de auxiliar na selecdo dos pontos de corte que otimizam a sensibilidade e a
especificidade do teste. Contudo, a conclusdo estatistica deve ser submetida a consideragcdao
clinica. A decis@o de quanto se pode sacrificar a sensibilidade do teste em detrimento da
especificidade serd uma delicada escolha e devera passar pela revisao cuidadosa de médicos e

epidemiologistas. O sistema de escores apenas quantifica o risco, mas a decisdo sobre o risco
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que se pode aceitar em cada situacdo dependerd deste acordo firmado entre especialistas.
Assim, exemplificando, o paciente que somar cinco pontos de acordo com o modelo clinico e
laboratorial, terd uma probabilidade de morrer de 5%, menor que a letalidade geral da doenca.
Este paciente possivelmente se beneficiaria do tratamento ambulatorial. Mas, se o somatorio
de pontos exceder a nove, a probabilidade de morte serd superior a 33% e este paciente
possivelmente necessitaria ser tratado em regime hospitalar, receber aten¢ado diferenciada para
a deteccdo precoce de complicagdes e para a instituicdo das medidas terap€uticas mais
eficazes e rdpidas. Contudo a decisdo em casos menos extremos € muito mais sujeita a
discussoes. Restard ao comité de especialistas a dificil decisdo sobre os riscos e os beneficios
da hospitalizacdo, dos procedimentos invasivos € da introdugdo de terapias potencialmente
toxicas.

A resposta imune na LV humana ainda nao estd bem entendida, e provavelmente nao
segue o modelo animal polarizado de resposta Th1/Th2 com padrao IFN-y/IL-2 associado a
resisténcia e IL-4/IL-10 associado 2 susceptibilidade a doenca. E mais possivel que um padrio
misto de resposta Thl e Th2 seja ativado na infec¢@o por cepas viscerotropicas de Leishmania
(RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; GAMA et al., 2004) com variabilidade dependente do
parasito (MATLASHEWSKI, 2001; TEIXEIRA et al, 2006) ou do hospedeiro.
Recentemente grande atencdo tem se voltado para as caracteristicas genéticas de individuos e
de populacdes que possam predispor a aquisi¢cdo da Leishmania ou ao desenvolvimento de
formas graves da doenca (KARPLUS ef al., 2002; ALONSO et al., 2007; JERONIMO et al.,
2007), assim como para as caracteristicas genéticas do parasito que possam se associar a
susceptibilidade a infec¢do por Leishmania (ALAM, KUHLS et al., 2009). Outros fatores
podem interferir na resposta imune frente a infec¢do, como co-infec¢des como as helmintiases
(BENTWICH et al., 1995) ou comprometimento prévio do sistema imune. Neste estudo foi
possivel perceber esta enorme complexidade de achados imunoquimicos em uma populagao
onde todos os pacientes apresentavam formas sintomaticas da infec¢dao, mas com diferengas
importantes que se refletiram na apresentacao clinica e no desfecho final.

Diversos estudos tém demonstrado a atividade inflamatéria na LV (VAN DER POLL et
al., 1995; WASUNNA et al, 1995; CALDAS et al., 2005; ANSARI et al., 2006;
PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006) assim como as alteracdes da coagulacdo sanguinea
(BLOUNT et al., 1980; AL-JURAYYAN et al., 1995; MISHRA et al., 2004; LOMTADZE et
al., 2005), mas este estudo €, no conhecimento que temos, a primeira tentativa de investigar a
associacdo entre a resposta inflamatoria, as alteracdes da coagulacdao sanguinea e as demais

manifestacoes clinicas desta doencga.
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O cardter transversal deste estudo no que se refere a mensuracdo dos parametros
laboratoriais em relagdo aos sinais, sintomas e sindromes limita a inferéncia de causalidade.
Ficou demonstrado que a coagulagdo intravascular e a inflamac¢do foram fendmenos
constantes na populagcdo investigada e a associacdo destes fendmenos com a ocorréncia de
sangramento ou outros sinais clinicos da inflamagdo foi consistente. Contudo, a forca
estatistica nao pode ser traduzida como causalidade, uma vez que fatores confundidores ou a
causalidade reversa sdo outras possiveis explica¢des. De fato, sabe-se que a inflamagao
desencadeia a deposi¢do de fibrina no leito microvascular em pacientes com sepse, mas a
deposicdo de fibrina, em contrapartida, exacerba a reagdo inflamatéria (LEVI et al., 2004;
SCHULTZ et al., 2006). A implicacdo deste tipo de inferéncia € crucial. Se a reposta
inflamatéria for conseqiiéncia da deposicao de fibrina e ndo a causa desta, as medidas
terapéuticas direcionadas ao controle da atividade inflamatdria serdo certamente ineficazes
para o paciente com LV.

