SUELEN CASTILHO

LEISHMANIOSE VISCERAL EM MATO GROSSO DO SUL:
AVALIACAO DA MEDULA OSSEA E PERFIL CLINICO-LABORATORIAL

CAMPO GRANDE
2010



SUELEN CASTILHO

LEISHMANIOSE VISCERAL EM MATO GROSSO DO SUL:
AVALIACAO DA MEDULA OSSEA E PERFIL CLINICO-LABORATORIAL

Dissertacdo apresentada como exigéncia
para a obtencdo do titulo de mestre pelo
Programa de Pés-Graduagcdo em Doencas
Infecciosas e Parasitarias da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul “Dr. Hélio Mandetta”.

Orientadora;: Profd. Dra. Maria Elizabeth
Moraes Cavalheiros Dorval

CAMPO GRANDE
2010



Servigo Pablice Federal
Ministério da Educagao
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Programa de P6s Graduacao em
Doengas Infecciosas e Parasitarias

TERMO DE APROVACAO

A dissertagdo intitulada: “LEISHMANIOSE VISCERAL EM MATO GROSSO DO SUL:
AVALIACAO DA MEDULA OSSEA E PERFIL CLINICO-LABORATORIAL”, como
exigéncia para a obtengdo do titulo de Mestre em Doengas Infecciosas ¢ Parasitarias, na

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, obteve aprovagao.

BANCA ﬂlXAMTNADORA:

/Mﬁé lizabeth M. C. Dorval — UFMS

g . e
\,[q, AAAO_ /;&o (o 0o, P '3'1 s o Rwisn
Lorena Lobo Figueiredo Pontes — FMRP/USP

F : N
iﬂww ’)\‘\C’S

Elenir Rose J ar@)m Cury Pontes-UFMS

Campo Grande, 05 de agosto de 2010.

Programa de Pés Graduacio em Doencas Infecciosas e Parasitdrias
Cidade Universitaria, s/n * Caixa Postal 549 Fone: 067 3345-3205



Aos meus pais, instrumentos de Deus que me deram o dom da Vida,

Maria Luiza, a melhor m&e do mundo

e Valdemir (Biliu), meu paizinho preferido!

A distancia ndo os impediu de se fazerem presentes,

confortando-me com apoio e palavras de carinho.

Meu reconhecimento a vocés que ndo pouparam esfor¢cos para a minha educacéo e
principalmente para a minha felicidade.

Amo vocés!

A minha familia, os grandes amores da minha vida:

meus avos, Malvina e Onilpho, Eduarda e Manoel (in memorian);

meus irmaos, Lilian, Cleomir e Manoel;

meus sobrinhos, Leticia, Ana Clara, Guilherme e Ricardo; e meus tios que sempre

me incentivaram com tanto amor e carinho.



AGRADECIMENTOS

A Deus, “inteligéncia suprema e causa primaria de todas as coisas”. Pela sua
infinita bondade, concedendo beneficios em todos os momentos da minha vida. Eu
seria ingrata se os atribuisse ao acaso ou ao meu préprio meérito. Aos Espiritos
Protetores, pela inspiracdo de bons pensamentos e protecdo constantes. Muito
obrigada por mais essa conquista!

A Prof®. Dr®. Maria Elizabeth Moraes Cavalheiros Dorval, minha querida
orientadora por quem tenho imensa admiracéo e respeito. Orgulho-me em dizer que
sou orientada da “Prof®. Beth”, pois além de ser reconhecida pelo seu
profissionalismo tive o prazer de ter uma grande amiga por perto. Muito obrigada
pela confianga, quando aceitou me orientar; pela paciéncia e ensinamentos, durante
a realizacao desse trabalho; e pela amizade desde os tempos de faculdade.

A Prof®. Dr*. Maria de Fatima Cepa Matos pelo apoio constante, sua
participacdo foi imprescindivel desde o inicio até a conclusao desse projeto. Muito
obrigada por ter me concedido parte do seu precioso tempo!

Aos académicos do curso de Medicina Marcel Arakaki Asato, Mariana Lima
Mascarenhas Moreira e Vinicius de Souza Siebert que contribuiram imensamente
para a realizacdo dessa pesquisa. Minhas desculpas pelas cobrancas e meu
reconhecimento pelo esfor¢o de vocés. Muito obrigada!

A Dr? Lorena Lébo de Figueiredo Pontes, pela gentil recepcdo em seu
laboratério e preciosa colaboracdo na construcéo desse trabalho.

Aos hematologistas do Hospital Universitario Msc. Eveny Cristine Luna de
Oliveira e Luis Henrique M. Mascarenhas, pela cooperacdo quando solicitados para
dirimir as duvidas durante a pesquisa.

Ao Dr. José Maria Nossa Ascenco, ao amigo Eduardo Onoda e a toda equipe
do Laboratério de Analises Clinicas Multilab, pela solicitude, paciéncia e
ensinamentos proporcionados.

Ao Prof. Dr. Albert Schiaveto de Souza e a Prof®. Dr?. Elenir Rose Jardim Cury
Pontes, pela presteza na realizacdo das analises estatisticas e revisdo desse
trabalho. Muito obrigada pela colaboracao.

A Prof?, Dr®. Sonia Maria Oliveira de Andrade, pelas orientacbes sempre que

foi solicitada.



A Msc. Janaina Michelle de Oliveira, companhia divertida das horas de
trabalho. Muito obrigada pelos auxilios oferecidos.

Aos amigos do laboratorio de Parasitologia que sempre estavam por perto
com uma palavra amiga ou um cuidado de mae. A Elisa, Jucelei, D. Zélia, Geucira,
Prof®. Alessandra, Prof®. Carla e Beatriz, muito obrigada!

Aos colegas de trabalho da UBS Jockey Club que sempre se dispuseram a
contornar a minha auséncia da melhor forma possivel. A gerente Alice Sasaya,
Cleidinha, Neusa, Leandra, Fatima e Fatiminha, Edilda, Vania, Altair e ao grande
amigo Dr. Duizio, meu muito obrigada pelo reconhecimento e incentivo. Também
aqueles que permitiram o meu afastamento, Rita de Cassia, Aleyne e Dr. Luiz
Henrique Mandetta.

Ao amigo Fernando Camara, que me apoiou hos momentos de angustia e
incerteza, me ajudando a superar as dificuldades.

Ao José Alvaro, mais do que companheiro da minha mée, tornou-se um
amigo, sempre com uma palavra serena. Sei que muitas vezes me auxiliou mesmo
gue indiretamente. Muito obrigada!

Por fim, nem por isso menos importantes, as minhas grandes amigas. Pois
quando estamos distantes da familia percebemos o valor daqueles que estdo
proximos. Muito obrigada a vocés que fazem parte da minha vida, minha familia
pelos lacos de simpatia.

A Thais, pela atencédo de mée, pelo companheirismo de todos os dias e pelos
infinitos momentos de alegria.

A Silvana, por todo incentivo desde a época da selecdo para ingresso no
curso de pos-graduacgdo. Se nao fosse por vocé, hoje eu ndo estaria aqui.

A amiga Ada, pelo apoio constante e companheirismo desde os tempos de
faculdade.

As amigas Luciana, Renata, Claludia, Gabriela, Keylla, Fabi...peco desculpas

e agradeco pela compreensdo durante as minhas auséncias.



"O sabio nao se senta para lamentar-se, mas
se poe alegremente em sua tarefa
de consertar o dano feito."
[Willian Shakespeare]

Pois...

"Saber e ndo fazer, ainda ndo é saber."
[Provérbio Zen]



RESUMO

A leishmaniose visceral € uma doenca grave que atinge criancas, adultos, pessoas
imunodeprimidas e apresenta alta letalidade se n&o tratada. Um dos fatores para o
desfecho fatal € o diagndstico tardio. Visando contribuir para um diagnostico agil e
preciso com consequente tratamento adequado, este trabalho teve como objetivo
descrever as alteracdes mais frequentes na medula 6éssea de pacientes com LV que
possam auxiliar no prognostico e no diagnéstico parasitolégico direto. Foram
analisados retrospectivamente prontuarios e laminas de 202 pacientes atendidos
pelo NHU/UFMS, diagnosticados pela microscopia e/ou cultura no laboratério de
Parasitologia Humana da UFMS nos anos de 2003 a 2008. A maioria foi procedente
de centros urbanos, sendo 75,4% deles da capital. As criangas responderam pelo
maior numero de casos (59,9%), principalmente menores de cinco anos, e nao
houve Obito entre elas. Entre os adultos predominou o sexo masculino (70,4%). Na
admissdo a febre foi apresentada por 92,6% dos pacientes; hepatomegalia e
esplenomegalia estiveram presentes com alta frequéncia, principalmente entre as
criancas; e 0 emagrecimento foi mais evidente entre os adultos. Laboratorialmente
0S pacientes apresentaram pancitopenia com acentuada anemia e inversao
albumina/globulina em 60,3%. Comorbidades mais frequentes foram: pneumonia,
disfuncbes hepéticas, HIV e etilismo. Houve discordancia entre os métodos
diagnosticos, evidenciada pelos resultados falso-negativos. A maior parte das
laminas apresentou celularidade insatisfatoria (65,3%), relacionada com a auséncia
de espiculas e/ou aglomerados celulares (59,4%) e, portanto, ndo pode ser atribuida
a atividade da parasitose. Os megacariocitos estavam reduzidos em 65,3% das
laminas. Plasmocitose esteve presente em 63,9% dos casos, com eventual
observacdo de células de Mott e plasmadcitos flamejantes. Rouleaux presente em
84,7% das laminas. Histiécitos aumentados (56,9%) e a presenca de tart-cell e/ou
hemofagocitose foram detectados em 45,0% dos casos, principalmente entre as
criancas. Amastigotas foram vistas no interior de granuldcitos, eritroblastos e
plamdécito quando se verificou maior frequéncia de parasitas na lamina. Eosinofilia foi
detectada em 44,1% dos casos e granulos mistos em 21,3%. Estruturas
relacionadas a parasitose tais como expansdes citoplasmaticas, restos celulares
diversos e fragmentos de granuldcitos foram visualizadas em 75,2%, 66,8% e 55,0%
dos casos, respectivamente. Transformagao gelatinosa da medula foi observada em
44,6%. Outras alteracbes constituem caracteristicas de diseritropoese,
mielodisplasia e/ou apoptose. Essas observacdes podem auxiliar no diagnéstico
precoce e preciso, incentivando o examinador a uma pesquisa meticulosa de formas
do parasita nos esfregacgos, principalmente se apresentarem manifestacdes clinicas
compativeis e/ou o paciente for proveniente de area endémica para a parasitose.
Além disso, fica evidente a necessidade de otimizar a técnica de obtencdo do
aspirado de medula Ossea a fim de melhorar a qualidade da amostra e
consequentemente a sensibilidade dos métodos, permitindo instituicdo de terapia
adequada.

Palavras-chave: Leishmania chagasi, mielograma, alteracdes celulares



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a severe disease affecting children, adults,
immunocompromised people, with a high lethality rate if untreated. One of the
reasons for the fatal outcome is late diagnosis. In order to contribute to an accurate
and quick diagnosis and a consequent suitable treatment, this paper describes the
most frequent alterations in the bone marrow of VL patients that may help in the
prognosis and direct parasitological diagnosis. Medical records and plates of 202
patients assisted by NHU/UFMS were retrospectively analyzed. These patients had
been diagnosed by microscopy and/or culture in the UFMS Human Parasitology
Laboratory from 2003 to 2008. Most of them came from urban areas; 76,0% from the
capital city. Children, especially those under five, stood for most cases (59,9%); no
death was reported among them. Males predominated (70,4%). On admission fever
was reported in 92,6% of the patients; hepatomegaly and splenomegaly were
reported frequently, especially among children; weight loss was more evident among
adults. Laboratorial assays showed pancytopenia with enhanced anemia and
albumin/globulin inversion in 60,3% of all patients. Comorbidities were more
frequently seen among adults, especially pneumonia, liver malfunction, HIV and
alcoholism. There was disagreement between the diagnostic methods, as evidenced
by the false-negative results. Most plates presented unsatisfactory cellularity
(65,3%), associated with the absence of marrow particles and/or cellular
agglomerates (59,4%); therefore it may not be attributed to the parasite activity.
Megakaryocytes were reduced in 65,3% of the films. Plasmacytosis was seen in
63,9% of the cases, with hazardous observation of Mott cells and flaming
plasmocytes. Rouleaux was present in 84,7% of the films. Histiocytes enlarged in
56,9% and tart-cell and/or hemophagocytosis were detected in 45,0% of the cases,
especially among children. Amastigotes occurred inside granulocytes, erythroblasts
and plasmocyte when a large number of parasites was seen on the plate.
Eosinophilia were detected in 44,1% of the cases and mixed granules in 21,3%.
Structures related to the parasitosis, such as cytoplasmic expansions, diverse cellular
debris and fragments of granulocytes were observed in 75,2%, 66,8% and 55,0% of
the cases, respectively. Gelatinous marrow transformation was found in 44,6%. Other
alterations are typical of dyserythropoiesis, myelodysplasia and/or apoptosis. These
observations may help in early and accurate diagnosis, leading the examiner to
perform a thorough study of parasite forms, especially if they present consistent
clinical manifestations and/or if the patient comes from an endemic area for the
parasitosis. Furthermore, there is an urgent need to optimize the technique to obtain
the bone marrow aspirate and consequently improve the quality of sample and the
sensibility of methods, allowing the management of a suitable therapy.

Key-words: Leishmania chagasi, bone marrow aspirate, cytological findings
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

- Micrémetro

- Percentual

- Relag&o albumina/globulina

- Alanina aminotransferase

- Aspirado de medula éssea

- Aspartato aminotransferase

- Basophilic bare cell = fragmentos celulares de células ndo granulociticas

- Burst forming unit-erythroid = progenitor eritroide primitive

- Burst forming unit-megakaryocyte = progenitor megacariocitico primitivo

- Biépsia de medula 6ssea

- Cluster of differenciation = grupamento de diferencia¢éo, marcador de
superficie celular

- Marcador de superficie celular da célula-tronco hematopoética mais
primitiva (stem cell)

- Marcador de superficie celular da subpopulacao de linfécitos T auxiliares

- Marcador de superficie celular da subpopulagéo de linfécitos T citotoxicos

- Colony forming unit = unidade formadora de col6nia

- Direct agglutination test = teste de aglutinacéo direta

- Dendritic cell = célula dendritica

- Doenca pulmonar obstrutiva crénica

- Ethylene diamine tetraacetic acid = acido etilenodiaminotetraacético

- Enzyme linked immunosorbent assay = ensaio imunoenzimatico

- Gramas por decilitro

- Granulocyte colony stimulating factor = fator estimulante de colbnia de
granuldcitos

- Granulocyte-macrophage colony stimulating factor = fator estimulante de
coldnia de granuldcitos e macréfagos

- Granular stippling = fragmentos citoplasmaticos de granuldcitos

- Hemoglobina

- Human immunodeficiency virus = virus da imunodeficiéncia humana

- Hematécrito

- Human T-cell lymphotropic virus = virus linfotrépico de célula T humano

- Immunochromatographic test = teste imunocromatogréafico ou teste rapido

- Intradermorreacéo de Montenegro

- Imunofluorescéncia indireta

- Interferon vy

- Imunoglobulina da classe A

- Imunoglobulina da classe G

- Imunoglobulina da classe M

- Interleucina 2

- Interleucina 3

- Interleucina 4

- Interleucina 5

- Interleucina 10

- Interleucina 12

- Insuficiéncia renal cronica

- DNA do cinetoplasto

- Leishmaniose dérmica pés-calazar

- Linfohistiocitose hemofagocitica

- Lipofosfoglicano

- Leishmaniose tegumentar



LV - Leishmaniose visceral

LvC - Leishmaniose visceral canina

mg/dL - Miligramas por decilitro

MO - Medula 6ssea

mm/h - Milimetro por hora

mm? - Milimetro cubico

MS - Mato Grosso do Sul

NHU - Nacleo do Hospital Universitario

NK - células natural killer

NNN - Nicole, Novy, McNeal = fase solida de meio de cultura

OMS - Organizagdo Mundial de Saude

OPAS - Organizagdo Pan-Americana de Saude

PCR - Polymerase chain reaction = reacdo em cadeia da polimerase

PMN - Polimorfonucleares (granulécitos)

RGE - Razao granuldcitos/eritrocitos

RIFI - Reacao de imunofluorescéncia indireta

SAME - Secdo de arquivos médicos

SFM - Sistema fagocitico mononuclear

SIDA - Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

TGF-B - Transforming growth factor g = fator transformador de crescimento 8

Thl - Células T CD4 secretoras do padréo 1 de citocinas, resposta imunolégica
celular

Th2 - Células T CD4 secretoras do padrdo 2 de citocinas, resposta imunoldgica
humoral

TNF-o - Tumor necrosis factor « = fator de necrose tumoral o

TRL - Teste rapido anticorpo anti-Leishmania

VHS - Velocidade de hemossedimentacéo

WHO - World Health Organization
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1 INTRODUCAO

As Leishmanioses séo infeccbes causadas por espécies de protozoarios do
género Leishmania. Esses parasitas sao agentes de zoonoses que infectam
eventualmente a espécie humana nas regides tropicais e subtropicais do Velho e do
Novo Mundo, causando doencas do Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM).

As formas clinicas descritas sdo a Leishmaniose Visceral (LV) e a
Leishmaniose Tegumentar (LT), podendo ainda serem classificadas como:
Leishmaniose Cutanea, Leishmaniose Cutaneo-mucosa (ou Mucocutanea),
Leishmaniose Cutanea Difusa e Leishmaniose Visceral. Suas formas de doenca
estdo relacionadas a espécie do parasita e diferem em distribuicdo geografica dos
hospedeiros e vetores envolvidos, taxas de incidéncia e de mortalidade.

A LV é uma doenca grave que atinge crian¢cas, adultos, pessoas
imunodeprimidas e, quando nao tratada, apresenta alta letalidade. Caracteriza-se
por produzir febre irregular e prolongada, hepatoesplenomegalia, pancitopenia e, em
sua fase terminal, caquexia. Seu agente etiolégico pertence ao complexo
“Leishmania donovani” e possui duas formas: flagelada ou promastigota, presente
no tubo digestivo do inseto vetor; e outra aflagelada ou amastigota, encontrada nos
tecidos dos vertebrados.

Para fins de diagndstico, é essencial o encontro do parasita no material
biolégico analisado, que pode ser obtido por puncdo de visceras. A forma
amastigota é encontrada principalmente no baco, medula éssea, linfonodos, figado e
eventualmente no sangue, com o diagnostico tradicionalmente baseado na
observacéo direta do parasita pelo exame microscopico de amostras desses 6rgaos.
Outros métodos incluem isolamento in vitro e testes sorolégicos. O diagnostico tardio
tem sido considerado um dos principais fatores que contribuem para a alta
letalidade. Aliado a isso, outra dificuldade no manejo da parasitose relaciona-se a
auséncia de um tratamento eficaz e seguro, uma vez que 0s medicamentos
atualmente disponiveis sao altamente toxicos.

Em Mato Grosso do Sul a LV esta em franca expansao e urbanizacéo, sendo
encontrada em grandes centros urbanos do estado, inclusive na capital. O processo
de endemizacdo com elevada incidéncia da doenca no Estado € preocupante e

incentiva pesquisas voltadas ao seu manejo e controle.
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Em razdo da auséncia de estudos da medula 6ssea de pacientes com LV no
Mato Grosso do Sul e da grande relevancia das alteracdes hematoldgicas na
progressdo da parasitose, neste trabalho foram estudados os aspectos clinicos,
laboratoriais e da medula 6ssea de individuos portadores de LV, tendo como
principal desafio a conversdo dos novos conhecimentos em ferramentas aplicaveis
na rotina, a fim de otimizar o diagndstico e possibilitar tratamento adequado e

precoce em beneficio do bem estar dos pacientes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo infec¢cdes causadas por espécies de protozoarios
pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania (GRIMALDI; TESH, 1993) cujas primeiras observa¢ées ocorreram no fim
do século XIX por varios estudiosos, sendo finalmente, o protozoario descrito e
assim denominado por Ross em 1903 (REY, 2001a). Esses parasitas sdo agentes
de zoonoses que infectam eventualmente a espécie humana nas regides tropicais e
subtropicais do Velho e do Novo Mundo, causando doencas do sistema fagocitico
mononuclear — SFM (GRIMALDI; TESH; MCMAHON-PRATT, 1989).

As leishmanioses permanecem como sério problema de saude publica. S&o
endémicas em 88 paises no mundo, dos quais 72 estdo em desenvolvimento.
Estima-se que 14 milhdes de pessoas estejam infectadas e dois milhdes de novos
casos ocorram a cada ano. Provavelmente esses valores de prevaléncia sao
subestimados, uma vez que apenas em 33 paises a notificacdo é compulsoria,
numerosos casos ndo sao diagnosticados, especialmente quando os pacientes nao
tém acesso a atendimento médico para acompanhamento e tratamento ou sao
assintomaticos (DESJEUX, 2004; WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO,
2006).

Pelo menos 20 espécies de Leishmania podem dar origem a um amplo
espectro de manifestacdes clinicas, desde lesdes cutaneas autoresolutivas até
lesbes mucosas desfigurantes e infecgOes viscerais fatais. De modo geral, sao
divididas em Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV),
entretanto, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divide e reconhece as
leishmanioses em quatro grupos clinicos (DESJEUX, 2004; REY, 2001a):

a) leishmaniose cutanea: produzem apenas lesGes cutaneas, ulcerosas ou

nao;

b) leishmaniose cutdneo-mucosa ou mucocutanea: evoluem causando lesées

destrutivas nas mucosas do nariz, boca e faringe;

c) leishmaniose cutanea difusa: apresentam-se de forma disseminada

cutanea em individuos anérgicos (resposta imune celular deficiente); e
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d) leishmaniose visceral ou calazar: manifestacdo visceral da doenca,
atingindo baco, figado, medula 6ssea e tecidos linfoides, devido ao
tropismo dos parasitas pelo SFM desses 6rgaos.

Alguns autores citam, ainda, a existéncia de uma leishmaniose dérmica
desenvolvida apds a forma visceral. A leishmaniose dérmica pds-calazar (LDPC) é
caracterizada por uma lesdo macular, maculo-papular (lesdo polimérfica) ou nodular
e é uma complicacdo da LV frequentemente observada apds o tratamento no Sudao
e mais raramente em outros paises da Africa Oriental e subcontinente da india
(BEENA; RAMESH; MUKHERJEE, 2003; CHAPPUIS et al., 2007; DESJEUX, 2004).

Embora em todos os casos apresentem morfologia semelhante, por vezes
até indistinguiveis, os parasitas isolados ndo sdo idénticos entre si. Suas
apresentacoes clinicas estdo relacionadas a espécie do parasita e diferem em
distribuicdo geogréafica dos hospedeiros e vetores envolvidos, taxas de incidéncia e
de mortalidade (GONTIJO; MELO, 2004).

Em virtude da diversidade das caracteristicas clinicas e epidemioldgicas
alguns autores usam a classificagdo em subgéneros, “complexos”, espécies e
subespécies. Atualmente, aceita-se a classificagdo em dois subgéneros (LAINSON;
SHAW, 1987), de acordo com o local de desenvolvimento no intestino do inseto
vetor. O subgénero Viannia, entre outras caracteristicas, ndo apresenta tropismo
visceral, enquanto no subgénero Leishmania esta incluido o complexo “Leishmania
donovani”, que mostra alta tendéncia a invaséo das visceras (REY, 2001a).

As formas tegumentares no Brasil sdo determinadas por sete espécies, seis
do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania: Leishmania (Viannia)
braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lansoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.)
lindenbergi e L. (Leishmania) amazonensis (LAINSON; SHAW, 1987; MARZOCHI,;
MARZOCHI, 1994).

A forma visceral € causada por espécies pertencentes ao complexo
“Leishmania donovani” (LAINSON; SHAW, 1987) que esta representado pelas
especies L. (Leishmania) donovani, L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi, esta ultima
sendo considerada por alguns autores como sinonimia de L. (L.) infantum e que
representa apenas parasitas que circulam nas Américas (MAURICIO; STOTHARD;
MILES, 2000).

Esses protozoarios séo parasitas dimorficos: uma forma flagelada

promastigota, encontrada no artropode vetor e uma forma sem flagelo livre,
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amastigota, que se desenvolve intracelularmente no mamifero hospedeiro
(CHAPPUIS et al., 2007). As leishmanioses séo transmitidas ao homem por mais de
30 diferentes espécies de flebotomineos (CHAPPUIS et al., 2007; DESJEUX, 2004),
destacando-se os géneros Lutzomyia nas Américas e Phlebotomus na Africa,
Europa e Asia (KILLICK-KENDRICK, 1990). Esses insetos sdo dipteros da familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, conhecidos popularmente como mosquito
palha, tatuquiras, birigui, entre outros (KILLICK-KENDRICK, 1990) e somente as
fémeas transmitem o agente pela inoculacdo da forma promastigota na pele
(DESJEUX, 2004; GUERIN et al., 2002).

No Brasil duas espécies estdo relacionadas com a transmissdo da LV,
Lutzomyia longipalpis, principal espécie transmissora no pais e Lutzomyia cruzi,
incriminada como vetora nos estados de Mato Grosso do Sul (OLIVEIRA, A. G. et
al.,, 2006; SANTOS et al, 1998; SILVA; ANDREOTTI; HONER, 2007) e
recentemente no Mato Grosso (MAIA-ELKHOURY et al., 2008; MISSAWA; LIMA,
2006). Houve adaptacéo desse inseto para o ambiente rural e periferias de grandes
centros podendo ser encontrados no peridomicilio, em galinheiros, chiqueiro, canil,
paiol, entre outros ambientes e também no intradomicilio.

O vetor é primeiramente infectado ao picar um animal ou homem com a
doenca, e no seu tubo digestivo o parasita se multiplica. Apés 8 a 20 dias, o
flebotomineo fémea pode transmitir pela picada a forma promastigota, que é a forma
infectante, para o novo hospedeiro (DESJEUX, 2004; SACKS; KAMHAWI, 2001).
Depois de fagocitadas pelas células do sistema macrofagico (cé€lulas dendriticas e
macrofagos da derme), as promastigotas diferenciam-se na forma amastigota com a
perda do flagelo. As amastigotas se multiplicam e sobrevivem dentro dos vacuolos
parasitoforos acidificados (fagolisossomas) através de uma complexa interacédo
parasito-hospedeiro (ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999; BERMAN;
DWYER; WYLER, 1979; BURCHMORE; BARRETT, 2001; CHAPPUIS et al., 2007).

Portanto, as promastigotas interagem com os individuos infectados muito
brevemente sem causar manifestacdes clinicas, enquanto as amastigotas persistem
em seus hospedeiros por anos ou por toda vida sendo responsaveis pelas
manifestacbes da doenca. Os macrofagos sdo as principais células hospedeiras
para replicacdo da Leishmania e também as células efetoras para a destruicdo do
parasita (CHAPPUIS et al., 2007; SOONG, 2008).
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Subsequentemente a multiplicacdo, as amastigotas sdo disseminadas pelo
sistema vascular e linfatico e infectam outras células, resultando, no caso da LV, na
infiltracdo da medula 6ssea, baco, figado e linfonodos (CHAPPUIS et al., 2007).
Embora os fatores determinantes do tropismo tissular do parasita permanecam
obscuros, as diversas formas da doenca sao atribuidas as espécies de Leishmania
envolvidas e ao estado imunoldgico do hospedeiro, destacando o papel critico das

células dendriticas na imunidade protetora (SOONG, 2008).

2.2 Leishmaniose visceral

A LV é a forma mais grave das leishmanioses e é frequentemente letal se nao
tratada, podendo atingir adultos, criangas e imunocomprometidos (DESJEUX, 1999,
2004; REY, 2001b).

Sdo causadoras dessa forma clinica espécies pertencentes ao complexo
“Leishmania donovani” (LAINSON; SHAW, 1987) que estéa representado por:

Leishmania (Leishmania) donovani, responsavel pelo calazar indiano nos
paises asiaticos (india, Paquistdo, Bangladesh) e Africa Oriental, transmitida por
vetores do género Phlebotomus;

Leishmania (Leishmania) infantum, presente em &areas do Mediterraneo,
Africa Oriental, Proximo Oriente, Norte da Asia e da China, infectando
principalmente criancas. E também transmitida por vetores do género Phlebotomus
que se infectam ao picarem os caes de areas endémicas que funcionam como
reservatorio;

Leishmania (Leishmania) chagasi considerada como agente etiologico da
leishmaniose visceral americana (LVA) no Novo Mundo (BRASIL, 2006a) desde que
foi descrita por Cunha e Chagas (1937). No entanto, isolados dessa espécie de
diversas regides do Brasil tém demonstrado consideravel homogeneidade
bioguimica e genética, bem como similaridade nas manifesta¢des clinicas com a LV
do Mediterraneo, sugerindo tratar-se de espécie introduzida no continente americano
durante o processo de colonizacdo européia (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994;
MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000). Além disso, pelo fato de n&o existir
evidéncias de ocorréncia de LV nas Américas antes da colonizagéo, alguns autores
propdem que Leishmania chagasi e Leishmania infantum devam ser consideradas
como sindnimos (CHAPPUIS et al., 2007; DANTAS-TORRES, 2006; MAURICIO;
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STOTHARD; MILES, 2000), com estudos mostrando uma adaptacdo ao ecossistema
americano, em que o cao, o homem e flebotomineos do género Lutzomyia mantém o
ciclo parasitario (KILLICK-KENDRICK, 1990; MAURICIO; STOTHARD; MILES,
2000).

Ha dois tipos de LV que diferem nas suas caracteristicas de transmissdo: LV
zoonoGtica, transmitida de um animal para o vetor e desse para o homem, e LV
antroponotica, transmitida do homem para o vetor e desse para outro homem
suscetivel (CHAPPUIS et al., 2007; DESJEUX, 2004). No ambiente rural, humanos
sdo hospedeiros ocasionais e 0s animais, principalmente os cédes, sdo reservatérios
do parasita. A LV zoonotica é encontrada em areas de trasnmissao de L. infantum,
enquanto a LV antropondtica € encontrada em areas de transmissdo de L. donovani
(CHAPPUIS et al., 2007).

A LDPC ocorre em individuos infectados por L. donovani. Esses casos sao
altamente infecciosos devido ao alto parasitismo das lesdes cutaneas, portanto,
funcionando como reservatérios para LV antroponoética entre ciclos epidémicos.
Assim, identificacdo e tratamento dos casos sao importantes medidas de controle da
parasitose principalmente na india (BEENA; RAMESH; MUKHERJEE, 2003;
CHAPPUIS et al., 2007).

Estima-se a ocorréncia de 500 mil novos casos de LV e mais de 50 mil mortes
pela doenca a cada ano, mortalidade que somente € superada, entre as doencas
parasitarias, pela malaria. A maioria (90%) dos casos ocorre em seis paises:
Bangladesh, india, Nepal, Sud&o, Etiépia e Brasil (DESJEUX, 2004).

A doenca afeta principalmente comunidades pobres, geralmente em areas
rurais, sendo endémica em paises que estdo entre os menos desenvolvidos do
mundo, tal como Nepal, ou nas regiées mais pobres. Os pacientes e seus familiares
tornam-se ainda mais pobres devido aos altos custos diretos com diagndstico e
tratamento, e indiretos pela reducdo da renda familiar durante a doenga (CHAPPUIS
et al., 2007; DESJEUX, 2004).

Na América Latina a doenca ja foi descrita em pelo menos 12 paises. O Brasil
responde por 90% dos casos, que ocorriam principalmente na regido Nordeste
(BRASIL, 2006a).

Atualmente, é um crescente problema de saude publica no Brasil e encontra-
se em franca expansdo geogréfica, estando distribuida em 21 (MINISTERIO DA

SAUDE, 2009a) unidades federadas. O pais tem registrado um aumento nos casos
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de LV desde 1990, aproximadamente, 3.000 casos/ano, letalidade média de 8%
(BRASIL, 2008) e com mudangas no seu padrao de transmissdo. Com a expansao
da doenca para as regibes Centro-Oeste, Norte e Sudeste, houve reducdo da
participacdo do Nordeste no nimero de casos (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

Enquanto a forma rural persiste, a doenga esté surgindo na forma urbana em
centros como Rio de Janeiro (RJ), Corumba (MS), Belo Horizonte (MG), Aracatuba
(SP), Palmas (TO), Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS), entre outros (BRASIL,
2006a).

O Estado de Mato Grosso do Sul (MS) teve os primeiros relatos da doenca a
partir de 1980 em Corumba e Ladario (REGO et al., 1983). Na capital, Campo
Grande, o primeiro caso autéctone canino foi registrado em 1998 (SILVA et al.,
2000), e os primeiros casos humanos em 2002 (FURLAN, 2010). O processo de
endemizacdo da doenca com elevada incidéncia em Campo Grande (BOTELHO;
NATAL, 2009) e Trés Lagoas (OLIVEIRA, A. L. L. et al., 2006) confirmam sua
expansao e urbanizacdo. O Estado é o oitavo do pais com o maior registro de casos
e apresenta letalidade média de 8,6%, sendo que a LV ja foi registrada em 56 dos
seus municipios (MATO GROSSO DO SUL, 2010; MINISTERIO DA SAUDE,
2009b).

O incremento no numero de casos de LV se deve a migracdo da populacao
das areas rurais para as periferias de grandes centros urbanos, criando areas
densamente povoadas com precarias condicbes socioecondmicas, minimo de
infraestrutura e saneamento, que é associado a falta de medidas de controle e a
coinfecgdo com virus causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA)
(CHAPPUIS et al.,, 2007; GONTIJO; MELO, 2004; WHO, 2006). Outros fatores
apontados sdo: desmatamento, novos esquemas de irrigacdo e fatores individuais
como genética e deficiéncia nutricional (DESJEUX, 2004). Neste contexto, o0 parasita
recém introduzido encontra um grande numero de hospedeiros ndo imunes, muitas
vezes mal nutridos, aumentando o risco de infec¢cao (GUERIN et al., 2002).

Segundo o Ministério da Saude, a doenca é mais prevalente em criangas
menores de 10 anos que respondem por 54,4% dos casos, ocorrendo
principalmente entre aqueles que tém até cinco anos (BRASIL, 2006a). Em alguns
focos urbanos ha uma tendéncia de modificacdo da distribuicdo dos casos por grupo
etario, com ocorréncia de altas taxas em adultos jovens (SILVA et al., 2001).
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O caréter oportunista do parasita se manifesta principalmente nos casos de
coinfeccdo com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), quando apresenta um
comportamento diferente que se reflete, sobretudo, na resposta irregular ao
tratamento e alteracdo do padrdo na evolucdo da doenca (ALVAR et al., 1997;
DESJEUX, 1999; SIRVENT-VON BUELTZINGSLOEWEN et al., 2004).
Especialmente em &reas urbanas do Brasil, o crescente numero de casos de
coinfeccdo Leishmania/HIV tem levado ao aparecimento de uma nova forma de
transmissdo pelo compartiihamento de agulhas contaminadas (ciclo antropondético
artificial) (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

Aliado a isso, os cées (Canis familiaris) habitualmente mantidos no ambiente
doméstico sdo considerados a principal fonte de infeccdo para o flebotomineo na
area urbana, sendo importantes na manutencdo da doenca (BRASIL, 2006a; WHO,
2006). Em estudos realizados por Deane e Deane (1954, 1955a, 1955b, 1962), foi
observado intenso parasitismo cutdneo em caes e raposas do Ceara indicando
esses animais como importantes reservatorios no ciclo doméstico da LV.

Embora ndo possam ser considerados como reservatorios, 0s suinos também
desempenham um importante papel na atragcdo e manutencédo do inseto vetor no
peridomicilio. Uma vez que os flebotomineos sdo atraidos, esses animais podem
estar envolvidos na epidemiologia de LV urbana e periurbana (GALATI et al., 2003;
MORAES-SILVA et al., 2006).

As principais estratégias de controle incluem diagnostico e tratamento dos
casos, combate ao vetor, controle do reservatorio animal e educacdo em saude
(BRASIL, 2006a; DESJEUX, 2004, WHO, 20086).

Em areas de LV antropondtica, além do risco individual para os pacientes nao
tratados, esses individuos séo fontes de infec¢do e contribuem para a transmissao
da doenca, Assim, diagnostico e tratamento imediatos sdo considerados essenciais
para o controle, especialmente nas areas de ocorréncia da LDPC em funcéo do
intenso parasitismo cutaneo (CHAPPUIS et al., 2007).

O combate ao flebotomineo é realizado por meio do controle quimico com o
uso de inseticidas de acao residual em domicilio e peridomicilio. Essa estratégia tem
enfrentado problemas orcamentarios e de recursos humanos (GONTIJO; MELO,
2004), além de ser necessario um maior conhecimento sobre o comportamento

desses insetos para garantir um controle efetivo (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).
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Os cées sdo considerados os principais reservatorios em focos zoonGticos,
por isso o sacrificio dos animais com sorologia e/ou parasitologia positiva é
recomendado. Porém, essa medida tem sido bastante contestada pelos proprietarios
e veterinarios em virtude das controvérsias sobre a sua efetividade (COSTA;
VIEIRA, 2001). Por outro lado, o tratamento ndo é recomendado uma vez que,
mesmo apos a cura clinica, ndo h& cura parasitolégica. Portanto, esses animais
podem ter recaidas e apds algum tempo voltam a ser infectantes para o0s
flebotomineos. Soma-se que os medicamentos sdo 0s mesmos utilizados em
humanos e o uso indiscriminado pode levar a resisténcia dos parasitas (ALVAR et
al., 1994). Uma outra abordagem é o uso de coleiras impregnadas com deltametrina
como repelente dos vetores (DAVID et al., 2001; GONTIJO; MELO, 2004; KILLICK-
KENDRICK et al., 1997), com os inconvenientes de serem caras e de dificil
monitoramento em termos de salde publica (OLIVEIRA; MORAIS; MACHADO-
COELHO, 2008).

Contudo, a expansdao, urbanizacédo e focos epidémicos da LV evidenciam a
insuficiéncia dessas medidas (GONTIJO; MELO, 2004). Assim, ainda sao
necessarias pesquisas quanto as principais fontes de L. chagasi para populaces
humanas, a infectividade de caes para Lu. Longipalpis e ao 0 uso de inseticidas
mais efetivos e menos prejudiciais (COSTA; VIEIRA, 2001), além de métodos
diagnésticos, tratamento e vacinas ideais para humanos e caninos. Embora algumas
vacinas caninas ja tenham sido testadas, seus resultados precisam ser melhor
avaliados. O desenvolvimento de vacinas mais eficazes e seguras para humanos e
caninos é uma estratégia promissora que merece ser priorizada (OLIVEIRA;
MORAIS; MACHADO-COELHO, 2008; ROMERO; BOELAERT, 2010).

2.2.1 Aspectos clinicos

Os pacientes com LV apresentam sinais e sintomas de infec¢do sistémica
persistente. Caracterizam-se por febre irregular prolongada, anorexia e perda de
peso, palidez de pele e mucosas, predisposicdo a outras infeccbes, edema,
epistaxe, hematémese, fadiga, cansaco, debilidade progressiva e, devido a invaséo
parasitaria do sangue e sistema monofagocitico, aumento do volume de linfonodos,
baco e figado (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; PEDROSA; ROCHA, 2004; REY,
2001b).
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Na auséncia de tratamento, geralmente evolui para o 6bito em consequéncia
do estado clinico do paciente, podendo atingir taxa de letalidade entre 75 e 95%
(DESJEUX, 2004; REY, 2001b). No Brasil tem sido observada uma elevacéo na taxa
de letalidade, de 3,6% em 1994 para 6,7% em 2003 (um aumento de 85%), sendo o
diagndstico tardio um dos principais fatores para o desfecho fatal (BRASIL, 2006b).

E uma doenca cronica de carater espectral. O curso clinico da infeccdo apos
a inoculacdo do parasita depende de diversos fatores, podendo ser definida em
infeccdo ou doenca propriamente dita, segundo a evolugcdo clinica e laboratorial
(MARZOCHI; MARZOCHI, 1994).

Formas assintométicas sao caracterizadas pela auséncia de manifestacbes
clinicas, porém com a presenca de anticorpos anti-Leishmania. Pode refletir o inicio
do processo infeccioso com possivel evolucdo para a doenca; autorresolucdo no
inicio do processo devido ao equilibrio da relacao parasito-hospedeiro; ou imunidade
residual pés-tratamento da doenca. Essas formas somente sdo detectadas através
da busca ativa de casos e ndo devem ser tratadas, apenas acompanhadas
(BADARO et al., 1986; BRASIL, 2006a; GAMA et al., 2004; MARZOCHI;
MARZOCHI, 1994).

Formas leves ou oligossintomaticas, também denominadas de subclinicas,
sdo caracterizadas pela auséncia de sintomas (individuos sem queixas) ou com
manifestacfes clinicas ndo especificas ocasionais. Sdo esporadicas e dificultam a
associacdo com LV no diagnéstico. Gama et al. (2004) consideraram desse grupo
0S pacientes que apresentavam dois ou mais sintomas leves com sorologia positiva.
Os achados clinicos e laboratoriais sdo variaveis, sendo febre a queixa principal
(GAMA et al., 2004). Podem estar presentes hepato e/ou espenomegalia discretas,
tosse intermitente, diarréia, febre baixa, mal-estar (BADARO et al., 1986), presenca
de anticorpos anti-Leishmania e intradermorreagéo (IDR) geralmente positiva, com
ou sem a presenca do parasita na puncdo do orgao (BRASIL, 2006a; MARZOCHI;
MARZOCHI, 1994). Pode progredir para forma inaparente ou para formas mais
graves, principalmente se a IDR for negativa. Tais casos devem ser tratados, a
menos que seja assegurado o seu acompanhamento (MARZOCHI; MARZOCHI,
1994).

Formas moderadas sdo caracterizadas por uma evolugéo clinica prolongada
por semanas ou poucos meses, com febre variavel, episodios de diarréia, e

ocasionalmente outras manifestagcbes, com estado clinico geral sustentado,
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atividades normais durante os periodos sem febre, presenca de discreta ou
moderada hepatomegalia, testes soroldgicos positivos, IDR ocasionalmente positiva
e presenca evidente de Leishmania na puncdo de medula éssea ou de outros
orgaos. Exames complementares hematoldgicos e bioquimicos apresentam poucas
alteracdes. Esses pacientes devem receber tratamento a fim de evitar uma possivel
piora do estado clinico (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994).

Formas graves ou classicas sdo caracterizadas por progresso insidioso,
resultando num diagndstico tardio. Paciente refere historico de meses ou anos da
doenca. Apresenta-se com febre variavel, crescente fraqueza, palidez, perda de
peso, aumento do volume abdominal, episdédios de sangramento e diarréia, entre
outras manifestacdes. Aspectos clinicos e exames laboratoriais inespecificos
indicam grave prognostico geral, acentuada hepatoesplenomegalia, anemia
progredindo a pancitopenia, funcdes hepatica e renal moderadamente alteradas e
hipoalbuminemia com inversdo da relacdo albumina/globulina. Essas alteracdes
podem progredir com piora do quadro clinico, evoluindo com insuficiéncia cardiaca e
edema, perda de peso e caquexia, petéquias em mucosas ou pele, principalmente
nas areas de atrito e membros inferiores, ligeira a moderada ictericia, hipertensao
arterial (geralmente com picos) e infeccdes bacterianas secundarias. Titulos de
anticorpos sédo elevados, IDR é negativa e 0 parasita pode ser visualizado em
amostras de medula 6ssea e outros 6rgaos (BRASIL, 2006a; CHAPPUIS et al.,
2007; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; PEDROSA; ROCHA, 2004).