Entre os 883 pacientes analisados nesta coorte, apenas 18 apresentaram sangramento
posterior a admissdo num intervalo que variou de quatro a 17 dias. Infelizmente nenhum
destes participou das populagdes dos estudos da resposta inflamatéria e da coagulagcdo
sanguinea. Contudo, todos ja apresentavam, no momento da admissdo hospitalar, sinais de
inflamacao sistémica evidenciados pela elevagdao da VHS e das enzimas hepéticas, e também
pela pancitopenia, ictericia ou edema. Este fato pode constituir evidéncia de que a inflamacao
antecede a coagulagcdo, uma vez que a ativacao da coagulagdo poderia ter tido inicio dias antes
da descompensagio que culminou em sangramento.

As citocinas proinflamatoérias, notadamente CXCL-8, e IL-6 estiveram associadas a
morte e aos eventos associados a morte, mesmo entre 0s pacientes sobreviventes. Sugere-se,
entdo, que sintomas associados a LV, como diarreia, vOmitos, edema, ictericia e
principalmente os distirbios da coagulagdo, estejam vinculados a ativacdo inflamatéria. Os
niveis elevados de IL-1 e de IL-6 estdo de acordo com a teoria de que a resposta inflamatéria
mediada por estas citocinas na LV poderia estimular a expressdo de fator tecidual e originar
os distirbios da coagulacdo (GRIGNANI e MAIOLO, 2000; SCHULTZ et al., 2006). Nao é
provavel que a CXCL-8 cause dano tecidual direto em pacientes com LV porque esta
quimiocina ndo exerce citotoxicidade direta. A quimiocina CXCL-8 esteve associada a
anemia, leucopenia, plaquetopenia, elevacdo das enzimas hepdticas, sangramento, ictericia,
edema. Também esteve associada a baixa idade e a extensdao do baco. Esta quimiocina foi
uma das primeiras citocinas associada a morte por sepse (FUJISHIMA, S. et al., 1996). No

entanto ndo houve correlacdo significativa de CXCL-8 e o 6bito ou a presenca de
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sangramentos, mas a IL-6 e o IFN-y associaram-se significantemente a estas situagdes. Este
achado estd em concordancia com publicagdes anteriores (KARP et al., 1993; VAN DER
POLL et al., 1995; ANSARI et al., 2006).

A associagdo da extensdo do bago, mas ndo da extensdo do figado, com os niveis de
TNF-o, estd de acordo com a teoria baseada em estudos andtomo-patologicos de que a
infeccdo hepatica seria auto-limitada, mas que, ap6s a resolugdo hepatica, a reposta espléncia
€ progressiva, com grande destruicdo folicular de células dendriticas e eventual perda dos
centros germinativos mediada pelos altos niveis de TNF-a (ENGWERDA et al., 2004;
WILSON et al., 2005). O bago é um importante 6érgao linféide secundério e o grande centro
depurador de produtos de digestdo celular. Por motivos 6bvios, ndo se conhece a morfologia
esplénica apds a recuperacdo de um episédio de LV, mas € possivel que a destrui¢do seja
permanente apds a doenga grave, resultando em asplenia funcional, o que predisporia estes
individuos a reativagdes da LV, mediada por resposta mantida a custa e IL-10 e de infeccdes
bacterianas posteriores.

O estudo da coinfec¢do Leishmania/HIV nao foi objeto direto deste estudo, mas chamou
a atencdo o numero de pacientes co-infectados, mesmo entre aqueles previamente
assintomadticos, que desenvolveram outros sinais ou sintomas de imunodeficiéncia durante o
tratamento da LV. Estes pacientes co-infectados apresentaram niveis significativamente mais
elevados de IL-10 e de IFN-y, o que pode ser resultado do desequilibrio entre as células Treg
e as células T efetoras (NYLEN et al., 2007). Niveis elevados de IL-10 parecem interferir na
resposta de macréfagos e células T (GHALIB et al., 1993) e € possivel também que estados
de imunossupressao induzidos pelos altos niveis de IL-10 estejam associados as reativagdes
de LV nos pacientes com AIDS a semelhanca da leishmaniose dérmica p6s calazar na India
(GASIM et al., 1998). A manipulacio da resposta imune ao parasito pode ser uma estratégia
util para melhorar os regimes de tratamento na LV. As citocinas proinflamatérias
desempenham papel central e afetam diretamente as etapas da coagulacdo e da fibrinolise e,
vice-versa, a ativagdo do sistema da coagulacdo afeta a resposta inflamatéria. Estudos tém
sugerido a IL-10 como possivel alvo terapéutico (MALLA e MAHAJAN, 2006) por seu
efeito regulador sobre as citocinas inflamatorias. Tem sido proposto que a ativagdo imune
prolongada por infec¢des parasitdrias pode interferir na progressao da infeccdo pelo HIV.
(BENTWICH et al., 1995). Os mecanismos imunopatogénicos pelos quais a Leishmania e o
HIV interagem estimulam a replicacdo do HIV por células infectadas acelerando a progressao

da imunodeficiéncia e, de forma reversa, modulam a replicacio de Leishmania nos
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macréfagos (WOLDAY et al., 1999).