O periodo de incubacdo é variavel, ocorrendo entre 10 dias e 24 meses,
média entre 2 a 6 meses. Os sintomas de LV podem permanecer por varias
semanas até meses antes do paciente procurar por atendimento. Por vezes, o
quadro clinico inicial € confuso em virtude de coinfec¢gbes bacterianas tais como
pneumonia, diarréia ou tuberculose (CHAPPUIS et al., 2007).

A febre esta normalmente associada a calafrios e pode ser intermitente
(BRASIL, 2006a; CHAPPUIS et al., 2007).

Alteracdes hepaticas, inclusive graves, podem ocorrer no inicio da infecgao,
devendo a LV ser considerada no diagnostico diferencial de hepatites associadas a
febre prolongada, assim como em sindromes colestaticas. A exata etiologia dos
danos hepéticos ndo é clara, mas pode ter uma base imunoldgica. Antes do
tratamento sao vistas células de Kupffer e macrofagos infectados por Leishmania em

40% dos casos. Degeneracédo dos hepatdcitos, fibrose das veias hepaticas terminais
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e fibrose pericelular sdo achados comuns junto com evidéncias bioguimicas de
disfuncdo hepética antes do tratamento (EL HAG et al., 1994; MEDEIROS et al.,
2007).

Anemia grave, trombocitopenia e coagulopatia sdo fatores associados ao pior
prognostico, uma vez que o manejo fica prejudicado pelas infec¢des, hemorragias e
disfuncdo hepética desencadeadas pela parasitose ou pelo tratamento instituido
(MEDEIROS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010).

O comprometimento da funcdo renal na LV em sua fase aguda foi
demonstrado por Salgado Filho, Ferreira e Costa (2003), sugerindo disfuncdes
renais glomerulares e tubulares mesmo em pacientes com nenhuma ou pouca
expressdo clinica de nefropatia. Nestes casos, consequentemente, pode-se
observar albuminuria e hemataria (DUTRA et al., 1985; PRASAD; SEM; GANGULY,
1992).

A apresentacao clinica da LV é semelhante em varias areas endémicas, mas
ha algumas diferencas. Por exemplo, linfonodos aumentados s&o raramente
encontrados em pacientes indianos, enquanto sdo frequentes em pacientes
sudaneses. Hiperpigmentacdo da pele, que provavelmente deu origem ao nome
kala-azar (febre negra em hindu, hindi), tem sido descrito somente em pacientes do
subcontinente indiano, mas hoje esse sintoma ndo € comum e era talvez uma
caracteristica da doenca prolongada na época em que nao havia tratamento efetivo
disponivel (CHAPPUIS et al., 2007).

De modo geral, as manifestagdes clinicas da LV sao similares entre adultos e
criancas. De acordo com o estudo de Caldas et al. (2006), linfadenopatia e
sangramento foram predominantes em adultos, enquanto hepatomegalia e palidez
de pele e mucosas foram mais frequentes em criancas. Embora ambos os grupos
tenham exibido uma tendéncia de normalizacdo dos parametros hematoldgicos e
bioquimicos, maior numero de criangcas retornaram mais cedo para os valores
normais. Entretanto, as diferencas nos parametros clinicos ou laboratoriais entre
esses grupos nao indicaram a necessidade de diferentes abordagens clinicas e
terapéuticas.

Portanto, a infeccdo ndo ocorre sempre com a manifestacdo clinica da
doenca. A taxa de incidéncia das infec¢des assintométicas em relacdo aos casos
clinicos é variavel, desde 1:2,6 no Suddo até 50:1 na Espanha. No Brasil a

proporcdo é de aproximadamente 18 casos de infeccbes para um de doenca
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(CHAPPUIS et al., 2007). Um estudo realizado com criangas encontrou 23% de
casos assintomaticos e verificou que o esfregaco e a cultura do aspirado de medula
0ssea geralmente sdo negativos para Leishmania na auséncia de sintomas classicos
de LV (BADARO et al., 1986). Em Aracatuba, interior de S&o Paulo, a distribuicéio
dos casos assintomaticos foi associada ao gradiente socioeconémico, de modo que
regibes mais pobres apresentavam maior nimero de casos (BARAO et al., 2007).
Porém, em Trés Lagoas (MS), onde a taxa de infeccOes assintomaticas relatada é
de 36,4% entre contactantes de casos sintométicos de LV, ndo foram observadas
diferencas quanto a renda, escolaridade, sexo ou idade (OLIVEIRA et al., 2008). Em
virtude desses achados, alerta-se para a possivel transmissao via transfusional uma
vez que doadores de sangue assintomaticos podem ser portadores das formas
amastigotas (LE FICHOUX et al., 1999; MPAKA et al., 2009; OTERO et al., 2000).

Segundo Gama et al. (2004), a razdo para a grande maioria dos individuos
que se infectam permanecerem assintomaticos, bem como os fatores que
determinam a gravidade das manifestacdes clinicas estdo relacionados a idade,
estado nutricional e caracteristicas imunogenéticas do individuo acometido. Barbosa
et al. (2010) encontraram mais de 50% de casos assintomaticos em uma regido do
Para e associaram a importante funcdo da resisténcia imune celular contra a
infeccédo, demonstrada pela IDR.

Essas informacdes podem contribuir no desenvolvimento de vacinas e
controle da doenca, pelo entendimento dos fatores que predispdem alguns
individuos a desenvolverem a doenca ou controlar a infeccdo (CHAPPUIS et al.,
2007).

O 6bito pode advir devido ao tratamento tardio ou auséncia de resposta aos
medicamentos, geralmente com complicacbes. A morte frequentemente ocorre a
partir de coinfec¢do bacteriana e/ou hemorragias e anemia grave (CHAPPUIS et al.,
2007), por vezes antes do inicio ou durante os primeiros dias de tratamento para a
leishmaniose (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; OLIVEIRA et al., 2010).

A letalidade pode ser superior a 10% tanto para adultos como para criangas
(ALVARENGA et al., 2010; QUEIROZ; ALVES; CORREIA, 2004). Porém, o 6bito é
mais frequente entre adultos com idade acima de 40 anos, possivelmente em
decorréncia de depressdo da resposta imunologica, comorbidades, infeccdes
bacterianas secundarias e toxicidade dos medicamentos anti-Leishmania

ocasionando pancreatite, insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica, alteracbes
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cardiacas e de consciéncia (OLIVEIRA et al., 2010). Werneck et al. (2003)
associaram o desfecho fatal a presenca de anemia, febre por mais de 60 dias,

diarréia e ictericia.

2.2.2 Aspectos laboratoriais

Diversas alteracfes bioguimicas e hematologicas tém sido relatadas na LV.
Embora tenham aplicacBes limitadas no diagndéstico da doenca, podem ser Uteis na
suspeita da parasitose e na avaliacdo prognéstica durante a sua evolucdo. As
alteracOes laboratoriais mais constantes da LV s&o a pancitopenia, a
hipergamaglobulinemia e a hipoalbuminemia. Entretanto, podem ser mais ou menos
acentuadas dependendo da fase de evolugédo da doenca (BRASIL, 2006a).

Dentre as alteracdes hematoldgicas geralmente descritas, a pancitopenia é
uma caracteristica marcante na LV. Trata-se de uma deficiéncia dos trés elementos
celulares do sangue (células vermelhas, células brancas e plaguetas) resultando em
anemia, leucopenia e trombocitopenia (CARTWRIGHT; CHUNG; CHANG, 1948;
RACHMILEWITZ; BRAUN; VRIES, 1947; RAI et al., 2008). A parasitose responde
por 10% dos casos de pancitopenia em criancas da india, sendo a terceira principal
causa (GUPTA et al., 2008).

As anemias sdo caracterizadas laboratorialmente por um decréscimo dos
niveis de hemoglobina (Hb) circulante em comparacdo com os valores esperados
em pessoas saudaveis do mesmo sexo e idade. Normalmente, estdo associadas
com uma reducao da capacidade de transporte de oxigénio, portanto, podem causar
sintomas resultantes de hipdxia tecidual como fadiga e dispnéia ao exercicio
(PRCHAL, 2006b).

Apesar dos fatores envolvidos na anemia nao estarem totalmente
esclarecidos, suas causas frequentemente séo atribuidas ao persistente estado
inflamatorio, hiperesplenismo (destruicdo periférica de eritrocitos no bago
aumentado), sangramento, diseritropoese, deficiéncia de ferro, mecanismos imunes
e alteracdo da permeabilidade da membrana eritrocitaria (CHAPPUIS et al., 2007,
KAGER; REES, 1986; MAHAJAN; MARWAHA, 2007). A anemia hemolitica imune
tem sido raramente relatada em pacientes com LV e, quando ocorre, apresenta teste
de Coombs positivo (como resultado de autoanticorpos provavelmente produzidos

pela ativacdo policlonal de linfécitos B), aumento de hemoglobina na urina e no
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plasma, esferocitose e anisocitose. Por isso, deve-se suspeitar de LV em pacientes
que apresentem febre prolongada, hepatoesplenomegalia, anemia e evidéncia de
hemolise (DOTIS et al., 2003; MAHAJAN; MARWAHA, 2007).

Pollack et al. (1988) usando técnicas de imunofluorescéncia e teste de
Coombs, demonstraram a presenca de anticorpos associados a membrana das
plaguetas, neutréfilos e eritrocitos. ApOs o tratamento anti-Leishmania com
estibogluconato de sodio, esses mesmos anticorpos ndo foram detectados e houve
restabelecimento dos niveis normais dessas células, sugerindo que a pancitopenia
era causada pela destruicdo rapida das células opsonizadas.

Cartwright, Chung e Chang (1948) também notaram semelhancas com as
alteracdes hematoldgicas de doencgas relacionadas a esplenomegalia, sugerindo que
a pancitopenia ndo é ocasionada pelo aumento de células reticuloendoteliais na
medula.

De acordo com a pesquisa de Kager e Rees (1986), os eritrocitos de
individuos com LV eram microciticos e hipocrémicos. Adicionalmente outros estudos
descrevem a presenca de anisocitose e poiquilocitose (RAI et al., 2008). Cancado e
Chiattone (2002), a partir dos resultados da dosagem de ferro sérico baixa com
normal a elevado nivel de ferritina, atribuiram esses achados a anemia de doenca
cronica.

A velocidade de hemossedimentacao (VHS) embora seja um exame bastante
inespecifico devido a grande variedade de condicbes que a influenciam
(COLLARES; VIDIGAL, 2004), encontra-se normalmente elevada nos pacientes com
LV (BRASIL, 2006a; RAI et al., 2008).

Nos pacientes com LV, a leucopenia tem sido descrita juntamente com
neutropenia e linfocitose relativa (CARTWRIGHT; CHUNG; CHANG, 1948; RAI et
al., 2008). A reducao de neutrdfilos se deve, provavelmente, a destruicdo que ocorre
no baco e no figado em menor proporcédo, ou ainda, a distribuicdo alterada na
margem do leito vascular (MUSUMECI et al., 1976). Os eosinofilos geralmente tém
um decréscimo no seu numero ou desaparecem completamente do sangue
periférico, enquanto os basofilos ocorrem em numero normal. Os linfécitos e os
monocitos estdo aumentados, principalmente em porcentagem, e os plasmacitos
sdo observados ocasionalmente (BRASIL, 2006a; CARTWRIGHT; CHUNG;
CHANG, 1948).
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A trombocitopenia ou plaguetopenia € relacionada como a principal causa das
tendéncias hemorragicas, sendo as mais comuns epistaxe e gengivorragia. A
presenca de hemorragia digestiva e ictericia deve alertar para maior gravidade do
caso (BRASIL, 2006a; RAI et al., 2008). A associacdo da coagulacao intravascular
disseminda as alteracbes da coagulacdo ndo estd clara, uma vez que ha
discordancia entre os relatos (AL-JURAYYAN et al., 1995; KAGER; REES, 1986).

Com a progressdo da doenca, as alteragbes hematologicas (anemia,
trombocitopenia e leucopenia com linfomonocitose e eosinopenia), assim como o
aumento de volume do bago, tornam-se mais graves e evidentes. Geralmente,
leucopenia aparece em primeiro lugar, seguida de anemia e finalmente,
trombocitopenia (CARTWRIGHT; CHUNG; CHANG, 1948).

Quanto ao retorno aos valores normais, segundo Kager e Rees (1986), apds
o tratamento, plaquetas e glébulos brancos voltaram aos niveis normais mais
rapidamente, enquanto o nivel de Hb levou mais tempo. Por outro lado, Cartwright,
Chung e Chang (1948) relataram aumento do numero de plaquetas no sangue
periférico tardiamente, depois de ter havido um aumento significativo na
hemoglobina e leucdcitos.

Na leishmaniose visceral canina (LVC), a densidade parasitaria ha medula
Ossea tem sido relacionada com alteracdes fenotipicas relatadas para leucocitos no
sangue periférico e apontadas como caracteristicas do quadro clinico. Anemia e
leucopenia acentuadas sdo marcas de disfuncdo hematoldgica associada com alta
densidade parasitaria da medula 6ssea (REIS et al., 2006b). Em estudos realizados
com cades naturalmente infectados, tém sido descritos marcadores de disfungéo
hematolégica como anemia, eosinopenia, linfopenia e monocitopenia, normalmente
associados a animais sintomaticos ou com alta densidade parasitaria no baco,
enquanto o alto parasitismo cutdaneo demonstra reducdo apenas na hemoglobina
(GUERRA et al., 2009; REIS et al.,, 2006a). Por outro lado, um aumento na
frequéncia de células T CD8+ foi associado a baixo parasitismo esplénico (GUERRA
et al., 2009).

Quanto as alteragbes bioquimicas observadas na LV, a disproteinemia
provocada pela exacerbada resposta imune humoral apés a infeccdo, € uma
caracteristica marcante. Um incremento na producdo de citocinas durante a
progressdo da infec¢do estimula a ativacao policlonal de linfocitos B resultando na

producdo de grande quantidade de imunoglobulinas, principalmente IgG e IgM
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contra proteinas ndo especificas e haptenos. O desequilibrio protéico é explicado
pelo aumento das proteinas séricas totais, hiperglobulinemia devido ao aumento
significativo da fracdo gamaglobulina (hipergamaglobulinemia), hipoalbuminemia e
consequentemente, inversdo da relacdo albumina/globulina (A/G) (DENNIS et
al.,1986; GOTO; LINDOSO, 2004).

Outras provas bioquimicas podem estar alteradas e serem sugestivas de
internacdo, como creatinina sérica (acima de duas vezes o maior valor de
referéncia), atividade de protrombina (inferior a 70%), bilirrubina (acima do maior
valor de referéncia), enzimas hepaticas (acima de cinco vezes o maior valor de
referéncia) e albumina (inferior a 2,5 g/dL) (BRASIL, 2006b). Albumina sérica e
tempo de protrombina podem mostrar uma associa¢cdo com a evolucdo da doenca
no que se refere ao tempo de duracdo e gravidade, e ndo com 0 numero de
parasitas (MEDEIROS et al., 2007).

2.2.3 Aspectos imunoldgicos

Os fagocitos sdo células que participam da imunidade inata ou natural,
responsaveis pela primeira linha de defesa do organismo contra infeccdes,
eliminando os patdgenos através de um mecanismo efetor denominado fagocitose
(PUKA et al., 2005). As células fagociticas incluem mononucleares e granuldcitos
polimorfonucleares (PMN). O termo PMN refere-se aos neutrdfilos, eosindéfilos e
basofilos, que por apresentarem grande quantidade de granulos citoplasmaticos sao
também denominados de granulécitos. S&o diferenciados conforme o
comportamento desses granulos diante dos corantes utilizados na preparagdo para
microscopia. A linhagem fagocitica mononuclear (mondcitos, macrofagos e células
dendriticas) constitui o grupo mais importante de ceélulas fagocitarias de longa vida,
com funcado de neutralizacdo, englobamento e destruicdo de particulas, incluindo os
agentes infecciosos, bem como de iniciagcdo e coordenacdo de outras fases da
resposta imunoldgica (PUKA et al., 2005; SOONG, 2008).

As espécies de Leishmania sdo parasitas intracelulares obrigatorios. Pelo fato
do parasita ndo realizar penetracdo ativa e ser internalizado pela capacidade
fagocitaria das células do hospedeiro, o processo de fagocitose ndo se restringe aos
fagdcitos profissionais (neutréfilos, mondcitos e macréfagos). Portanto, os relatos de

sua presenca em outros tipos celulares, de linhagem n&o monocitica ou
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macrofagica, ndo devem ser inusitados. Embora essas células ndo permitam o
crescimento dos parasitas, tém menor capacidade de destruicdo quando
comparadas aos macrofagos, garantindo in vivo uma estratégia de sobrevivéncia
para um pequeno numero deles (RITTIG; BOGDAN, 2000).

Apo6s a infeccdo, as primeiras interagBes ocorrem entre PMN e algumas
subpopulacdes de células dendriticas (DC) com a forma promastigota da
Leishmania. As células presentes e citocinas produzidas no local, bem como as
interacbes posteriores a migracdo das DC para os linfonodos de drenagem,
determinardo o perfil de resposta imunoldgica ao agente e o prognéstico da infec¢éo
(SOONG, 2008). A intensidade e o perfil de ativacdo dessas células dependem da
espécie/cepa de Leishmania, fase de maturacdo e subpopulacdo de DC envolvida,
opsonizacao e estimulos exdégenos (PRINA et al., 2004; SOONG, 2008).

Depois de fagocitadas, as leishméanias contam com complexas estratégias de
sobrevivéncia intramacrofagica, entre elas a localizacdo intracitoplasmatica e a
inibicdo da fusdo dos lisossomos ao vacuolo parasitéforo, em virtude de
lipofosfoglicano (LPG) presente na superficie das promastigotas (ALEXANDER,;
SATOSKAR; RUSSELL, 1999; BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1999; DESJARDINS,
1997).

Apés a modificacdo em amastigotas, o parasita torna-se apto a sobreviver e
se multiplicar no interior do vacuolo parasitéforo, resistindo a acidez e a digestao
enzimatica (ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999; BERMAN; DWYER,;
WYLER, 1979; BURCHMORE; BARRETT, 2001). Posteriormente, € capaz de alterar
a responsividade das ceélulas fagociticas, diminuir a capacidade de apresentacao
para as células T CD4+ naive, alterar a producéo de citocinas, inibir a producéo de
superoxido e 6xido nitrico, reduzir a fosforilagdo e/ou acelerar a degradagédo das
moléculas chave na sinalizacdo celular devido a presenca de proteinases e
oligopeptidases do parasita. Essas intervencdes feitas pela Leishmania promovem
uma inadequada ativagdo da resposta imunoldgica (ALEXANDER; SATOSKAR;
RUSSELL, 1999; BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1999; KIMA, 2007; SOONG, 2008).

Dabiri et al. (1998) ao avaliarem pacientes com leishmaniose cutanea
demonstraram relacdo inversa ente o numero de parasitas e a presenca de
componentes de resposta celular do hospedeiro. Dessa maneira, numerosos
neutrofilos, linfécitos e macrofagos tipo | (mondcitos inativados) correspondiam a

presenca de um pequeno numero de amastigotas, enquanto que elevada quantidade
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de macrofagos tipo 1l ou Il (macrofagos ativados ou epitelidides, respectivamente)
associava-se com numerosas amastigostas. Estas observacbes apoiam a
importancia da imunidade mediada por células na reacdo do hospedeiro ao
parasitismo e sugerem ainda que a imunidade celular seja o principal componente
do fenbmeno de erradicagédo na leishmaniose.

A depressdo da imunidade celular € manifestada por reagcdo de
hipersensibilidade tardia negativa na pele e auséncia de resposta proliferativa in vitro
(BARBOSA et al.,, 2010; CARVALHO; TEIXEIRA; JOHNSON Jr, 1981). Por essa
razdo, a IDR é negativa durante a progressdo da doenca, positivando somente apos
a cura clinica, entre seis meses a trés anos apés o término do tratamento, nao
sendo utilizada no diagnostico da LV (BRASIL, 2006a). No entanto, estudos recentes
no norte do pais, tém correlacionado os perfis clinicoimunoldgicos da infeccdo com
0os resultados simultdneos da IFI e da IDR em pacientes de area endémica,
sugerindo o uso combinado desses dois métodos no diagnéstico da LV (BARBOSA
et al., 2010).

Em infeccbes humanas ou experimentais, a imunidade protetora na LV é
predominantemente mediada por linfécitos T. O mecanismo de resisténcia envolve
células T CD4+ e CD8+, interleucina-2 (IL-2), interferon-y (IFN-y) e IL-12, esta Ultima
em um mecanismo independente de IFN-y e ligada a produgdo do fator
transformador de crescimento B (TGF-B), portanto, um perfil Thl da resposta
imunoldgica. Por outro lado, a susceptibilidade, correspondente ao perfil Th2,
envolve IL-10 e as células B (GOTO; LINDOSO, 2004), enquanto a participacao de
IL-4 ndo é clara (ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999; SACKS; NOBEN-
TRAUTH, 2002).

Estudos com cées naturalmente infectados por L. chagasi relatam as relacdes
entre os complexos eventos de imunidade celular, correlacionando os principais
marcadores fenotipicos do sangue periférico com estado clinico e densidade
parasitaria esplénica e medular. Menor frequéncia de mondécitos, células B e T
circulantes sao importantes indicadores de LVC grave e alto parasitismo, enquanto
aumento dos niveis de linfécitos T CD8+ parece ser a principal caracteristica
fenotipica em casos assintomaticos e/ou de baixo parasitismo. Sugere-se que essa
subpopulacdo desempenha importante papel no desenvolvimento da resposta

efetiva contra Leishmania sp., possivelmente através de mecanismos citotoxicos.
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Outros estudos correlacionam o nivel de células T CD8+ ndo s6 com a protecdo
durante infeccdo por L. infantum/L. chagasi, mas também com a resposta
imunogénica apés administracdo de vacina (GUERRA et al.,, 2009; REIS et al.,
2006b).

2.2.4 Diagnoéstico

O amplo espectro clinico da LV e a semelhanca com outras condicdes
patologicas impdem a necessidade de testes diagndsticos para a confirmacdo da
suspeita clinica (SINGH; SIVAKUMAR, 2003). Tais testes devem ser altamente
sensiveis (acima de 95%) uma vez que a parasitose pode ser fatal, mas também
altamente especificos devido a toxicidade dos medicamentos atualmente em uso
para o seu tratamento. Além disso, os mesmos devem ser simples e acessiveis.
Considera-se ainda, que um teste ideal deve distinguir entre infec¢cdo assintomatica
e doenca aguda, pois ndo ha medicamentos suficientemente seguros para tratar os
casos assintomaticos (CHAPPUIS et al., 2007).

Em é&reas endémicas afastadas dos grandes centros, onde h& caréncia de
profissionais para a realizacdo do diagnéstico da LV, muitas vezes sdo aplicados
apenas critérios basicos como caracteristicas clinicas e aspectos epidemiol6gicos
(DESJEUX, 2004; DOURADO et al., 2007; GONTIJO; MELO, 2004).

Certamente, os achados clinicos e laboratoriais, mesmo nos casos
oligossintomaticos, devem sempre ser associados a epidemiologia, especialmente
se 0s pacientes apresentarem febre e esplenomegalia. Porém, o diagnostico
definitivo é tradicionalmente obtido pela confirmacdo da presenca do parasita em
material biolégico do paciente ou por métodos imunoldgicos (GONTIJO; MELO,
2004; PASTORINO et al., 2002; SINGH; SIVAKUMAR, 2003; SUNDAR; RAI, 2002).

Resultados de exames laboratoriais independentes da presenca de
Leishmania, tais como, pancitopenia e hipergamaglobulinemia policlonal em
pacientes na Africa Oriental e Asia, em funcdo da simplicidade e baixo custo, s&o
comumente relacionados ao diagnostico da parasitose quando da suspeita clinica.
No entanto, devido a baixa sensibilidade e especificidade desses testes para a LV,
ndo devem ser considerados determinantes no diagnéstico (CHAPPUIS et al., 2007;
ORGANIZAQAO PAN-AMERICANA DE SAUDE — OPAS, 1996).
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A deteccdo das formas amastigotas do parasita pela observacao
microscépica de aspirados de linfonodos, medula éssea ou bago € o método
confirmatorio classico para a LV, utilizado desde 1930 (DOURADO et al., 2007).
Embora a especificidade seja alta, a sensibilidade € variavel, sendo maior para o
baco (93-99%) do que para aspirados de medula éssea (53-86%) ou linfonodos (53-
65%). O parasita pode também ser demonstrado utilizando-se o “buffy coat” do
sangue periférico de pacientes coinfectados pelo HIV (DESJEUX, 1999; SUNDAR,
2003). Entre as desvantagens da pesquisa do parasita estd a necessidade de
procedimentos invasivos para obtencdo do material de baco e medula 6ssea
(SUNDAR; RAI, 2002).

A aspiracdo esplénica pode ser complicada por hemorragias que ameacam a
vida em aproximadamente 0,1% dos individuos, exigindo um especialista na técnica,
instalagbes para ficar sob observacdo e é contraindicada em casos de anemia
grave, gestacdo e quando ha tendéncia a hemorragias (CHAPPUIS et al., 2007;
DESJEUX, 2004; SUNDAR; RAI, 2002).

Nos aspirados medulares o sucesso no encontro das formas amastigotas &
diretamente proporcional a qualidade do material, experiéncia do observador e ao
namero de campos observados. Em situacfes ideais a sensibilidade do aspirado de
medula 6ssea pode ser superior a 95%, para tanto € necessario que a lamina seja
exaustivamente examinada antes de ser considerada negativa (DA SILVA,
STEWART; COSTA, 2005). A precisdo do exame microscépico pode ainda ser
influenciada pela qualidade dos reagentes usados (CHAPPUIS et al., 2007).

A observacéo de formas promastigotas em meios de cultura especificos apds
a inoculacdo da amostra biolégica também constitui um diagnostico de certeza.
Embora na pratica clinica o uso do isolamento in vitro ndo seja a técnica mais
adequada para o diagnéstico, em virtude do periodo (dias a semanas) por vezes
necessario para a positivacdo, continua sendo o método de referéncia para
isolamento e posterior identificacdo especifica do parasita (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE, 1996; PIARROUX et al., 1994; SUNDAR; RAI, 2002). A
hemocultura, realizada a partir de sangue periférico, embora seja uma ferramenta
valida, minimamente invasiva e de facil execucdo, tem as desvantagens de ser
demorada (até um més) e dificultada em casos de baixa parasitemia (DEREURE et
al., 1998; HIDE et al., 2007). No Peru, estudos com lesbes cutaneas tém relatado

sucesso com a utilizagdo de um novo método de cultura (microcultura) somente com
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meio liquido em tubos capilares, sendo mais sensivel e econémico do que as
tradicionais técnicas de cultivo das espécies de Leishmania (BOGGILD et al., 2007).

As técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase
(Polymerase chain reaction — PCR), sdo mais sensiveis do que 0s outros métodos
convencionais para a deteccdo dos parasitas no sangue ou 6rgaos. Porém,
permanecem restritas aos hospitais de referéncia e centros de pesquisas, nao sendo
frequentemente empregadas na rotina (CHAPPUIS et al., 2007; DOURADO et al.,
2007; FRAGA et al., 2010; SUNDAR; RAI, 2002; VAN DER MEIDE et al., 2008).
Esses métodos permitem também a quantificacdo dos parasitas, podem ser
aplicados em estudos de avaliacdo do tratamento, estudos epidemiolégicos,
elaboracdo de vacinas (VAN DER MEIDE et al.,, 2008) ou utilizados para rapida
identificacdo especifica do parasita (ANTINORI et al., 2007).

Embora haja discordancia entre alguns estudos quanto a sensibilidade da
PCR no sangue periférico e na medula 0ssea, a deteccdo de Leishmania no sangue
periférico tem sido pelo menos equivalente a pesquisa na amostra medular de
individuos imunocompetentes ou imunossuprimidos (ANTINORI et al., 2007) e de
criangas (FRAGA et al., 2010). Por outro lado, um estudo realizado com criangas
para a deteccdo de L. infantum baseada na sequéncia de kDNA, concluiu que as
amostras de sangue periférico somente foram positivas quando o titulo de anticorpos
anti-Leishmania era alto (superior a 5000). Desse modo, sugeriu-se o material
medular como sendo o ideal para o diagnéstico por PCR durante o periodo de
infeccao (FAYZI et al., 2008).

A deteccdo de Leishmania por imunohistoquimica em tecidos previamente
fixados em formalina e embebidos em parafina, também tem sido descrita e
apresenta bons resultados, com facil identificagdo de amastigotas no interior de
macrofagos de diversos orgaos, alta sensibilidade e especificidade, principalmente
em locais com baixo parasitismo (LIVNI et al., 1983; TAFURI et al., 2004).

Varios testes que detectam anticorpos anti-Leishmania estédo disponiveis, mas
todos tém duas grandes limitagces. Primeiro, embora os niveis séricos de anticorpos
reduzam apos o tratamento bem sucedido, eles permanecem detectaveis por varios
anos apos a cura. Portanto, recidiva de LV ndo pode ser diagnosticada por
sorologia, uma vez que ndo tem o poder de distinguir entre infeccdo ativa ou
passada e, consequentemente, ndo tem valor no acompanhamento da resposta
parasitologica a terapéutica especifica (CHAPPUIS et al., 2007; PIARROUX et al.,
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1994; SUNDAR; RAI, 2002). Segundo, uma proporcdo significativa de individuos
saudaveis mora em areas endémicas e ndo possui histérico de LV doencga, embora
0S mesmos sejam positivos para anticorpos anti-Leishmania devido as infec¢des
assintomaticas. A soroprevaléncia em populacdes saudaveis varia de menos de
10% em areas de baixa ou moderada endemicidade, até maior que 30% em focos
de alta transmissdo ou entre os contatos (OLIVEIRA et al.,, 2008). Assim, testes
baseados em anticorpos sempre devem ser usados em associacdo com critério
clinico padronizado para definir o diagnéstico de LV (CHAPPUIS et al., 2007) e,
especialmente em &reas endémicas, deve-se considerar outros diagndsticos usuais
mesmo na presenca de sorologia reagente (GAMA et al., 2004). Além disso, esses
testes tém reduzida sensibilidade em pacientes imunocomprometidos (PIARROUX et
al., 1994; SUNDAR; RAI, 2002).

Testes sorolégicos baseados na deteccdo de anticorpos por
imunofluorescéncia indireta (IFI ou RIFI), ensaios imunoenzimaticos (ELISA) ou
Western blott ttm demonstrado alta precisdo no diagnostico em muitos estudos, mas
sdo pouco adaptados aos trabalhos de campo (CHAPPUIS et al., 2007; DESJEUX,
2004). A IFl, empregada a partir dos anos 60, utiliza formas promastigotas do
parasita que a limitam em termos de especificidade e reprodutibilidade (DOURADO
et al.,, 2007). Nos anos 70, a técnicas imunoenzimaticas com antigenos crus ou
purificados, comecaram a ser utilizadas e mostraram melhores sensibilidade e
especificidade no diagndéstico, com o uso de glicoproteinas de membrana gp 63, gp
70, gp 72 e rK39, especificas do género Leishmania (ASSIS et al., 2008; DOURADO
et al., 2007).

Para uso no campo, dois testes soroldgicos tém sido desenvolvidos e
validados: teste de aglutinacdo direta (DAT) e o teste imunocromatografico (ICT)
baseado no antigeno rK39 (BOELAERT et al., 2004). O DAT € um teste
semiquantitativo que utiliza placas de microtitulos nas quais diluicbes seriadas do
soro ou sangue dos pacientes sdo adicionadas a promastigotas mortas de L.
donovani. Se os anticorpos especificos estao presentes, a aglutinacéo é visivel apés
18 horas a olho nu. Esse teste tem sido extensivamente validado em muitas areas
endémicas. Em metandlise de 30 estudos, foram demonstradas sensibilidade e
especificidade estimadas de 94,8% e 85,9%, respectivamente (BOELAERT et al.,
2004; CHAPPUIS et al., 2006).
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O teste rapido (ICT) para anticorpo anti-L. donovani marcado com o antigeno
rkK39, proposto a partir dos anos 90, apresentou limitagdes, pois ndo detectava
infeccdo em animais com titulos de IFI de 1:40 a 1:320. Atualmente, novos testes
rapidos para deteccao de Leishmania sp. (TRL), também marcados com o antigeno
rk39, estdo sendo testados, inclusive no Brasil (ASSIS et al., 2008; DOURADO et
al., 2007). Sua validade tem sido bastante discutida, pois enquanto alguns estudos
relatam altas sensibilidade (94-96%) e especificidade (95-99,7%) (ASSIS et al.,
2008; BOELAERT et al., 2004; CHAPPUIS et al., 2006), em outros a sensibilidade
nao passa de 70% (ZIJLSTRA et al., 2001). Portanto, embora oferecam vantagens
como 0 uso na area de campo, resultados em curto espaco de tempo e baixo custo
operacional (BOELAERT et al., 2004; DOURADO et al., 2007; SUNDAR et al.,
2007), devem ser usados com cautela.

Outras opc¢des sdo os testes para a deteccdo de antigenos que, teoricamente,
devem ser mais especificos do que aqueles que detectam anticorpos, pois evitam
reacdo cruzada e podem distinguir infeccdes ativas de infeccdes passadas. Um
exemplo é o teste de aglutinacdo em latex termicamente estavel, que usa amostra
de urina de pacientes com LV. Tem mostrado resultados iniciais promissores,
especificidade de 100% e sensibilidade entre 68 e 100% (SUNDAR et al., 2005;
SUNDAR; RAI, 2002). Estudos na Africa Oriental e subcontinente Indiano mostraram
boa especificidade, mas apenas baixa a moderada (48-87%) sensibilidade,
correlacionando-se bem com cura em alta proporcdo (97-100%) dos pacientes
durante o tratamento. Excluida sua baixa sensibilidade, ha outras limitagdes: a urina
deve ser fervida para evitar reacOes falso-positivas, os reagentes devem ser
mantidos refrigerados e a dificuldade na distingdo entre resultados fracamente
positivos de negativos, que afetam a reprodutibilidade do teste. Trabalhos para
melhorar o desempenho deste teste estdo em andamento (CHAPPUIS et al., 2007;
SUNDAR et al., 2005).

Mesmo sabendo-se que os doentes com LV podem n&o apresentar todas as
manifestagcdes clinicas da doencga, a auséncia de esplenomegalia sempre dificulta o
diagnéstico, acarretando demora para inicio do tratamento e pior prognéstico. Assim,
o diagndstico precoce € imprescindivel para a instituicdo de terapia especifica a fim
de aumentar as chances de recuperacao dos pacientes (PEDROSA; ROCHA, 2004).

Obviamente, a confirmacao positiva do teste parasitolégico é o melhor método

recomendado, porém a sorologia tem sido util para triagem quando ha dificuldade na
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pesquisa das formas amastigotas de Leishmania (DOURADO et al., 2007). Além
disso, a somatéria de dois métodos diagndsticos tem mostrado bons resultados.
Pastorino et al. (2002) relataram 85,7% de positividade utilizando mielograma e/ou
mielocultura, enquanto Brustoloni et al. (2007) diagnosticaram aproximadamente
100% dos casos associando o mielograma a sorologia por IFI.

Em razdo das dificuldades encontradas no diagnéstico da LV em areas
endémicas, € urgente o emprego de técnicas simples, de baixo custo, facil execucéo
e que apresentem elevada sensibilidade e especificidade (DESJEUX, 2004;
DOURADO et al., 2007), possibilitando a realizacdo em unidades de atencéo basica
de salde com consequente reducdo da morbidade e da mortalidade.

2.2.5 Tratamento

Varias doencas infecciosas que acometem principalmente os paises em
desenvolvimento sdo consideradas negligenciadas por diversos aspectos, em
especial pela falta de auxilio na investigacdo de novos medicamentos para o
tratamento (DESJEUX, 2004).

O tratamento da LV requer um medicamento especifico anti-Leishmania e
gerenciamento rigoroso de qualquer infeccdo concomitante bacteriana ou
parasitaria, anemia, hipovolemia e desnutricdo. Os antimoniais tém sido a primeira
linha no tratamento da LV em vérias regides por mais de 70 anos (DESJEUX, 2004;
SHARMA et al.,, 2008). Entre as desvantagens desses medicamentos estdo o0s
longos periodos de tratamento, a administragdo sistémica e o custo. Formas
genéricas estdo disponiveis e parecem ser equivalentes aos produtos de marca
(DESJEUX, 2004).

Os antimoniais sdo medicamentos frequentemente toxicos com efeitos
adversos que podem levar ao 6bito. Podem acarretar disturbios cardiovasculares
(arritmia cardiaca), pancreatite aguda, alteracdes hepaticas e renais, além de
artralgia, mialgia, dores abdominais e cefaléia (CHAPPUIS et al., 2007; RATH et al.,
2003; SHARMA et al., 2008). Merecem atencao especial os pacientes com idade
inferior a dois anos ou com 45 anos ou mais, com sinais de avanco da doenca e/ou
desnutricdo grave, sob o risco de associar esses inconvenientes terapéuticos com

as complicacdes inerentes a parasitose (CHAPPUIS et al., 2007).
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Atualmente, duas apresentacbes dos antimoniais estdo disponiveis,
estibogluconato de sodio e antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime®), sendo
essa Ultima utilizada no Brasil (BRASIL, 2006a; MURRAY, 2001). Estudos
comparativos tém mostrado que, embora apresente a mesma eficacia, o
estibogluconato de sodio € mais toxico (BRASIL, 2006a; DEPS et al., 2000). Porém,
pouco se sabe sobre a peculiar toxicidade eritroide aguda causada por essa
apresentacdo, que pode ser responsavel pela queda progressiva e dréstica dos
niveis de hemoglobina nos pacientes em tratamento com antimoniato. Esses
pacientes, apos cinco dias de tratamento apresentam o aspirado de medula 6ssea
com hiperplasia eritréide e precursores apresentando cariorrexis (SHARMA et al.,
2008).

Quando hé& contraindicacdes ou faléncia da terapia com os antimoniais, a
segunda linha de tratamento baseia-se no uso de anfotericina B nas suas
formulacbes de desoxicolato ou lipossomal (DESJEUX, 2004; OSTROSKY-
ZEICHNER et al., 2003). A anfotericina B € um antifiingico indicado como primeira
escolha para tratamento de LV em pacientes gestantes ou com outros sinais de
gravidade tais como: menores de seis meses ou acima de 65 anos, desnutricdo
grave, comorbidades, infeccbes bacterianas, fenbmenos hemorragicos, edema
generalizado e sinais de toxemia (BRASIL, 2006b). Mesmo apresentando muitos
efeitos colaterais como alteracdes cardiacas, hipocalemia, insuficiéncia renal,
alteracdes pulmonares, hemdlise e toxicidade medular com consequente anemia, a
formulagé&o lipossomal € pouco absorvida pelos rins e tem se mostrado menos toxica
do que a convencional (BRASIL, 2006a; GRADONI; GRAMICCIA; SCALONE, 2003;
OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003; RATH et al., 2003). No Brasil, pelo Sistema
Unico de Saude (SUS) é dispensada a individuos que n&o tiveram sucesso com o
desoxicolato, transplantados renais ou renais cronicos (BRASIL, 2006a).

Outros medicamentos sdo empregados tais como pentamidina, paromomicina
e miltefosine. Porém, apresentam elevada toxicidade e ainda necessitam de estudos
para serem melhor avaliados. Entre os efeitos colaterais da pentamidina estédo
hipoglicemia, hipotensédo, alteracbes cardioldgicas, nefrotoxicidade e até mesmo o
Obito (GRADONI; GRAMICCIA; SCALONE, 2003; RATH et al., 2003).
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2.3 Medula 6ssea

2.3.1 Medula 6ssea normal

A medula localiza-se na cavidade dos ossos (0sso trabecular), onde uma
malha de delicadas placas 6sseas e vasos ddo suporte ao tecido hematopoético e
seu estroma. Os espacos de tamanho e forma variados que se situam entre as
trabéculas adjacentes compreendem as unidades estruturais béasicas da
hematopoese sendo, portanto, o principal local de producédo de células sanguineas
em humanos (ABBOUD; LICHTMAN, 2006; WILKINS, 1992).

A arquitetura trabecular e vascular do osso medular sédo proprias de modo a
fornecer a estrutura basica, nutricdo e sistema de remocdo de residuos pela
hematopoese. O estroma consiste de um mistura heterogénea de adipdcitos,
fibroblastos e células como macréfagos e células-tronco hematopoéticas, juntamente
com uma complexa matriz extracelular de reticulina, proteinas de ligagéo, incluindo
fibronectina e proteoglicanos (ABBOUD; LICHTMAN, 2006; WILKINS, 1992).

O sistema microvascular frequentemente é composto por uma arteriola que
continua numa rede de sinusoides dilatada ou poligonal. Os capilares observados
usualmente sdo shunting de uma arteriola para sinusoide que continua em vénula
pos-sinusoidal (McCLUGAGE; McCUSKEY Jr; MEINEKE, 1971).

A hematopoese ocorre nos espacgos extravasculares entre os sinusoides da
medula e € controlada por um complexo de citocinas estimulatdrias e inibitorias, pelo
contato célula-célula e o efeito dos componentes do estroma medular sobre as
células proximas (ABBOUD; LICHTMAN, 2006; BURKHARDT; FRISCH; BARTL,
1982; WILKINS, 1992). O microambiente medular pode ser influenciado com
consequente modificacdo da fisiologia da célula-tronco e de células progenitoras.
Tem-se observado a matriz extracelular e as células estromais da medula 0ssea
promovendo modificagbes na modulacdo da atividade do fator estimulante de
colénia de granulécitos e macréfagos (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating
Factor — GM-CSF), nos processos de interagédo celular e, portanto, de sinalizagéo,
interferindo na capacidade de autorrenovacao, de proliferacao e de diferenciacéo da
célula-tronco hemopoética (VITURI et al., 2008). E relatada a interdependéncia entre

as células do parénquima medular e as células endoteliais da rede vascular na
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modulacdo do processo de diferenciacdo das células progenitoras (KOPP et al.,
2005).

Numa visdo tridimensional (reconstrucdo assistida por computador),
megacariocitos e precursores eritroides estdo associados a parede dos sinusoides;
precursores de granulOcitos junto as trabéculas e arteriolas centrais; enquanto
granulécitos maturos localizam-se nos espacos intertrabeculares (ABBOUD;
LICHTMAN, 2006; BURKHARDT; FRISCH; BARTL, 1982; WILKINS, 1992). Células
eritropoéticas localizadas principalmente ao redor dos sinuséides formam uma
continua rede ou corddo. Assim, a estrutura unitédria da medula tem sido definida
como um corddo hematopoético com uma arteriola central rodeada por sinusoides
(ABBOUD; LICHTMAN, 2006).

Neste ambiente Unico ocorre a diferenciacdo das stem cells, ou células-
tronco, nas linhagens de células sanguineas. Células maduras sédo produzidas e
liberadas para manter os niveis normais no sangue. O sistema também responde ao
aumento na demanda por células adicionais como consequéncia de perda de
sangue, hemodlise, inflamacado, citopenias imunes e outras causas (ABBOUD;
LICHTMAN, 2006; WILKINS, 1992).