O tratamento da L'V ainda € insatisfatdrio e, a despeito da disponibilidade de drogas anti-
leishmania potentes, a letalidade é elevada. De posse do papel da citocinas proinflamatérias
na patogénese da doencga, agentes anti-citocinas podem se mostrar Uteis para otimizar o
tratamento. A avaliacdo de citocinas como marcador da resposta inflamatdria pode também
identificar os pacientes com maior chance de evoluir com disfungdes de 6rgdos e de morrer. A
neutralizacdo de IL-10 pode representar uma arma para o controle da infec¢do ou para a
prevencao de reativacdes ou a sua potencializa¢do pode ter resultados benéficos na regulagao
de citocinas com o poder de ativar a resposta inflamatéria. Células dendriticas, capazes de
induzir imunidade contra infec¢des, sdo candidatos potenciais para a imunoterapia das
leishmanioses pelo seu potencial em modular a expansao de células T CD4+ e determinar o
desfecho da infeccdo. Alvos moleculares especificos, como a inibicdo da enzima arginase ou
a ativacao da enzima 6xido-nitrico-sintase sdo promissores no tratamento e na prevencao da
LV. Os resultados discutidos aqui apontam a CXCL-8 como outro alvo promissor para a
terapia adjuvante dado a grande associacdo com a maior parte dos fatores de risco para o 6bito
como anemia, plaquetopenia, linfopenia, ictericia, sangramento e edema. Entre os agentes
conhecidos pode-se citar a pentoxifilina, os inibidores da fosfodiesterase e a talidomida.
Estudos futuros poderdo identificar a combinacdo de drogas capazes de bloquear
seletivamente a citocina CXCL-8 e proteger o sistema imune celular, a2 semelhanga do que
tem sido proposto para o tratamento da anemia associada a insuficiéncia renal (COOPER et
al., 2004). A administracdo de anticorpos anti-HMGB1 e drogas imunossupressoras em
combinag¢do com as drogas leishmanicidas sdo outras alternativas.

Este estudo oferece evidéncias de que a LV, assim como a sepse, quase
invariavelmente leva a anormalidades da hemostasia, que variam desde alteracdes sutis dos
testes laboratoriais até a CID grave, com obstrucdo da microcirculagao e faléncia dos 6rgaos.
Em adi¢do, a ativagdo macica e prolongada da coagulacio leva a deplecao das plaquetas e dos
fatores da coagulacdo e pode causar sangramentos que muitas vezes ameacam a vida do
paciente. Resta ainda muito a se compreender sobre os mecanismos envolvidos nesta
desregulacdo para que propostas terapéuticas como a administra¢cdo de proteina C ativada
sejam implementads na LV.

A relevancia das interfaces entre a inflamacdo e a coagulacdo estd nos resultados
promissores do tratamento da inflamacao sist€émica com drogas moduladoras da coagulacao e
da inflamagao. A andlise dos parametros relacionados a resposta imune em pacientes com LV

pode ajudar na identificacdo de padrdes de reacdo a Leishmania, monitorar o estado funcional



109

do sistema imune e futuramente, orientar estratégias terapéuticas personalizadas.

Fica assim identificada uma grande variedade de sinais, sintomas e sindromes como
fatores de risco de morte em pacientes com LV. As sindromes intestinais com diarreia e
vOmitos; a sindrome respiratéria com tosse, dispneia e estertores pulmonares; a sindrome
renal com edema, hematiria e retragdo da filtracdo glomerular; a sindrome hepdtica com
hepatomegalia, hipoalbuminemia, elevacdo das aminotransferases, das bilirrubinas e da
fosfatase alcalina; a sindrome hemadtica com anemia, leucopenia e plaquetopenia. Especula-se
se haveria um denominador comum para esta diversidade de apresentagcdo, possivelmente
mediado pela resposta inflamatdria sist€émica, esta por sua vez mediada pela resposta imune,
ou vice-versa. A associacdo dos disturbios da coagulacdo sanguinea com sinais
caracteristicamente associados a atividade inflamatéria como as sindromes acima
enumeradas, constitui evidéncia de que a hemorragia na LV seja também conseqiiéncia da
inflamacao. Os resultados dos testes da atividade inflamatéria reforcam a hipdtese. A maioria
dos pacientes apresentava VHS muito elevada e altos niveis de PCRy. Os pacientes que
apresentaram sangramento foram os pacientes com niveis mais elevados de PCRyj,. Os
dados sdo consistentes com a hipétese de que a patogenia da LV esteja fundamentada na
ativacdo inflamatéria que resulta em lesdo endotelial sist€émica, ativacdo da coagulagdo
intravascular, hipoperfusdo, hipoxemia e morte celular.