O tecido hematopoético (medula vermelha) regride apds o nascimento até a
adolescéncia, quando se concentra na parte inferior do cranio, vértebras, pelve,
gradil toracico, ombro, esterno e nas partes proximais dos ossos longos (fémur e
umero). As células adiposas substituem as células hematopoéticas nos ossos das
mMaos, pes, pernas e bragos constituindo a medula amarela. O tecido gorduroso
ocupa aproximadamente 50% do espaco da medula vermelha no adulto. Em
individuos mais velhos, pode ocorrer uma transformagdo do tecido adiposo em
material mucoide gelatinoso denominado medula branca. A medula amarela pode
ser revertida e tornar-se hematopoeticamente ativa se houver uma demanda
prolongada, bem como em casos de anemia hemolitica cronica. Entdo, a
hematopoese pode ser expandida pelo aumento do volume da medula vermelha
(ABBOUD; LICHTMAN, 2006; HUTCHISON; DAVEY, 1999).

No processo de hematopoese grande quantidade de proteinas e demais
nutrientes sdo requeridos, por isso em casos de desnutricdo protéico-energética

(DPE) é comum o encontro de alteragdes hematologicas (SOBRINHO et al., 1979).
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2.3.2 Hematopoese

As células do sangue (eritrocitos, neutrofilos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos,
monaocitos e plaquetas) sdo constantemente removidas e para manter a homeostase
cada sistema deve ser capaz de se renovar. A renovagdo e proliferacdo celular
ocorrem por divisdo celular e maturacdo. Esse sistema de renovacdo contém
células-tronco hematopoéticas (stem cells), que podem ser definidas como células
capazes de originar células filhas com aparéncia e potencial idénticos a célula méae
(autorrenovacdo), bem como serem capazes de diferenciagdo celular
(BONDURANT; KOURY, 1999; HUTCHISON; DAVEY, 1999). As células-tronco
hematopoéticas mais primitivas s8o caracterizadas por expressarem 0 seguinte
fendtipo: CD34+/CD45-/CD38-/Rh-123 de baixa retencdo (CARVALHO et al., 2009).

A producdo de células sanguineas (hematopoese) inicia-se no primeiro més
de vida pré-natal, ainda na fase embrionéaria, quando surgem as primeiras células no
saco vitelino. H4 o predominio de eritroblastos primitivos, que sdo grandes e
megaloblasticos (HUTCHISON; DAVEY, 1999). As stem cells embrionarias migram
para o figado, baco, medula 6ssea e timo, que passam a constituir os 6rgaos
hematopoéticos.

A partir da sexta semana ja é detectada a hematopoese hepética. Porém, a
partir da segunda metade da vida fetal, a medula éssea torna-se cada vez mais
importante na producao das células sanguineas, enquanto o papel do figado diminui.
Logo apos o0 nascimento, as células-tronco hematopoéticas e as células progenitoras
comprometidas sdo mantidas na medula, que passa a ser o principal 6rgao
hematopoético em condi¢cdes normais (HUTCHISON; DAVEY, 1999). As células
progenitoras comprometidas sofrem influéncia de diversos fatores e citocinas, de
modo que aquelas comprometidas com a linhagem linfoide d&o origem aos
precursores de linfécitos e células natural killer (NK), enquanto as progenitoras
mieloides originam as unidades formadoras de colénias (colony-forming unit — CFU)
com os precursores de eritrécitos e megacariocitos; e granuldcitos e macréfagos
(KAUSHANSKY, 2006).

O termo eritropoese refere-se a producao de células vermelhas do sangue, 0s
eritrocitos. E um processo altamente regulado por fatores de transcricdo e citocinas,
principalmente pela eritropoetina, que influencia o comprometimento, proliferacao,

apoptose, diferenciacdo e o numero de divisbes desde as células progenitoras
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jovens até os eritroblastos tardios. A producdo é alterada de acordo com a
oxigenagao tecidual, envolvendo um mecanismo sincronizado entre a resposta
celular, metabolismo de ferro e hemoglobina, entre outros, assegurando a producao
de células vermelhas para satisfazer as necessidades corporeas. Quando uma
célula precursora multipotente € comprometida com essa linhagem, sofre sucessivas
divisbes e alteragbes morfologicas até serem reconhecidos os eritroblastos,
precursores eritroides (PRCHAL, 2006a).

Por outro lado, a granulopoese refere-se a producdo dos granuldcitos, células
brancas do sangue, e ocorre de forma semelhante para os neutrofilos, eosindfilos e
basofilos. Neste caso, a producdo medular sofre acdo principalmente de trés
citocinas: IL-3, GM-CSF e fator estimulante de col6nia de granulécitos (Granulocyte
Colony Stimulating Factor — G-CSF). Um dos fatores que pode acelerar esse
processo é a presenca de inflamacao (SMITH, 2006). O mieloblasto é a célula mais
imatura comprometida com a granulopoese e é idéntico morfologicamente para os
trés tipos de granulécitos. Segue-se uma sequéncia de maturacdo até a formacéo
final de granulécitos com seus granulos especificos e segmentacao nuclear, por isso
também denominados de polimorfonucleares (PMN) (BONDURANT; KOURY, 1999).

As principais caracteristicas morfolégicas dos tipos celulares presentes na
medula 6ssea normal (ALVES, 2009; HAYHOE; FLEMANS, 1989; HOFFBRAND;
PETTIT, 1991; LOFFLER; RASTETTER, 2002; RYAN; FELGAR, 2006) séao

brevemente descritas abaixo:

Série eritrocitica

As formas mais jovens sdo denominadas de eritroblastos ou normoblastos.
Durante a diferenciacdo, o nucleo progressivamente se torna menor e a cromatina
nuclear mais condensada, bem como a ocorréncia de um decréscimo na capacidade
proliferativa. O citoplasma gradualmente perde a cor azulada, dada pelo acido
ribonucleico (RNA), que é substituido pela coloragéo résea da hemoglobina e ocorre

a perda do nucleo.

Proeritroblasto: célula grande com cerca de 15 a 20 um, nucleo ocupa quase toda a
célula. Cromatina esta presente com um padréo fino reticular ou pontilhado, porém é

mais densamente corada do que a cromatina do mieloblasto. Nucléolos estao
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presentes e normalmente azulados. Citoplasma tipicamente mais basofilico do que

no mieloblasto.

Eritroblasto basdfilo: menor do que a anterior e o nucleo ocupa menos espaco da
célula. O padrdo da cromatina € pontilhado e massas pequenas condensadas da
cromatina sdo definidas e separadas por porcdes pélidas. O citoplasma é

intensamente basofilico.

Eritroblasto policromatdfilo: célula com cerca de 8 a 15 um de diametro, nucleo
ocupa ainda menos espaco na ceélula, o padrdo da cromatina é mais condensado
com grandes massas definidas e separadas por por¢cbes palidas. O citoplasma é

cinza ou rosa-acinzentado devido a intensa sintese de hemoglobina.

Eritroblasto ortocromatico: apenas ligeiramente maior do que o eritrocito maduro
com 7 a 10 um de didametro, ndcleo pequeno e picnotico. Citoplasma com coloracao

muito semelhante a dos eritrécitos maduros.

Reticuldcito: frequentemente um pouco maior do que os eritrocitos adultos e ndo
possui nucleo. Visivel apds a coloracdo supravital com azul brilhante de cresil,
enquanto nas preparacdes pelo método de Romanowsky pode, algumas vezes, ser
detectado pela coloragdo azul ou purpura (policromasia).

Eritrocito: célula vermelha madura desprovida de nacleo com cerca de 7 a 8 um de
diametro. E caracterizada pela coloracdo mais fraca no centro do que na periferia

devido a sua estrutura biconcava.

Os eritroblastos dispbéem-se em agrupamentos denominados ilhotas
eritroblasticas. No centro das ilhotas pode ser identificado um macréfago com

prolongamentos citoplasmaticos envolvendo os eritroblastos.
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Série granulocitica ou mieloide

Referem-se as células precursoras ou maduras dos leucdcitos caracterizados
por granulos neutrofilicos, eosinofilicos ou basofilicos no citoplasma, nos estagios
mais maduros do desenvolvimento. Sofrem gradual redugdo do tamanho nuclear,

maior condensacao da cromatina e segmentac&o nuclear.

Mieloblasto: seu didmetro varia de 12 a 20 um, o nucleo ocupa quase toda a célula,
cromatina muita fina, com dois a cinco nucléolos presentes. Citoplasma basofilico,

porém menos do que as células da série eritroide. Granulos ndo estao presentes.

Promieldcito: maior do que o mieloblasto com 20 a 25 um de diametro, o padrédo da
cromatina é mais grosseiro do que o célula anterior, mas nucléolos usualmente
estdo presentes. Citoplasma basofilico com area clara do complexo de Golgi que é
caracterizada por um pequeno numero de granulos vermelhos — primarios, néo

especificos = granulos azurdfilos.

Mieldcito: ligeiramente menor do que o promielécito, seu didametro varia de 14 a 20
um, é a célula mitética mais madura da linhagem mieloide. Ndcleo redondo ou oval e
geralmente excéntrico. A cromatina € mais condensada e sem nucléolos. A principal
caracteristica € a presenca de granulos especificos no citoplasma ligeiramente
basofilico, que identificam a linhagem celular. Os granulos podem ser neutrofilicos
(finos, de tamanho variavel, cor lilas); eosinofilicos (grandes, redondos, laranjado-
avermelhado); ou basofilicos (maiores, tamanho irregular, azul escuro). Os granulos

aparecem primeiramente na area perinuclear.

Metamieldcito: tamanho semelhante ao mielécito, apresenta nucleo entalhado em
formato de ferradura ou de “U”, cromatina mais condensada e citoplasma menos
basofilico.

Bastdo: € caracterizado por um ndcleo com cromatina densa com formato de
ferradura ou lobulado, mas n&o segmentado; os lobos rudimentares séo unidos por

uma espessa banda de cromatina. Citoplasma rosa amarelado ou quase incolor.
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Granulos especificos da linhagem sdo abundantes no citoplasma. O diametro das

formas bastédo e segmentada varia de 10 a 15 um.

Granuldocitos segmentados  (polimorfonucleares): diferem dos bastdes pela
segmentacdo nuclear (multilobulados). Pelo menos dois lobos separados sao
necessarios para definir, com ou sem a visualizacado de um fino filamento unindo-os.
Cromatina nuclear € muito densa. O eosinéfilo maduro tipicamente tem dois l6bulos,
enquanto o ndcleo da maioria dos neutroéfilos tem dois a quatro I6bulos. Os nucleos

dos basdfilos frequentemente estdo cobertos por granulos basofilicos abundantes.

Série monocitica

Mondcitos: nesta série na medula 6ssea sdo idénticos morfologicamente aqueles
encontrados no sangue, isto é, sdo pleomoérficos cujo tamanho varia de 12 a 20 um.
Seu citoplasma frequentemente possui bordas irregulares e cora-se de azul-
acinzentado, o nudcleo raramente € redondo e geralmente possui entalhes e
lobulagdes (reniforme), seu padrdo de cromatina € delicado e frouxo raramente com
nucléolos. Os promondcitos tém cromatina muito delicada, nucléolos visiveis,

frequentemente com poucos finos granulos e citoplasma um pouco mais basofilico.

Macroéfagos (histidcitos): derivados dos mondcitos, porém sao maiores. Nucleo oval
com cromatina delicada reticular e um ou dois pequenos nucléolos. O citoplasma
varia do cinza azulado até o pélido e incolor e podem conter células fagocitadas,
detritos de células em degeneracdo e vacuolos. Quando no seu interior s&@o
visualizados restos de nucleos fagocitados sdo denominados de tart-cell ou células
em torta (HAYHOE; FLEMANS, 1989), e no caso de eritrocitos ou precursores de

células sanguineas fagocitados denomina-se hemofagocitose.

Série megacariocitica

Megacarioblastos: sdo os precursores da série com 8 a 24 um, citoplasma basofilico,

sendo que as menores formas sao diploides.
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Pro-megacariécitos: medem cerca de 30 um, o citoplasma € mais abundante e

menos basofilico com nucleo lobulado e intensa endomitose.

Megacaridcitos: células facilmente reconhecidas pelo seu grande tamanho, 30 a 150
um. Coloragdo sombreada, citoplasma azul ou eosinofilico, e as células mais
maduras contém granulos vermelhos. Apresentam ndcleo polilobulado
irregularmente e desprovido de nucléolo. Plaquetas adjacentes podem ser

visualizadas do centro para a periferia.

Série linfocitica

Linfocitos: semelhantes aos encontrados no sangue periférico, com 5 a 15 um de
diametro, nucleo redondo ou riniforme corado por purpura com cromatina densa
ocupando aproximadamente 90% da célula. Namero variavel, dependendo do nivel
de hemodiluicdo. As células linfoides mais jovens tém alta razdo entre nucleo e
citoplasma, a cromatina € moderadamente densa, mas finamente distribuida e com

nucléolos. Sdo mais frequentemente vistos em criancas.

Plasmdcitos: variam em tamanho de 14 a 20 um, sao redondos ou ovais. Nucleo
redondo excéntrico e densamente corado por purpura. Cromatina grosseira e
aglutinada e nucléolos nédo sao visiveis. Citoplasma azul escuro (basofilico),
frequentemente com zona clara perinuclear. Na medula normal sdo encontradas
formas binucleadas.

As células de Mott também podem ser encontradas e correspondem a
plasmdcitos diferenciados produtores de anticorpos. S&o caracterizadas por
inclusBes citoplasmaticas (corpos de Russell) ou nucleares (corpos de Dutcher)
contendo as imunoglobulinas. Plasmadcitos flamejantes sdo caracterizados pelo
citoplasma eosinofilico na sua periferia, constrastando com a basofilia do restante do
citoplasma (HAYHOE; FLEMANS, 1989; HOFFBRAND; PETTIT, 1991).
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Outros tipos celulares

Mastdcitos: reconhecidos por granulos azul escuro e usualmente preenchem
completamente o citoplasma e podem obscurecer o nucleo, que quando visto é
redondo ou oval com cromatina de padrdo vesicular. Na medula normal s&o

encontrados em pequeno numero.

Células adiposas: representam um constituinte importante da medula 6ssea e sao
utilizadas comparativamente para avaliar a quantidade de tecido hematopoético na
medula normal. Sua morfologia simples néo representa dificuldade na identificagéo.
A gquantidade do tecido adiposo aumenta com a idade e é o elemento predominante

no idoso.

Osteoclastos e osteoblastos: sdo incomuns, vistos mais frequentemente na medula
de criancas e adultos com hiperparatireoidismo ou rea¢des osteoblasticas a tumor.
Os osteoclastos sdo grandes, 100 um, lembram os megacariécitos, mas contém
multiplos nucleos separados com cromatina fina e nucléolos. Os osteoblastos séo
células ovais, 30 um no maior didmetro, frequentemente vistas em grupos e com

ndcleos excéntricos quase saindo da célula.

2.3.3 Analise da medula 6ssea

A avaliagdo microscépica da medula 6ssea € essencial na investigacdo de
varias desordens hematolégicas. A medula deve ser examinada quando o histérico
clinico, contagem celular no sangue periférico ou outros testes laboratoriais
sugerirem a possibilidade de uma desordem hematologica priméaria ou secundaria,
na qual o seu estudo possibilite o diagnostico, acompanhamento da doenca e a
avaliacdo da resposta ao tratamento (KNOWLES; HOFFBRAND, 1980a; RYAN;
FELGAR, 2006). Sao exemplos de situacdes onde a observacdo medular pode ser
atil: leucopenia, trombocitopenia, anemias carenciais, talassemia e outros tipos de
anemia (RYAN; FELGAR, 2006); distarbios imunoldgicos, toxicolégicos, oncolégicos
e hematopoéticos (BURKHARDT; FRISCH; BARTL, 1982; KNOWLES;
HOFFBRAND, 1980a; WILKINS, 1992). Além disso, o diagnodstico de doencas
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infectoparasitarias, especialmente em individuos imunossuprimidos, tem sido
realizado pela cultura do tecido medular (LORAND-METZE, 2009).

Quando da indicacdo de analise medular, deve-se avaliar a necessidade de
aspirado ou biopsia. Este estudo deve ser baseado no conhecimento do tecido
hematopoético normal, suas diferentes linhagens celulares, variacdes dependentes
da idade, e integrado com os dados clinicos e laboratoriais do paciente (ALVES,
2009; LORAND-METZE, 2009).

A bibépsia de medula 6ssea (BMO) é um incémodo procedimento para o
paciente e oferece alguns riscos, portanto, deve ser realizada somente quando ha
uma clara indicacgdo clinica (BAIN, 2001b), normalmente como exame complementar
aos achados no sangue periférico e aspirado medular. A histologia € indicada
principalmente para diagnostico e avaliacdo de prognostico nas sindromes
mielodisplasicas, leucemia mieloide cronica, mielofiborose e mieloesclerose
(WINFIELD; POLACARZ, 1992). Permite avaliar a quantidade do tecido
hematopoético (celularidade), estrutura e arquitetura medular, seu estroma e a
ocorréncia de granulomas, fibrose, necrose e metastases de neoplasias, sendo Uutil,
ainda, nos casos de falha ou aspirado inadequado (ALVES, 2009; BAIN, 2001b;
CURY, 2003; KNOWLES; HOFFBRAND, 1980a; LOKEN et al., 2009; LORAND-
METZE, 2009; RYAN; FELGAR, 2006).

O mielograma (puncdo aspirativa) € um procedimento mais simples e
confortavel do que a BMO (CURY, 2003). A citologia oferece qualidade na andlise
morfolégica, pois preserva indiscutivelmente as caracteristicas minuciosas das
células hematopoéticas, permite quantifica-las e a realizacdo de estudo citoquimico
completo. Um exemplo sé8o as granulacdes celulares que sdo menos visiveis na
biopsia do que na puncdo aspirativa (ALVES, 2009, BAIN, 2001b; KNOWLES;
HOFFBRAND, 1980a; LOKEN et al., 2009; LORAND-METZE, 2009; RYAN;
FELGAR, 2006).

Para a realizagdo do aspirado ou da bi6épsia medular, o melhor local é a crista
iliaca posterior. Em adultos pode-se utilizar também o esterno ou crista iliaca anterior
para aspirado, enquanto em criancas menores de um ano (particularmente os
recém-nascidos) a tibia é outra opcdo (BAIN, 200l1a; RYAN; FELGAR, 2006).
Quando ambos sdo necessarios a crista iliaca posterior é o local de eleicdo
(KNOWLES; HOFFBRAND, 1980a). Anestesia e sedacdo sdo Uteis para reduzir a
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ansiedade e, como salienta Bain (2001a), a preocupacao com relagdo ao conforto e
seguranca do paciente deve estar sempre presente.

A preparacdo a partir do aspirado medular (esfregaco) deve ser feita
imediatamente apos a coleta, antes do material coagular ou ser manipulado. Apés a
aspiracdo, aproximadamente 0,5 mL (uma gota) do material sem qualquer
anticoagulante é colocado em lamina de vidro limpa e desengordurada. Ao restante
€ adicionado anticoagulante, porém ndo em excesso, e reservado para outras
analises que sejam necessarias (citogenética, bioquimica, inoculacdo em meio de
cultura) (BAIN, 2001a; KNOWLES; HOFFBRAND, 1980b; RYAN; FELGAR, 2006). A
escolha do anticoagulante, &cido etilenodiaminotetraacético (EDTA) ou heparina, €
feita de acordo com os testes complementares a serem realizados (BAIN, 2001a). O
excesso de EDTA ou heparina pode resultar em prejuizo a qualidade da coloracéo e
artefatos tais como, aglutinacdo de leucdcitos e plaquetas e precipitagcdo de
proteinas (DALAL; BRIGDEN, 2002).

As laminas devem ser completamente secas antes de serem fixadas a fim de
evitar artefatos, como por exemplo a aparente dispersao do contetddo nuclear para o
citoplasma dos eritroblastos, um aspecto que pode ser mal interpretado como
diseritropoese. Quando seca, a lamina deve ser cuidadosamente fixada em metanol
ou outro fixador indicado para a citoquimica (HUTCHISON; DAVEY, 1999). Bain
(2001a) recomenda para os esfregacos a utilizacdo de corantes derivados de
Romanowsky, com preferéncia & coloracdo de May-Griimwald Giemsa. E uma
excelente opcdo para a avaliacdo citolégica da medula O0ssea devido as suas
qualidades tintoriais o que é fundamental para obter-se um resultado seguro, além
da rapidez no tempo de coloracdo. Como os esfregacos de medula 6ssea sdo mais
espessos e tém maior celularidade do que os de sangue periférico pode ser
necessario maior tempo de coloracdo ou dupla coloracdo para melhor qualidade
(HUTCHISON; DAVEY, 1999). Para avaliacdo dos estoques de ferro, o ideal é que
seja confeccionada uma lamina, com pelo menos um fragmento, corada pela técnica
de Perls. Como em qualquer outra rotina, as laminas coradas devem ser
identificadas com o nome do paciente, data (ndo omitindo o ano) e numero de
registro, quando houver (BAIN, 2001a).

A qualidade do aspirado é altamente dependente do procedimento usado
para a obtencdo da medula. Frequentemente ha quantidade varidvel de

contaminagcdo com ceélulas maduras do sangue periférico, sendo que grandes
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aliguotas aumentam a contaminacgéo (hemodiluicdo). Para contornar esse problema,
deve-se coletar o minimo necessario ou dispor a primeira aliquota para a realizagdo
do esfregaco, substituindo a agulha em seguida. Neutréfilos maduros correspondem
a uma populacdo celular que esta predominantemente no sangue com poucas
formas na medula. E, portanto, uma populacdo para avaliagdo da contaminacgio,
sendo aceitavel uma propor¢do de no maximo 30% no aspirado de medula 6ssea
(BAIN, 2001a; LOKEN et al., 2009; RYAN; FELGAR, 2006).

Assim, a primeira questdo na interpretacdo da medula é se a amostra &
adequada para o diagnostico. No momento do procedimento, a presenca de
particulas da medula no aspirado é o melhor indicador de que a agulha penetrou a
cavidade medular e foi aspirada com sucesso. Os fragmentos medulares sdo 0ssos
com aparéncia brilhante devido as particulas de gordura. Espécimes contendo 0sso
cortical, masculo ou outro tecido com pouca ou nenhuma medula sdo inadequados
para interpretagdo do mielograma. A cavidade medular foi obtida se o aspirado
apresentar particulas medulares ou precursores hematopoéticos (megacariocitos e
células vermelhas nucleadas) ndo encontrados no sangue periférico (RYAN;
FELGAR, 2006).

A avaliacdo da celularidade pela observacédo direta do aspirado é mais dificil
devido a perda da estrutura histolégica e & mistura com sangue periférico. Porém,
pode ser estimada pela observacdo cuidadosa das espiculas presentes no
esfregaco que funcionam como “mini-bidpsias” e contém elementos hematopoéticos
e gordurosos suficientes para dar uma ideia da celularidade. Por outro lado, a
avaliacdo da celularidade pelo buffy coat apds a centrifugagdo do aspirado néo é
real (RYAN; FELGAR, 2006).

Entende-se por celularidade a quantidade de tecido hematopoético
aproximada em relacéo ao tecido adiposo dentro da cavidade medular, expressa em
porcentagem. A celularidade da medula 6ssea depende ainda da idade e local da
puncao, entretanto, as bidpsias geralmente sdo consideradas como normais se 40-
60% das células sdo hematopoéticas, variando de 100% em recém-nascidos até
20% nos mais idosos (WILKINS, 1992). Pode-se também considerar trés fases de
involugdo: 1) até os 35 anos o tecido hematopoético ocupa mais de 50% dos
espacos medulares, chegando a 80% ou 90% na crianga; 2) de 35 a 60 anos € em
torno de 50%; e 3) ap6s os 65 anos € inferior a 40% (ALVES, 2009).
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Em objetiva de menor aumento (10x), avalia-se a presenca de células
adiposas e hematopoéticas nas particulas e o niumero de megacariocitos. O niumero
de megacariécitos é bastante variavel nos aspirados de pessoas normais e também
€ dependente da hemodiluicdo (RYAN; FELGAR, 2006). Em seguida os esfregacos
devem ser observados em objetiva de imersao para determinar os tipos celulares
presentes e avaliar a adequada diferenciacdo de cada linhagem hematopoética. O
reconhecimento morfologico das células da medula inclui granulécitos maduros e
seus precursores, precursores eritroides, linfécitos nos varios estagios de
desenvolvimento, plasmécitos, mondcitos, macréfagos (histidcitos), células
estromais, megacariécitos e mastocitos. Pode ser realizada uma contagem
diferencial de 300 a 500 células nucleadas, preferencialmente células préximas a
espicula (LOKEN et al., 2009; WILKINS; O'BRIEN, 1988). A proporcao de neutroéfilos
segmentados aumenta com 0s maiores volumes de aspirado, provavelmente devido
a diluicdo das células medulares pelos leucécitos maduros do sangue (FADEM,;
BERLIN; YALOW, 1951; RYAN; FELGAR, 2006).

A razdo entre granulécitos e eritrocitos (RGE) frequentemente é calculada
pela relativa celularidade dessas duas linhagens e em medulas normais varia de
1,5:1 a 5:1, dependendo da idade. Um decréscimo nesta razao deve ser interpretado
como hipocelularidade mieloide ou hiperplasia eritroide (ALVES, 2009; RYAN;
FELGAR, 2006).

2.4 Medula 6ssea na leishmaniose visceral

Quando da suspeita de LV, o material mais utilizado para a pesquisa
parasitologica é o aspirado de medula 6ssea, uma vez que a biépsia nao favorece a
identificagdo morfologica do parasita com nitidez (KUMAR et al., 2007). Apos a
preparacao do esfregaco, a lamina deve ser analisada em objetiva de 100x com 0leo
de imersédo, em busca das formas amastigotas em pelo menos 1000 campos. As
formas parasitarias possuem contorno ovoide, as vezes eliptico ou fusiforme, com
pequenas dimensdes (2 a 6 um de comprimento por 1,5 a 3 um de largura) e,
guando coradas pela técnica de Giemsa, caracterizam-se pelo nucleo vermelho-lilas
e pelo cinetoplasto, em formato de bastédo reto ou curvo quase sempre tangente ao
nGcleo, com coloracdo mais pronunciada, violeta (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE, 1996; REY, 200la). As amastigotas podem ser
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visualizadas no interior de células fagociticas ou livres no esfregaco, e o
microscopista deve estar atento para nao confundi-las com plaquetas ou outros
possiveis artefatos presentes.

A presenca do parasita nos esfregacos é variavel e estudos no Brasil tém
descrito taxas de 75,5% a 83,6% entre criancas e adolescentes (PASTORINO et al.,
2002; PEDROSA; ROCHA, 2004; QUEIROZ; ALVES; CORREIA, 2004). A
positividade do mielograma € dependente de fatores relacionados a técnica (DA
SILVA; STEWART; COSTA, 2005) e a evolucdo da doenca, como relatado por
Brustoloni et al. (2007) que associaram a positividade no parasitoldgico direto ao
tamanho do baco de criangas com LV no Mato Grosso do Sul. No entanto,
Wickramasinghe, Abdalla e Kasili (1987) ndo encontraram relacdo da densidade
parasitaria na medula com a atividade da doenca julgada pelo tamanho do baco.

Estudos com cobaias tém confirmado a medula 6ssea como local de
persistente parasitismo e que, assim como o baco, sofre rdpido acumulo de
amastigotas. Indicam uma acentuada associacao entre as alteracdes na mielopoese,
provavelmente orientadas por fatores estimulantes de colbénia (CSF) e a expansao
do parasita no local. A infeccdo por L. donovani seria responsavel por um aumento
do numero de células progenitoras hematopoéticas na medula éssea, bem como no
sangue periférico de BALB/c (COTTERELL; ENGWERDA; KAYE, 2000a).

Ao contrario do que parece ocorrer em infeccbes por alguns virus
(Citomegalovirus — CMV, hepatites A ou B, dengue) nas quais ha reducédo do
namero de células progenitoras, provavelmente devido a replicacdo desses agentes
em subpopulacbes destas células resultando em toxicidade ou alteracdes na
capacidade proliferativa das mesmas (GIBBONS; PRICE; SHELLAM, 1995),
somente células estromais com caracteristicas de macréfagos sdo habeis a permitir
longa infeccdo por L. donovani. Uma vez que as células progenitoras CD34 nao
parecem ser metas da infec¢do, as possiveis anormalidades na hematopoese na LV
ndo podem ser atribuidas a infeccdo direta dessas células. Assim, a potencial
modulacdo de hematopoese seria via efeito na funcdo de macréfagos estromais
acarretando alteracdes na producdo de citocinas e fatores de crescimento de
colonias e alteracdes no microambiente (COTTERELL; ENGWERDA; KAYE, 2000a;
WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987).

A avaliagdo do tecido medular € variavel em virtude da coleta ser realizada
em diferentes fases da evolucdo da parasitose (CARTWRIGHT; CHUNG; CHANG,
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1948). De modo geral, os estudos da medula éssea de pacientes com LV tém
relatado uma apresentacdo de normo a hipercelular (CARTWRIGHT; CHUNG,;
CHANG, 1948; EL-SHOURA, 1994; KUMAR et al.,, 2007; RAI et al., 2008;
WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987).

Antes do tratamento, mostra-se com aumento da atividade eritropoética e
diseritropoese, evidenciadas pela presenca de aglomerados de eritroblastos e de
deformacbes nucleares da série eritroide, eritroblastos binucleados ou
multinucleados e megaloblastos (BRASIL, 2006b; SHAHRIAR et al., 1999; EL-
SHOURA, 1994; KAGER; REES, 1986; KUMAR et al., 2007; RAI et al.,, 2008;
SHEIKHA, 2004; WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987).

Quanto a série granulocitica, normalmente é descrita uma reducéo geral e
dos neutrofilos segmentados, com tendéncia de aumento das células mais jovens,
promieldcitos e mieldcitos neutréfilos (BRASIL, 2006b; CARTWRIGHT; CHUNG;
CHANG, 1948). Por outro lado, Rai et al. (2008) relataram predominio de células em
processo final de maturagcdo com poucos precursores presentes. Os eosinoéfilos
(metamielécitos e células maduras) na maioria dos casos estdo ausentes ou
diminuidos (BRASIL, 2006b; CARTWRIGHT; CHUNG; CHANG, 1948; RAI et al.,
2008).

Como consequéncia da hiperplasia eritrocitica e/ou hipoplasia granulocitica,
ocorre alteracdo da RGE, podendo estar invertida ou proxima de 1:1 (KUMAR et al.,
2007; WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987).

Ha controvérsias quanto a populagédo linfocitaria, pois enquanto alguns
autores relatam linfocitose absoluta (BRASIL, 2006b), outros descrevem linfopenia
(SHAHRIAR et al., 1999). Ocorre um incremento no numero de plasmacitos, por
vezes contendo dois ou mais ndcleos e visualizados em aglomerados. Células de
Mott também podem ser ocasionalmente encontradas (CARTWRIGHT; CHUNG;
CHANG, 1948; KUMAR et al., 2007).

Os megacariécitos apresentam-se normais, reduzidos ou aumentados, porém
a atividade plaquetaria pode estar diminuida ainda que a contagem de
megacariocitos esteja normal (BRASIL, 2006b; CARTWRIGHT; CHUNG; CHANG,
1948; KUMAR et al.,, 2007; RAIl et al., 2008; WICKRAMASINGHE; ABDALLA,;
KASILI, 1987).

Um consenso na avaliacdo da medula 6ssea na LV tem sido o acentuado
aumento de macrofagos (BRASIL, 2006b; CARTWRIGHT; CHUNG; CHANG, 1948).
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Baco, figado e linfonodos, assim como a medula 6ssea, também podem apresentar
esse aumento de histidcitos com proeminente hemofagocitose, isto €, fagocitose de
eritrocitos, leucdcitos, plaquetas e seus precursores por macréfagos (FISMAN,
2000).

Essa sindrome, também denominada de Linfohistiocitose Hemofagocitica
(LHH) é caracterizada pela ativagdo inapropriada de linfocitos que produzem altas
concentracfes de citocinas, com resultante proliferacdo e atividade descontrolada,
porém nao maligna dos macrofagos. Sua severidade varia de média a grave sendo
usualmente fatal se nédo tratada. Segundo a Sociedade de Histiocitose (protocolo
HLH-2004) (HENTER et al., 2007), para o diagndstico de LHH deve-se preencher
cinco dos oito itens seguintes: febre, esplenomegalia, citopenias afetando duas ou
trés linhagens no sangue periférico (hemoglobina < 90 g/L, plaquetas < 100x10%/L;
neutréfilos < 1.0x10%/L), hipertrigliceridemia (= 265 mg/dL) e/ou hipofibrinogenemia
(£ 1.5 g/L), evidéncia tissular de hemofagocitose, auséncia ou pouca atividade de
células natural killer (NK), hiperferritinemia (= 500 pg/L) e elevados niveis de
receptor IL-2 soltuvel (= 2,400 U/mL).

Embora a LHH secundaria a LV seja relatada como uma desordem rara, 0
diagnostico de ambas pode ser dificultado quando associadas (AGARWAL et al.,
2006; EL-SHOURA, 1994; KILANI et al., 2006; KUMAR et al., 2007; MATHUR,;
SAMANTARAY; SAMANTA, 2007; WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987).
Enquanto o tratamento da LHH hereditaria é baseado em imunoquimioterapia,
incluindo dexametasona, ciclosporina e etoposide, nos casos secundarios a LV
frequentemente ha boa resposta com o tratamento da infec¢do primaria, desde que
o diagnéstico etiolégico seja obtido em tempo util (FILIPOVICH, 2008; FISMAN,
2000; JANKA; ZUR STADT, 2005).

Embora os macrofagos sejam as células de eleicdo para o parasitismo,
alguns estudos relatam a presenca de formas amastigotas de L. donovani
ocasionalmente em neutréfilos e eosindfilos da medula 6ssea (EL-SHOURA, 1994;
WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987).

Shariar et al. (1999) relataram a presenca de expansfes citoplasmaticas
(blebbing) de granulécitos e macrofagos e posterior desprendimento de parte do
citoplasma dessas células formando estruturas reconheciveis no esfregaco.
Denominaram de granular stippling (GS) a esfoliacdo citoplasmatica da série

granulocitica e de basophilic bare cells (BBC) fracdes citoplasmaticas e dos
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vacuolos parasitoforos de macréfagos ativados. S&o descritos ainda, ocasionais
metamieldcitos gigantes e megaloblastos (SHAHRIAR et al, 1999;
WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987).

Muitas desordens, de origem infecciosa ou ndo, podem causar formacao de
granuloma na medula éssea, mas a LV normalmente ndo é relatada entre elas (EID;
CARION; NYSTROM, 1996; PEASE, 1956). No entanto, Kumar et al. (2007)
descreveram varias alteracdes histologicas na biopsia de medula éssea como
consequéncia de LV, tais como, granulomas, hipercelularidade, nédulos linfoides
benignos, fibrose e necrose, e as relacionaram com a responsividade ao tratamento
e prognoéstico. Pacientes com medula hipercelular e nédulos linfoides responderam
bem a terapia com glucantime, enquanto os pacientes com fibrose e necrose
morreram apesar de terem recebido o mesmo tratamento. Casos que apresentaram
granulomas responderam bem a anfotericina B. Por outro lado, Rocha Filho et al.
(2000), utilizando glucantime, nao encontraram diferengas significativas nos
parametros clinicos e laboratoriais (hepatoesplenomegalia, hemograma, plaquetas e
proteinas séricas), havendo tendéncia a regressdo da hepatoesplenomegalia e
melhora dos parametros laboratoriais independentemente da presenca de
mielofibrose secundaria a LV, concluindo que a fibrose pode ser transitéria, nao
interferindo na evolucdo ou na resposta a esse medicamento.

ApGs a terapia anti-Leishmania, além da auséncia dos parasitas, ocorre
reducado gradual dos histiécitos com 0 aumento de neutrdéfilos e eosindfilos; linfocitos
tornam-se mais numerosos, enquanto as ceélulas plasmaticas diminuem; os
eritrocitos nucleados tornam-se menos numerosos e morfologicamente normais;
RGE retorna ao normal; aumenta o numero relativo de megacariocitos e a formacéao
de plaquetas é acelerada (CARTWRIGHT; CHUNG; CHANG, 1948), com tendéncia
a normalizacdo da celularidade global da medula (KUMAR et al., 2007,
WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987).

Devido as alteracbes hematolégicas observadas nas diferentes formas
clinicas da LV, deve-se atentar para possiveis comorbidades que tenham quadro
clinico semelhante tais como leucemias e mielodisplasia. Sao relatados casos de
associacdo da parasitose com leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide
cronica (LMC), leucemia linfoide aguda (LLA) e sindrome mielodisplasica nas trés
linhagens (FAKHAR et al., 2008; SAH et al., 2002; YARALI et al., 2002).
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Segundo Desjeux (2004), a pesquisa béasica deve ter como objetivo a
obtencdo de avancos para aperfeicoamento do diagnostico, novos medicamentos e
vacinas gue sejam viaveis e acessiveis ao paciente, principalmente de doencas
negligenciadas como a leishmaniose. Portanto, diante de todas essas complicacbes
hematoldgicas promovidas pelo parasitismo e das dificuldades em relacdo a
diagnostico e tratamento, tornam-se necessarias pesquisas geradoras de
conhecimentos aplicaveis na rotina possibilitando reducdo da morbidade e

mortalidade na LV.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar as laminas de medula 6ssea, dados clinicos e laboratoriais de
pacientes portadores de Leishmaniose Visceral atendidos no Nucleo do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, diagnosticados no
periodo de 2003 a 2008.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Tracar o perfil epidemiolégico e clinico-laboratorial dos pacientes com

leishmaniose visceral.

3.2.2 Analisar a celularidade das amostras de medula 6ssea de acordo com o grupo

etario dos pacientes.

3.2.3 Descrever as alteracdes observadas nos esfregacos de medula éssea de

pacientes com leishmaniose visceral.

3.2.4 Associar as alteracdes encontradas no material de medula éssea com alguns

resultados laboratoriais dos pacientes com leishmaniose visceral.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de pesquisa

Trata-se de uma pesquisa de corte transversal. Foram analisados dados
secundéarios obtidos dos registros de prontuarios dos pacientes e as laminas

utilizadas para o diagndstico parasitologico de LV.

4.2 Local e periodo da pesquisa

Os dados dos registros de prontuarios foram obtidos diretamente na Secéo de
Arquivos Médicos (SAME) do Nucleo do Hospital Universitario da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul (NHU/UFMS), que é referéncia para o diagnéstico e
tratamento de LV no Estado.

A observacdo das laminas de medula 6ssea foi realizada no Laboratério de
Parasitologia / Departamento de Patologia / Centro de Ciéncias Biolégicas e da
Saude / UFMS, onde as mesmas estdo armazenadas. Na rotina de suas atividades
estdo incluidas a pesquisa do agente etioldgico por meio de diagnéstico
parasitolégico direto em lamina, ou indireto, a partir de cultura em meio bifasico (fase
sélida Nicole, Novy e McNeal — NNN e fase liquida Schneider), a qual € mantida por
quatro semanas em estufa com temperatura adequada.

Foram analisados laminas e dados de pacientes diagnosticados no periodo
de janeiro/2003 a dezembro/2008.

4.3 Sujeitos da pesquisa

Foram incluidos na pesquisa 0s pacientes encaminhados pelos Servicos de
Infectologia e Pediatria do NHU/UFMS que tiveram diagndstico de LV no Laboratorio
de Parasitologia entre os anos de 2003 e 2008, pela pesquisa direta do parasita em
laminas de esfregaco medular e/ou indiretamente pelo cultivo do material bioldgico
em meio NNN/Schneider.

Aqueles que tiveram material enviado para andlise por mais de uma vez, em
momentos diferentes, foram considerados apenas como um (1) caso, perfazendo o

total de 282 pacientes. Foram excluidos do estudo individuos cujas laminas néo
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foram encontradas (sete) ou estavam inadequadas para andlise devido ao desgaste
da coloracdo (30) e aqueles cujos prontuarios ndo foram localizados ou néo

continham informacdes (43), restando, portanto, 202 sujeitos.

4.4 Aspectos éticos

Por se tratar de uma pesquisa de dados secundarios (laminas utilizadas para
o diagnostico parasitolégico de LV e registros de prontuarios dos pacientes), foi
solicitada a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Diante do termo de compromisso do pesquisador, foram obtidas autorizacdes
para utilizacdo do material biolégico armazenado e para coleta de dados dos
prontuérios arquivados.

O presente trabalho foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e aprovado em 05

de junho de 2009, protocolo n° 1358 (Anexo A).

4.5 Analise dos dados de prontuarios

Os dados clinicos e laboratoriais foram obtidos pela anélise dos prontuarios
dos pacientes, que se encontram arquivados na Secéo de Arquivos Médicos (SAME)
do Hospital Universitario (NHU/UFMS).

Foram avaliadas as seguintes variaveis: identificacdo, manifestacdes clinicas,

comorbidades, dados laboratoriais, diagnodstico e tratamento .

Identificacdo: foram coletados dados referentes a idade do paciente, sexo e

procedéncia.

Manifestacfes clinicas: verificou-se a queixa principal no momento da admisséo,

presenca ou auséncia de sinais e sintomas tais como febre, emagrecimento,
hepatomegalia, esplenomegalia, tosse, palidez, astenia, cefaléia, mialgia, hiporexia,
edema, dor abdominal, escurecimento da pele, nausea e vomito, diarréia, sudorese,

calafrios, fendbmenos hemorragicos, ictericia e alteracdo da consciéncia.
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Comorbidades: constatou-se a presenca ou auséncia de patologias, infeccoes ou

outras condi¢cdes concomitantes tais como desnutricdo, insuficiéncia renal cronica
(IRC), tuberculose (TB), doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), etilismo,
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), pneumonia, diabetes mellitus (DM),
hipertenséo arterial sistémica (HAS), gestacdo, cirrose, hepatites virais ou nao,
hemoglobinopatias, citomegalovirus (CMV), virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
virus T-linfotrépico humano (HTLV), Herpes zoster, leucemias, mieloma multiplo,

lUpus eritematoso sistémico (LES).

Diagnéstico: foram obtidos os resultados dos diferentes métodos de diagnéstico tais
como parasitologico direto, cultura em meio NNN/Schneider, sorologia por IFl e teste
rapido baseado no antigeno rK-39. Para a IFIl, considerou-se o resultado positivo
quando titulo igual ou maior a 1:80 (BRASIL, 2006b).

Tratamento: observou-se a terapia instituida considerando-se o medicamento
escolhido (antimoniato, anfotericina B desoxicolato e/ou lipossomal) e a duracéo, em
dias de tratamento. Foram coletadas informacdes de possiveis reacdes adversas

e/ou efeitos colaterais, bem como informacdes de outros medicamentos em uso.

Dados laboratoriais: foram verificados os resultados laboratoriais do hemograma,

proteinas totais e frac@es, triglicerideos e velocidade de hemossedimentacédo (VHS)
na admissdo. Foram considerados como normais 0s parametros constantes nas
figuras 1 e 2 (BACHORIK; RIFKIND; KWITEROVICH, 1999; LEHMANN; HENRY,
1999; PERKINS, 1999b).



Criancas

Adultos

Hematologia
Hemoglobina (Hb)
Hematdcrito (Ht)
Leucdcitos totais

10,3 a 12,0 g/dL
31,0 a 36,0%
4.500 a 12.000/mm?

12,3a 17,4 g/dL
36,0 a 50,0%
4.400 a 11.300/mm?