O marco deste estudo foi haver comparado pessoas sintomdticas e diversas formas de
apresentacdo da LV. A maior parte dos estudos anteriores, especialmente os que trabalharam
com a resposta imune, compararam individuos sadios ou infectados assintométicos com
individuos sintométicos. Por outro lado, a caracterizacdo da gravidade de uma doenca é mais
indefinida que a caracteriza¢c@o da infec¢do ou da doenga, decorrendo disto o grande nimero
de especulacdes possiveis. Muito ainda ha para se compreender da patogenia da LV. Estudos
prospectivos, incluindo a pesquisa de patégenos em fluido bronquico, poderdao esclarecer a
etiologia das manifestacdes respiratorias na LV, especialmente pneumonia intersticial.
Estudos de avaliagdo da influéncia das diferencas genéticas do parasito e do hospedeiro na
defini¢do clinica da doenga estdo apenas se iniciando. A identificacdo de possiveis alvos
moleculares terapéuticos podera resultar em maior indice de cura e menores complicagdes. A
compreensdo da interacdo entre inflamacdo e imunidade na LV deverd contribuir para

estratégias de sucesso.
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7 CONCLUSOES

As principais conclusdes deste estudo sdo:

I. A LV tem caracteristicas clinicas muito varidveis. Febre, anemia,
hepatoesplenomegalia e pancitopenia sdo manifestacdes constantes na maioria dos pacientes.
Estes dados sao pouco especificos para a determinagao da gravidade da doencga. Sinais menos
generalizados como vOmitos, edema, ictericia, sangramentos, sdo mais uteis para identificacdo
das formas mais graves da doenca.

2. Sangramento e infec¢Oes bacterianas sobressaem-se como importantes fatores de
risco para a morte. Outros fatores associados ao mau progndstico sdo a presenca de edema,
ictericia, dispnéia, vOmitos, infeccdo pelo HIV ou AIDS, leucopenia, plaquetopenia,
insuficiéncia renal e elevacdo das aminotransferases.

3. Criancas com menos de dois anos e adultos com mais de 30 anos estdo em maior
risco de morte. Na idade adulta, o risco de morte aumenta proporcional a idade e € maximo
em individuos com mais de 50 anos de idade. Criancas com menos de dois anos de idade
apresentam maior incidéncia de sangramentos, de infec¢Oes bacterianas, mais vOmitos,
diarréia, dispnéia, e tosse. Criancas com menos de dois anos apresentam menos epistaxe e
menos ictericia. Contudo, o risco de morte é maior entre as criancas com ictericia em
comparac¢do aquelas sem ictericia.

4.  Grande propor¢do dos pacientes com LV apresenta déficit nutricional. A
desnutri¢do instalada durante os sintomas da LV associa-se a maior letalidade da doenca, em
contraste com os pacientes que ndo perceberam emagrecimento dusrante a doenca. A
desnutricdo associada a LV parece ser, mais possivelmente, a conseqiiéncia do processo
consumptivo da doenca, do que um fator de risco para a sua aquisicao.

5.  Os distirbios da coagulacdo associam-se as infeccdes bacterianas, a insuficiéncia
renal, a plaquetopenia, a elevacdo das aminotransferases e a outros sinais e sintomas como
vOmitos, diarréia, dispnéia, tosse, edema, ictericia. Os marcadores laboratoriais de coagulagdo
intravascular disseminada estdo presentes em grande proporcdo dos pacientes com LV e
correlacionam-se com a atividade inflamatdria.

6. Os distarbios da hemdstase, evidenciados por sangramentos nos pacientes com
LV, associam-se a atividade inflamatdria e a coagulacao intravascular disseminada.

7. A LV associa-se a resposta inflamatéria sist€mica, caracterizada por niveis
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elevados de citocinas pro-inflamatdrias e das proteinas da fase aguda da inflamacgdo. As
diferencas entre as manifestacdes clinicas da LV estdo possivelmente associadas ao
acometimento especifico de 6rgaos, mediado pela atividade inflamatéria.

8.  E possivel predizer precocemente o prognéstico de pacientes com LV através de
um sistema de escores clinicos, com base nos sinais e sintomas apresentados. O sistema de
escores clinicos e laboratoriais pode ser util na defini¢do precoce de estratégias clinicas.

9.  As citocinas pré-inflamatérias, notadamente IL-10 e CXCL-8 sdo possiveis alvos
moleculares para a abordagem terapéutica coadjuvante da LV e merecem ser estudados.

10. A LV pode ser a primeira doenca oportunista em pacientes com HIV ou AIDS,

pode ter apresentacdo atipica e mais letal nestes pacientes.
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