Bastbes até 4,0% até 3,0%
Segmentados 33,0 a 54,0% 36,0 a 60,0%
Eosindfilos ate 3,0% até 3,0%
Basofilos ate 1,0% até 1,0%
Linfocitos 38,0 a 61,0% 25,0 a 45,0%
Mondcitos até 5,0% até 5,0%
Plaquetas 150.000 a 450.000/mm*  150.000 a 450.000/mm?
Bioquimica

Proteinas totais
Albumina
Globulinas totais
Triglicerideos

6,0 a 7,8 g/dL
3,2a4,5g/dL
2,3a3,59g/dL
até 200 mg/dL

6,0 a 7,8 g/dL
3,2a4,5g/dL
2,3a3,59g/dL
até 200 mg/dL
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Figura 1 — Valores de referéncia dos exames laboratoriais para criancas e
adultos (BACHORIK; RIFKIND; KWITEROVICH, 1999; LEHMANN;
HENRY, 1999; PERKINS, 1999b)

Faixa etéaria Homens Mulheres
Até 50 anos até 15mm/h até 20mm/h
50 a 85 anos até 20mm/h até 30mm/h

Figura 2 — Valores de referéncia para a velocidade de hemossedimentacao de
acordo com sexo e idade (LEHMANN; HENRY, 1999)

4.6 Andlise das laminas de medula 6ssea

Rotineiramente, quatro laminas sao confeccionadas para cada paciente
imediatamente ap06s a puncdo medular pelo médico. Essas laminas sé&o
encaminhadas ao laboratorio de Parasitologia, onde sdo fixadas e coradas pela
técnica de Giemsa.

Todas elas foram observadas primeiramente em menor aumento (objetiva

10x) para que se pudesse avaliar a presenca de espiculas, trilhas e células no



65

esfregaco medular. Apds, foram selecionadas para observacdo em maior aumento
(objetiva 100x, com 6leo de imersdo) aquelas mais representativas do tecido
medular e de adequada coloracéo, a fim de garantir uma avaliagdo morfolégica de
qualidade (NIERO-MELO et al., 2006).

Embora a histologia seja a técnica mais recomendada para confirmacgédo da
celularidade (ALVES, 2009; BAIN, 2001b; RYAN; FELGAR, 2006), ndo foi possivel
realizd-la por se tratar de um estudo retrospectivo. Assim, para estimar a
celularidade nos esfregacos analisou-se a presenca ou auséncia de fragmentos
medulares (espiculas) e/ou aglomerados celulares, considerando-se como boa
celularidade quando da observacdo de precursores e outras células tipicas da
medula éssea em quantidade adequada para a idade (NIERO-MELO et al., 2006).

Para avaliar a composicdo da medula 6ssea foram selecionadas partes da
lamina préximas as espiculas e aos aglomerados, preferencialmente as trilhas a fim
de reduzir o efeito da contaminacdo por sangue periférico (BAIN, 2001a; LOKEN et
al., 2009; SABHARWAL et al., 1990), e considerou-se a diferenciacdo celular normal
conforme ja descrito.

Quando havia aparente alteracdo de determinada linhagem celular como
plasmocitose, eosinofilia e histiocitose, realizou-se andlise descritiva semi-
guantitativa baseada nos valores de referéncia conforme consta na figura 3
(PERKINS, 1999b; RYAN; FELGAR, 2006). Nestes casos, foi feita uma estimativa
baseada na contagem de 100 células nucleadas (SABHARWAL et al., 1990).

Tipo celular Criancas Adultos
Eosinofilos 1,0 a 5,0% 1,0 a 4,0%
Plasmaocitos 0,0a1,4% 0,0a1,3%
Macrofagos/histiocitos 0,0a1,3% 0,0a1,3%

Figura 3 — Valores de referéncia para alguns tipos celulares na medula
Ossea de criancas e adultos (PERKINS, 1999b; RYAN;
FELGAR, 2006)

Considerando que a pungcdo medular se aplica principalmente a uma
avaliacado qualitativa quanto aos tipos celulares e adequada diferenciacdo de cada
linhagem hematopoética, optou-se por uma analise descritiva baseada na presenca

ou auséncia das alteracdes morfoldégicas em cada série. Considerou-se a presenca
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de atipias quando igual ou maior a 10% da linhagem em questédo (NIERO-MELO et
al., 2006).

Observou-se também a presenca de outras estruturas no esfregaco tais como
fragmentos de granuldcitos (granular stippling), expansfes citoplasmaticas
(blebbing) em todas as séries e restos celulares (basophilic bare cells) de todos os
tipos. Varias areas de cada lamina foram analisadas em objetiva de 100x com 0leo
de imersédo durante uma hora, tempo recomendado para 95% de sensibilidade do
parasitologico direto em esfregaco de medula 6ssea (DA SILVA; STEWART,;
COSTA, 2005; SABHARWAL et al., 1990).

As atipias avaliadas em cada série foram:

Série granulocitica: alteracbes megaloblastoides, hipogranularidade, donut cells

(células em rosca), fragmentos nucleares, formas imaturas bizarras, atipicas,

eosinofilia com ou sem granulagées basofilicas (NIERO-MELO et al., 2006).

Série_eritrocitica: formas megaloblastoides (nucleo em “fatia de salame"), mitoses

anbmalas (despolarizadas), multinuclearidade, apoptose (cariorrexis), falhas de
hemoglobinizacdo, vacuolizacdo citoplasmética e pontes intercitoplasméaticas
(NIERO-MELO et al., 2006).

Série _megacariocitica: nudcleos fragmentados (hipersegmentados), monoformas,

microformas (tamanho de grandes linfocitos e mondcitos e que tinha nucleo Unico ou
bilobulado, com expansdes citoplasmaticas na sua superficie e emperipolese
caracterizada pela presenca de outras células no seu citoplasma (MUHURY et al.,
2009; NIERO-MELO et al., 2006).

O numero de megacariocitos foi avaliado em menor aumento, sendo
considerado como normal (uma célula por 1 a 3 campos), aumentado (mais de 2 por

campo) ou diminuido (uma a cada 5-10 campos) (MUHURY et al., 2009).

Para estimar a densidade parasitaria, apos observacdo de varios campos,
contou-se 10 campos de imersdo consecutivos, selecionados como representativos
quanto a presenc¢a de amastigotas. Se 0 niumero de parasitas estava entre 50 e 100
ou se havia 2 ou 3 macréfagos repletos nos 10 campos, a amostra foi classificada na

categoria de “muitos”; entre 10 e 50, na categoria “frequentes”; entre 5 e 10, na
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categoria “poucos”; e se 1 ou 2 parasitas foram encontrados apds extensiva

pesquisa em 10 campos, “raros” (KUMAR et al., 2007).

4.7 Organizacao e analise dos dados

Os dados obtidos foram organizados e expostos sob a forma de apresentacao
tabular.

As analises descritivas foram realizadas por percentuais, média e mediana.
Para verificar a associacdo entre as variaveis foi utilizado o teste estatistico Qui-
Quadrado; para avaliacdo do numero de comorbidades, o teste de Mann-Whitney; e
para avaliacdo da concordancia entre os métodos diagndosticos, teste de McNemar.
Foram utilizados os software SigmaStat versdo 2.0 e BioEstat 5.0 (AYRES et al.,

2007), considerando nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais

Foram analisadas laminas e prontuarios de 202 pacientes. A maioria, 59,9%
(121) foram criancas com idade de quatro meses até 13 anos e destes, houve
predominio do niumero de casos em pacientes com idade inferior a cinco anos (83
ou 68,6%).

Os pacientes com 14 anos ou mais (81 ou 40,1%) foram considerados adultos
e a idade méaxima foi de 83 anos, sendo que destes, 0 maior nimero de casos

ocorreu na faixa etaria de 20 até 39 anos (37 ou 45,7%) (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo a faixa
etaria, NHU/UFMS - 2003 a 2008

Criancas Adultos Total

Idade (n=121) (n=81) (n=202)
Ne. % %* Ne. % %* Ne. % %*
0 1 14 116 116 - - - 14 6,9 6,9
1 - 2 23 19,0 30,6 - - - 23 11,4 183
2 5 46 38,0 68,6 - - - 46 22,8 41,1
5 - 14 38 31,4 100,0 - - - 38 18,8 59,9
14 — 20 - - - 6 7,4 7,4 6 3,0 629
20 — 40 - - - 37 457 53,1 37 18,3 81,2
40 L 60 - - - 28 34,6 87,7 28 139 951
60 — 99 - - - 10 12,3 100,0 10 4,9 100,0

* percentual acumulado

Quanto a distribuicéo por sexo, os homens foram maioria entre os adultos (57
ou 70,4%). O sexo masculino também foi mais prevalente no grupo infantil (55,4%),
porém a diferenca em relacdo ao percentual feminino foi menor (Tabela 2). A razéo
entre 0os sexos masculino/feminino foi de 2,4:1 para os adultos e de 1,2:1 para as
criancas. Houve associacdo entre a idade e a prevaléncia do sexo, teste Qui-
Quadrado p = 0,046.

Apenas 171 pacientes tinham o municipio de procedéncia registrado no
prontuario. Desses, 75,4% eram da capital e 24,6% do interior (Tabela 3). Dos
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municipios do interior citam-se: Trés Lagoas (5,3%), Aquidauana (3,5%), Terenos
(2,9%) e outros (12,9%).

Tabela 2 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo 0 sexo e o
grupo etario, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criancas Adultos Total
Sexo (n=121) (n=81) (n=202) p
Ne. % Ne°. % Ne. %
Masculino 67 55,4 57 70,4 124 61,4
Feminino 54 44,6 24 29,6 78 386 0,046

Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por
Yates.

Tabela 3 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo a
procedéncia e o grupo etario, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criangas Adultos Total
Procedéncia (n=97) (n=74) (n=171)
Ne. % Ne. % Ne, %
Campo Grande 68 70,1 61 82,4 129 75,4
Outros 29 29,9 13 17,6 42 24,6

Na admissdo, a queixa principal foi febre seguida de manifestacdes
abdominais como distensdo e dor, emagrecimento e hiporexia. Nos prontuarios em
gue constava o periodo de inicio dos sintomas (172 pacientes), a procura pelo
servico de saude demorou de um dia até um ano, com media de 34,6 dias e
mediana de 15 dias. Entre as criancas esse periodo foi em média de 25,7 dias
enquanto entre os adultos foi de 51,3 dias.

A tabela 4 mostra que os trés sinais mais prevalentes estiveram presentes
nos dois grupos, porém mais intensamente nas criancas. A febre foi o mais
preponderante estando presente em 92,6% dos pacientes, destacando-se também
esplenomegalia e hepatomegalia com alta frequéncia.

A palidez respondeu pelo quarto item mais comum entre as criancas (60,3%)

enguanto o emagrecimento foi mais evidente entre os adultos (66,7%).
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Tabela 4 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo

etario e os sinais e sintomas, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criancas Adultos Total
Sinais e sintomas (n=121) (n=81) (n=202) p
Ne. % Ne. % Ne. %
Febre 118 97,5 69 85,2 187 92,6 0,003
Esplenomegalia 118 97,5 63 77,8 181 89,6 < 0,001
Hepatomegalia 109 90,1 57 70,4 166 82,2 < 0,001
Palidez 73 60,3 39 48,1 112 55,4 0,118
Hiporexia 61 50,4 41 50,6 102 50,5 0,977
Emagrecimento 44 36,4 54 66,7 98 48,5 < 0,001
Astenia 39 32,2 44 54,3 83 41,1 0,003
Tosse 52 43,0 30 37,0 82 40,6 0,486
Dor abdominal 38 31,4 27 33,3 65 32,2 0,893
Nausea/vémito 34 28,1 25 30,9 59 29,2 0,790
Diarréia 22 18,2 23 28,4 45 22,3 0,124
Cefaléia 11 9,1 17 21,0 28 13,9 0,029
Edema 12 9,9 15 18,5 27 13,4 0,121
Mialgia 1 0,8 16 19,8 17 8,4 < 0,001
Fendmenos hemorragicos 8 6,6 8 9,9 16 7.9 0,564
Ictericia 3 2,5 12 14,8 15 7,4 0,003
Alteracdo de consciéncia 6 5,0 7 8,6 13 6,4 0,451
Sudorese 3 2,5 9 11,1 12 59 0,025
Calafrios 4 3,3 7 8,6 11 54 0,186
Escurecimento da pele - - 2 2,5 2 1,0 0,311

Nota: Cada paciente pode apresentar um ou mais sinais e/ou sintomas.

Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por

Yates.

As comorbidades ou outras condi¢cdes associadas estiveram frequentemente

presentes nos pacientes e podem ser visualizadas na tabela 5.

Quando comparados adultos e criangas, 0s primeiros apresentaram namero

maior de comorbidades, teste de Mann-Whitney p < 0,001.
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Tabela 5 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e as comorbidades e condi¢cdes associadas, NHU/UFMS — 2003

a 2008
Criancas Adultos Total
Comorbidades e condicbes
associadas (n=121) (n=81) (n=202) p
% Ne. % Ne. %
Pneumonia 21 174 9 111 30 149 0,307
Insuficiéncia hepatica/ T AST/ALT 7 58 11 13,6 18 89 0,098
HIV/SIDA 1 0,8 12 148 13 6,4 <0,001
Etilismo - - 12 14,8 12 59 <0,001
Hipertensao arterial sistémica - - 12 148 12 59 <0,001
IRC/T uréia e/ou creatinina 1 0,8 9 111 10 50 0,003
Desnutricdo 1 0,8 7 8,6 8 4,0 0,015
Diabetes mellitus - - 8 9,9 8 40 0,002
Tuberculose - - 5 6,2 5 2,5 0,021
Citomegalovirus 1 0,8 3 3,7 4 2,0 0,356
Insuficiéncia cardiaca congestiva - - 4 49 4 2,0 0,051
Hemoglobinopatia - - 4 49 4 2,0 0,051
Hepatite B 1 0,8 2 2,5 3 15 0,724
Hepatite C - - 3 3,7 3 15 0,124
Herpes zoster 2 1,7 1 1,2 3 1,5 0,810
Bronquite 2 1,7 - - 2 1,0 0,662
Asma 1 0,8 - - 1 0,5 0,412
Cirrose - - 1 1,2 1 0,5 0,840
DPOC - - 1 1,2 1 0,5 0,840
Gestacado - - 1 1,2 1 0,5 0,840
Hepatite A - - 1 1,2 1 0,5 0,840
HTLV - - 1 1,2 1 0,5 0,840
Lupus eritematoso sistémico - - 1 1,2 1 0,5 0,840
Leucemia mieloide aguda - - 1 1,2 1 0,5 0,840
Mieloma multiplo - - 1 1,2 1 0,5 0,840
Toxoplasmose 1 0,8 - - 1 0,5 0,412

Nota: Cada paciente pode apresentar uma ou mais condi¢des.
Se p = 0,05 - diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por

Yates.
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Condicdes associadas estavam presentes em 61,7% (50) dos adultos. Dentre
as criancas, apenas 25,6% (31) apresentaram comorbidade, e & excecdo de um
caso com seis patologias relatadas simultaneamente, as demais tinham no maximo
trés. Houve associacdo entre a presenca de comorbidades e a idade, teste Qui-
Quadrado p < 0,001 (Tabela 6).

Tabela 6 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o0 grupo
etario e a presenca ou ndo de comorbidades e/ou condi¢des associadas,
NHU/UFMS — 2003 a 2008

Comorbidades Criancas Adultos
e/ou condi¢des (n=121) (n=81) P
associadas N°. % N°. %
Presentes 31 25,6 50 61,7
< 0,001
Ausentes 90 74,4 31 38,3

Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado
corrigido por Yates.

Nos pacientes coinfectados Leishmania/HIV foram observados casos de
associacdo com CMV, TB (6bito), HTLV e Herpes zoster (6bito), além de dois
pacientes com pneumonia (um de 06bito).

Casos fatais ocorreram somente entre os adultos (25,9%), principalmente
naqueles com 40 anos ou mais. Nestes casos, destacou-se a presenca de
emagrecimento e palidez.

Quanto a presenca de comorbidades entre os pacientes adultos, os sujeitos
que foram a Obito (21) apresentaram numero maior de comorbidades do que
agueles que evoluiram para cura (60), teste de Mann-Whitney p < 0,001 (Tabela 7).
O etilismo foi encontrado como primeira condicdo mais prevalente entre os pacientes
com desfecho fatal.

As alteracbes hematoldgicas e bioquimicas mais prevalentes podem ser
visualizadas nas tabelas 8 e 9, respectivamente.

Os resultados dos exames hematolégicos ndo constavam no prontuario de
quatro adultos, portanto, para essa analise foram considerados 77 pacientes. A
anemia foi marcante (96,5%) em todos 0s grupos, enquanto a leucopenia foi mais

observada em adultos.
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De modo semelhante, os resultados de exames bioquimicos somente
estavam presentes no prontuario de 71 dos adultos e de 118 criancas. A
trigliceridemia somente foi relatada no prontuario de dois pacientes adultos e estava

acima dos valores normais em ambos.

Tabela 7 — Estatistica descritiva do numero de comorbidades em pacientes com
leishmaniose visceral segundo o desfecho entre adultos, NHU/UFMS —

2003 a 2008
_ Quartil Quartil . o
Desfecho Mediana Minimo Maximo
25% 75%
Obito 3 2 4 0 5
Cura 0,5 0 1 0 3

Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste de Mann-Whitney p < 0,001.

Tabela 8 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e as alteragcées hematoldgicas, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criancas Adultos Total
Alteracdes hematolégicas (n=121) (n=77) (n=198) p

Ne. % Ne. % Ne. %
\2 Hemoglobina 115 95,0 76 98,7 191 96,5 0,335
! Hematdcrito 113 93,4 74 96,1 187 94,4 0,620
! Leucécitos 85 70,2 66 85,7 151 76,3 0,020
I Segmentados 71 58,7 21 27,3 92 46,5 <0,001
T Segmentados 11 9,1 19 247 30 15,2 0,006
T Bastdes 63 52,1 43 55,8 106 53,5 0,709
T Eosindfilos 3 2,5 8 10,4 11 5,6 0,040
T Basofilos 1 0,8 - - 1 0,5 0,424
T Linfécitos 50 41,3 21 27,3 71 35,9 0,063
Linfocitos Atipicos 38 31,4 12 15,6 50 25,3 0,020
T Monécitos 44 36,4 34 44,2 78 39,4 0,345
\2 Plaguetas 104 86,0 63 81,8 167 84,3 0,562
T VHS 36/46* 78,3 29/29* 100,0 65/75* 86,7 0,019

Nota: Cada paciente pode apresentar uma ou mais alteracdes laboratoriais.
* nimero de observagdes/nimero de investigacdes.
Se p £ 0,05 — diferenga estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por Yates.
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Tabela 9 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e as alterag6es bioquimicas, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criancas Adultos Total
AlteracBes bioquimicas (n=118) (n=71) (n=189) P
N®. % N°. % N°. %
! Proteinas totais 17 14,4 6 8,5 23 12.2 0,326
T Proteinas totais 31 26,3 34 479 65 344 0,004
! Albumina 86 72,9 50 831 145 76,7 0,152
T Globulinas 83 70,3 58 81,7 141 74,6 0,118
Inversdo A/G 63 53,4 51 71,8 114 60,3 0,019

Nota: Cada paciente pode apresentar uma ou mais alteracdes laboratoriais.
Se p £ 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por Yates.

Dentre as alteracbes bioquimicas destaca-se a reducdo dos niveis de
albumina sérica com o aumento das globulinas, ocasionando a inversdao dessas
fracbes protéicas. N&do foi possivel avaliar a contribuicdo de y-globulinas neste
incremento, pois somente sete prontuarios forneciam essa informacao.

O aumento da VHS foi relacionado com a elevacgéo das globulinas, teste Qui-
Quadrado p = 0,017 (Tabela 10), mas ndo houve associagcdo com o0 aumento das

proteinas totais, teste Qui-Quadrado p = 0,673.

Tabela 10 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o
aumento da VHS e elevagao das globulinas, NHU/UFMS — 2003 a

2008
1 Globulinas
VHS Sim N&ao Total )
aumentada (n=55) (n=18) (n=73)
Ne°. % N°. % N°, %
Sim
) 51 92,7 12 66,7 63 86,3 0,017
N&o 4 7.3 6 33,3 10 13,7

Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por
Yates.
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5.2 Dados referentes aos métodos diagnosticos

Quanto ao diagndstico da parasitose, 0 exame parasitolégico direto foi
utilizado em todos os sujeitos da pesquisa, uma vez que foi considerado critério de
inclusdo, e obteve 95,0% de positividade. A cultura foi realizada em apenas 190
casos e positiva em 62,6%. A sorologia por IFI foi solicitada em 83 casos e o teste
rapido em 15. Embora ambos tenham apresentado percentual de positividade
diferente entre criancas e adultos, esta diferenca ndo pode ser considerada
significativa para a idade, teste Qui-Quadrado p = 0,164 e p = 0,714,
respectivamente (Tabela 11).

Analisando os resultados da microscopia e das demais técnicas, houve
discordancia estatisticamente significativa em relacdo a cultura e sorologia, teste de
McNemar p < 0,001 para ambas. Quanto ao teste rapido, ndo foi possivel essa
avaliacdo em virtude do pequeno numero de pacientes que tiveram esse exame

realizado.

Tabela 11 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e os métodos diagndsticos, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Métodos Criangas Adultos Total
diagnosticos Ne./n* % Ne./n* % Ne./n* % P
Microscopia 117/121 96,7 75/81 92,6 192/202 950 0,324
Cultura 69/114 60,5 50/76 65,8 119/190 626 0,561
Sorologia (IFI) 43/56 76,8 16/27 59,3 59/83 71,1 0,164
Teste rapido 5/8 62,5 5/7 71,4 10/15 66,7 0,714

* N°./n= nlimero de positivos/nimero de investigacGes
Se p £ 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por Yates.

5.3 Avaliagdo da medula 6ssea

Na analise das laminas de medula 6ssea, as espiculas estavam ausentes em
59,4% (Figura 4 A), equanto em 40,6% foram visualizados fragmentos e/ou
aglomerados de células medulares (Figura 4 B). Entre as criancas, 43,0% dos
esfregacos apresentaram-se sem fragmentos ou aglomerados celulares, ao passo

gue entre os adultos as espiculas estavam ausentes em 84,0% das laminas. Houve
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associacao entre a presenca de espiculas e a idade, teste Qui-Quadrado p < 0,001
(Tabela 12).

Tabela 12 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo 0 grupo
etario e a presenca de espiculas e/ou aglomerados em esfregaco de
medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criancas Adultos Total
Espiculas e/ou
(n=121) (n=81) (n=202) p
aglomerados
Ne. % N°. % Ne. %
Presentes
69 57,0 13 16,0 82 40,6 <0,001
Ausentes 52 43,0 68 84,0 120 59,4
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por

Yates.

Ainda em relacdo a presenca de espiculas, observou-se que na auséncia
delas a grande maioria das amostras, 95,0% (114), se apresentou com celularidade
inadequada (Figura 4 C). Porém, quando os fragmentos estavam presentes (82) a
celularidade foi insatisfatoria em apenas 22,0% (18) dos casos. Houve associacao
entre a presenca de espiculas e boa celularidade (Figura 4 D), teste Qui-Quadrado p
< 0,001 (Tabela 13).

Tabela 13 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo a
celularidade e a presenca de espiculas em esfregaco de medula
0ssea, NHU/UFMS - 2003 a 2008

Espiculas
Total

Ausentes Presentes
Celularidade (n=202) p

(n=120) (n=82)

Ne. % N°. % Ne. %
Insatisfatoria
. . 114 95,0 18 22,0 132 65,3 < 0,001
Satisfatoria 6 5,0 64 78,0 70 347

Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por
Yates.



77

Figura 4 — Presenca de espiculas e celularidade em esfregaco de medula 6ssea de
pacientes com leishmaniose visceral, NHU/UFMS — 2003 a 2008. A:
Lamina de material medular sem espiculas; B: Lamina de material
medular com espiculas; C: Celularidade insatisfatéria no esfregaco sem
espiculas; D: Boa celularidade em esfregaco com espiculas

Uma vez que a celularidade insatisfatéria foi relacionada com a auséncia de
espiculas (Figura 4 A e C) a contagem diferencial das células tornou-se inviavel, pois
os resultados néo seriam fidedignos.

A presenca ou ndo de espiculas no esfregaco medular também foi
relacionada com a presenca do parasita (Figura 5) de modo que, quando as
particulas estavam ausentes 15,0% tinham frequentes ou muitas formas
parasitarias. Em contrapartida, na presenca de espiculas 30,5% das amostras
apresentaram frequentes ou muitas amastigotas. Houve associacdo entre a
presenca de espiculas e a frequéncia de amastigotas, teste Qui-Quadrado p = 0,014
(Tabela 14).

Embora a maior parte das laminas com riqueza de amastigotas fosse
proveniente de AMO de criancas, nao foi estabelecida diferenca significativa entre a
frequéncia do parasita e a idade dos sujeitos desse trabalho, teste Qui-Quadrado p =
0,096 (Tabela 15).
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Figura 5 — Amastigotas em esfregaco de medula Ossea de pacientes com
leishmaniose visceral, NHU/UFMS — 2003 a 2008. A: Ninho de
amastigotas; B: Amastigotas no interior de macréfago com detalhe
para o cinetoplasto (pontas de setas); C: Amastigotas livres (setas) no
esfregago proximas a um macréfago rompido; D: Concentragcdo de
amastigotas (setas) proximas a espicula

Tabela 14 - Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo a
frequéncia de amastigotas e a presenca de espiculas em esfregaco
de medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Espiculas
Total
_ Ausentes Presentes
Amastigotas (n=202) p
(n=120) (n=82)
Ne°. % Ne°. % Ne. %
Raras ou poucas 102 85,0 57 695 159 787 ..,
Frequentes ou muitas 18 15,0 25 30,5 43 21,3 ’

Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por
Yates.



79

Tabela 15 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e a frequéncia de amastigotas em esfregaco de medula dssea,
NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criancas Adultos Total
Amastigotas (n=121) (n=81) (n=202) P
Ne. % Ne. % Ne. %
Raras ou poucas 90 744 69 85,2 159 78,7 0,096
Frequentes ou muitas 31 256 12 14,8 43 21,3
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por

Yates.

Quanto a presenca dos precursores plaquetarios, ndo foram visualizados ou
estavam reduzidos em 65,3% dos pacientes. Em relacdo a idade, 88,9% dos adultos
tiveram os megacariocitos ausentes ou reduzidos. Por outro lado, entre as criancas
tais células estavam ausentes ou reduzidas em apenas 49,6% dos casos. Houve
associacdo entre a idade e a presenca dos precursores plaquetarios, teste Qui-
Quadrado p < 0,001 (Tabela 16). A figura 6 mostra algumas alteracdes displasicas
presentes nesta série tais como emperipolese, projecdes citoplasmaticas e formas

imaturas, além de um osteoclasto para diferenciacdo de megacariécito maduro.

Tabela 16 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e a presenca de megacariocitos em esfregaco de medula 6ssea,
NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criangas Adultos Total
Megacariocitos (n=121) (n=81) (n=202) p
Ne. % Ne. % Ne°. %
Presentes
Ausentes ou Reduzidos zé jg: 72 ;;; 1;2 Z:; <0.001
Nota: ?e p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por
ates.

Ainda avaliando a presenca de megacariocitos, relacionou-se a presenca
dessas células naqueles individuos que apresentavam plaguetopenia no
hemograma. Houve associacdo quanto a idade, teste Qui-Quadrado p < 0,001
(Tabela 17).
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Figura 6 — Alteracfes displasicas na série megacariocitica em esfregaco de medula
Ossea de pacientes com leishmaniose visceral, NHU/UFMS — 2003 a
2008. A: Emperipolese; B: Megacariocito com proje¢des citoplasmaticas;
C: Megacariocito imaturo; D: Osteoclasto para diferenciagcdo de
megacariocito maduro

Tabela 17 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral e plaquetopenia
segundo o grupo etario e a frequéncia de megacariocitos em esfregaco
de medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criangas Adultos Total
Megacariécito (n=104) (n=63) (n=167) p
Ne°. % Ne°. % Ne°. %
Presentes
Ausentes ou reduzidos : 451;3 5: ;i; 12; 222 <0.001
Nota: ?{etp < 0,05 - diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por
ates.

A plasmocitose esteve presente em 63,9% dos casos. Plasmécitos e células
de Mott (Figuras 7 A, B, C e D) se apresentaram de forma semelhante entre criancas
e adultos, ndo havendo diferenca estatistica, teste Qui-Quadrado p = 0,118 e p =

0,860, respectivamente (Tabela 18). Restos celulares de plasmadcitos e células de
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Mott (Figura 7 E) foram vistos comumente, e plasmdécitos flamejantes foram

raramente observados (Figura 7 F).

Tabela 18 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e a presenca de plasmacitos e células de Mott em esfregaco de
medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criancas Adultos Total
(n=121) (n=81) (n=202) p
Ne. % Ne. % Ne. %
Plasmocitos
Normal 38 31,4 35 43,2 73 36,1 0.118
Aumentado 83 68,6 46 56,8 129 63,9
Célula de Mott
Presente
20 16,5 15 18,5 35 17,3 0.860
Ausente 101 835 66 815 167 827
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por

Yates.

Avaliando a presenca de plasmoécitos entre o0s individuos com
hiperglobulinemia, houve associacdo entre a presenca de plasmécitos no tecido

medular e a hiperglobulinemia, teste Qui-Quadrado p = 0,018 (Tabela 19).

Tabela 19 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo a
frequéncia de plasmécitos em esfregaco de medula éssea e
a globulinemia, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Plasmoécito
Normal Aumentado
T Globulinas (n=66) (n=123) P
Ne. % Ne. %
Sim 42 63,6 99 805 o018
No 24 364 24 195

Nota: Se p < 0,05 - diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado
corrigido por Yates.
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Figura 7 — Plasmdcitos, células de Mott e flamejantes em esfregaco de medula
O0ssea de pacientes com leishmaniose visceral, NHU/UFMS — 2003 a
2008. A: Plasmocitose; B: Plasmdcitos binucleados; C: Célula de Mott;
D: Plasmdcito com expansao citoplasmatica; E: Resto citoplasmatico de
célula de Mott; F: Plasmdcito flamejante

A presenca de rouleaux (Figura 8) no esfregaco ndo teve associagcao
estatistica com a idade, teste Qui-Quadrado p = 0,978, como pode ser observado na
tabela 20.
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Tabela 20 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e a presenca de rouleaux em esfregaco de medula
0ssea, NHU/UFMS - 2003 a 2008

Criancas Adultos Total
Rouleaux (n=121) (n=81) (n=202) P
Ne. % N°. % N°. %
Presente 103 85,1 68 840 171 847 o
Ausente 18 14,9 13 16,0 31 153
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por
Yates.

Figura 8 — Rouleaux em esfregaco de medula 6ssea de paciente com
leishmaniose visceral, NHU/UFMS — 2003 a 2008.

Quando analisada a relacdo de rouleaux com as alteragBes protéicas nos
exames bioquimicos, verificou-se associagdo com o aumento de proteinas totais,
teste Qui-Quadrado p = 0,015 (Tabela 21), e com o aumento de globulinas, teste
Qui-Quadrado p = 0,002 (Tabela 22).

Os histiocitos estavam aumentados em 56,9% dos pacientes (Figura 9 A).
Entre as criangas a histiocitose esteve presente em 66,9% dos casos, enquanto
apenas 42,0% dos adultos a apresentaram. Houve associagao entre a presenca
aumentada de histiécitos e a idade, teste Qui-Quadrado p < 0,001 (Tabela 23).
Foram observados células blasticas e macréfagos ativados com intensa

vacuolizagéo.
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Tabela 21 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo a
elevacdo de proteinas totais e a presenca de rouleaux em esfregaco
de medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a 2008

T Proteinas totais

Total
Sim Né&o (n=189)
Rouleaux (n=65) (n=124) p
Ne. % Ne. % N°. %
Presente
61 93,8 98 79,0 159 84,1 0,015
Ausente 4 6,2 26 21,0 30 15,9
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por
Yates.

Tabela 22 - Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo a
globulinemia e a presenca de rouleaux em esfregaco de medula
0ssea, NHU/UFMS - 2003 a 2008

1 Globulinas
Total
Sim Nao (n=189)
Rouleaux (n=141) (n=48) P
Ne. % Ne. % N°. %
Presente 126 894 33 687 159 841 ..,
Ausente 15 10,6 15 31,3 30 159
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por
Yates.

Tabela 23 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e a presenca de histiécitos em esfregaco de medula éssea,
NHU/UFMS - 2003 a 2008

Criangas Adultos Total
Histiocitos (n=121) (n=81) (n=202) p
Ne. % Ne. % Ne. %
Normal 40 331 47 58,0 87 431 _(001
Aumentado 81 66,9 34 420 115 56,9
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por

Yates.

A presenca de tart cell e/ou hemofagocitose (Figura 9 B, C, D, E e F) foi
verificada em 45,0% dos pacientes. As criangcas apresentaram tart cell e/ou

hemofagocitose em 56,2% dos casos, enquanto entre adultos esse percentual foi de
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apenas 28,4%. Houve associacao entre a presenca de tart cell e/ou hemofagocitose
e a idade, teste Qui-Quadrado p < 0,001 (Tabela 24).

Figura 9 — Histiocitos, tart-cell e hemofagocitose em esfregaco de medula 6ssea de
pacientes com leishmaniose visceral, NHU/UFMS — 2003 a 2008. A:
histiocitose acentuada; B: Tart-cell;, C: Fagocitose de precursor
eritrocitico; D: Fagocitose de precursor granulocitico; E: Fagocitose de
células diversas; F: Fagocitose de eritrocitos ou eritrofagocitose e
amastigotas
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Tabela 24 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e a presenca de tart cell e/ou hemofagocitose em esfregaco de
medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criancas Adultos Total
Tart cell e/ou
(n=121) (n=81) (n=202) P
hemofagocitose
Ne. % Ne. % Ne. %
Presente
68 56,2 23 28,4 91 45,0 < 0,001
Ausente 53 43,8 58 71,6 111 55,0
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por

Yates.

A presenca de tart cell e/lou hemofagocitose foi ainda relacionada com a
frequéncia de parasitas no esfregaco medular. Do total de 202 pacientes, 45,0% (91)
apresentaram esses tipos celulares, sendo que em 71,4% deles as amastigotas
eram raras ou poucas e 28,6% apresentaram frequentes ou muitas amastigotas.
Houve associacdo entre a frequéncia de parasitas e a presenca de tart cell e/ou

hemofagocitose, teste Qui-Quadrado p = 0,034 (Tabela 25).

Tabela 25 - Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo a
presenca de tart cell e/ou hemofagocitose e a frequéncia de
amastigotas em esfregaco de medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a

2008
Tart cell e/ou hemofagocitose
Total
Presentes Ausentes
Amastigotas (n=202) p
(n=91) (n=111)

N°. % Ne°. % N°. %
Raras ou poucas 65 71,4 94 847 159 787  oa,
Frequentes ou muitas 26 28.6 17 15,3 43 21,3 ’
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por

Yates.

Embora ndo usual, foram visualizados parasitas no interior de precursores e
PMN neutréfilos e eosindfilos, 20,8% (Figura 10 A e B). Foram observados em
22,3% (27) das criangcas e em 18,5% (15) dos adultos. Entre os casos com
amastigostas frequentes no esfregaco medular, 67,4% apresentaram parasitismo em

PMN; jA nos casos em que havia raras ou poucas amastigotas 8,2% continham
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essas células parasitadas. Houve associagdo entre a frequéncia de parasitas e a
presenca de parasitismo em PMN, teste Qui-Quadrado p < 0,001 (Tabela 26).

Tabela 26 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo a
frequéncia de amastigotas e a presenca de polimormonucleares
(PMN) parasitados em esfregagco de medula éssea, NHU/UFMS -

2003 a 2008
Amastigotas
Raras ou Frequentes Total
PMN parasitados poucas ou muitas (n=202) p
(n=159) (n=43)
N°. % N°. % N°. %
Presentes
13 8,2 29 67,4 42 20,8 <0,001
Ausentes 146 91,8 14 326 160 792
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por

Yates.

Figura 10 — Precursores de polimorfonucleares parasitados em esfregaco de medula
Ossea de pacientes com leishmaniose visceral, NHU/UFMS — 2003 a
2008

Verificou-se também a presenca de parasitismo em eritroblastos
ortocromaticos e plasmécito (Figura 11 A e B) nas laminas de sete pacientes (3,5%)
e um paciente (0,5%), respectivamente. Houve associacdo entre a presenca de
parasitas nestas células e a frequéncia de amastigotas, teste Qui-Quadrado p <
0,001 (Tabela 27).
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Tabela 27 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo
afrequéncia de amastigotas e a presenca de eritroblastos
ortocromaticos ou plasmacito parasitados em esfregaco de medula
0ssea, NHU/UFMS - 2003 a 2008

Amastigotas

Raras ou Frequentes Total
Eritroblasto ou )
_ _ poucas ou muitas (n=202) p
plasmacito parasitado
(n=159) (n=43)

N°. % N°. % Ne. %

Presentes - -
8 18,6 8 4,0 < 0,001
Ausentes 159 100,0 35 814 194 96,0
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por
Yates.

Figura 11 — Eritroblasto ortocromatico (A) e plasmacito (B) parasitados em esfregaco
de medula éssea de pacientes com leishmaniose visceral, NHU/UFMS —
2003 a 2008

O aumento de precursores eosinofilicos (Figura 12 A) no material medular foi
constatado em 44,1% dos pacientes, sendo que houve eosinofilia em 53,7% das
criangas e em 29,6% dos adultos. Granulos mistos nos eosindéfilos também foram
observados (Figura 12 B), estando presentes em 21,3% das laminas. Entre as
criancas 28,9% os apresentaram, enquanto apenas 9,9% das amostras de adultos
mostraram essa alteracdo celular. Houve associacédo entre a idade e a eosinofilia,
bem como com a presenca de granulos mistos, teste Qui-Quadrado p = 0,002 para

ambas as analises (Tabela 28).
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N&o houve associacdo entre a presenca de eosinofilia medular com o
aumento dessas células no sangue periférico, teste Qui-Quadrado p = 0,357 (Tabela
29).

Tabela 28 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e a presenca de eosindfilos e granulos mistos em esfregaco de
medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criancas Adultos Total
(n=121) (n=81) (n=202) p
Ne. % Ne. % Ne°. %
Eosinofilos
Ausente 31 25,6 27 33,3 58 28,7
Normal 25 20,7 30 37,1 55 27,2 0,002
Aumentado 65 53,7 24 29,6 89 44,1
Granulos mistos
Presentes
35 28,9 8 9,9 43 21,3 0,002
Ausentes 86 71,1 73 90,1 159 78,7
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por

Yates.

Figura 12 — Eosinofilia (A) e granulagdo mista em eosindfilos (B) em esfregaco de
medula 6ssea de pacientes com leishmaniose visceral, NHU/UFMS —
2003 a 2008

Expansfes citoplasmaticas (blebbing) nas diversas séries celulares foram
vistas em 75,2% das laminas analisadas (Figura 13 A e B). Em relacéo a idade, esta
estrutura foi mais freqiente nas criancas (83,5%). Houve associacdo entre a
presenca de blebbing e a idade, teste Qui-Quadrado p = 0,002 (Tabela 30).
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Tabela 29 — Distribuicdo de pacientes com leishmaniose visceral segundo a
frequéncia de eosindéfilos no sangue periférico e no esfregaco de
medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Eosindfilos (medula 6ssea)

Eosinofilos Ausente Normal Aumentado
(sangue periférico) (n=58) (n=55) (n=89) P
Ne. % N°. % Ne. %
Ausente 36 62,0 36 65,5 44 49,5
Normal 19 328 17 30,9 39 438 0357
Aumentado 3 5,2 2 3,6 6 6,7

Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado.

Tabela 30 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e a presenca de expansdes citoplasmaticas (blebbing) em
esfregaco de medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criangas Adultos Total
Expansdes
P (n=121) (n=81) (n=202) 0
citoplasmaéticas

N°. % N°. % N°. %

Presentes 101 83,5 51 63,0 152 75,2 0.002

Ausentes 20 16,5 30 37,0 50 24,8

Nota: Se p < 0,05 - diferencga estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por

Yates.

Fragmentos celulares originados de granulédcitos (granular stippling),
neutrofilos e eosinofilos, estiveram presentes em 55,0% dos esfregacos medulares,
com predominio entre as criangas 66,9% (Figura 13 C). Houve associacéo entre a

presenca dessa estrutura e a idade, teste Qui-Quadrado p < 0,001 (Tabela 31).

Tabela 31 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e a presenca de fragmentos de granuldcitos (granular stippling)
em esfregaco de medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criangas Adultos Total
Fragmentos de
g (n=121) (n=81) (n=202) D
granulécitos
Ne. % Ne. % Ne. %
Presentes
81 66,9 30 37,0 111 55,0 < 0,001
Ausentes 40 33,1 51 63,0 91 450

Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por
Yates.
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FracOes citoplasmaticas de macrofagos e restos celulares diversos (basophilic
bare cell) estavam presentes em 66,8% dos casos (Figura 13 D). Foram observados
em 74,4% das criancas, enquanto que entre os adultos apenas 55,6% o0s
apresentaram. Houve associacdo entre a presenca de BBC e a idade, teste Qui-
Quadrado p = 0,009 (Tabela 32).

Tabela 32 — Distribuicdo de pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e a presenca de restos celulares diversos (basophilic bare cell)
em esfregaco de medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criangas Adultos Total
Restos celulares
(n=121) (n=81) (n=202) p
diversos
Ne°. % N°. % N°. %
Presentes 90 744 45 556 135 668 09
Ausentes 31 256 36 44,4 67 3372
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por
Yates.

Figura 13 — Expans0fes citoplasméticas (A e B), restos celulares de granuldcitos (C)
e de macréfagos (D) em esfregaco de medula 6ssea de pacientes com
leishmaniose visceral, NHU/UFMS — 2003 a 2008
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Nesta casuistica 44,6% dos pacientes apresentaram nos esfregagos
medulares transformag&o gelatinosa vista como material extracelular amorfo de
coloracao eosinofilica (Figura 14). Houve predominio em criancas e associa¢cdo com
a idade, teste Qui-Quadrado p < 0,001 (Tabela 33).

Tabela 33 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e a presenca de transformacdo gelatinosa em esfregaco de
medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Criangas Adultos Total
Transformacdao
(n=121) (n=81) (n=202) p
gelatinosa
Ne. % N°. % Ne°. %
Presente
70 57,9 20 24,7 90 44,6 < 0,001
Ausente 51 42,1 61 75,3 112 55,4
Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por
Yates.

Figura 14 — Transformacao gelatinosa em esfregaco de medula éssea de pacientes
com leishmaniose visceral, NHU/UFMS — 2003 a 2008, em menor (A) e
maior aumento (B)

Outras alteracfes celulares observadas neste trabalho foram: células gigantes
multinucleadas, ponteados basoéfilos, falha de hemoglobinizacdo, cariorrexis em
eritroblastos, megaloblastos, que caracterizam diseritropoese; metamieldcitos
gigantes, células em rosca, vacuolizacdo citoplasmatica, hipogranulacdo e
granulacgéo toxica. Eventualmente foram visualizados dacridcitos e células em alvo.

Alteracdes apoptéticas degenerativas foram observadas em precursores

neutrofilicos como pode ser visualizado na figura 15.
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Figura 15 — Célula apoptética em esfregaco de medula 6ssea de paciente com
leishmaniose visceral, NHU/UFMS — 2003 a 2008

Abaixo sédo descritos os casos de associacdo com leucemia mieloide aguda
(um), mieloma multiplo (um) e hemoglobinopatia (quatro).

No caso de associacdo com leucemia mieloide aguda o paciente, de 50 anos,
desenvolveu pneumonia e foi a Obito. Quanto aos resultados laboratoriais,
apresentou marcada pancitopenia com neutrofilia relativa e hiperglobulinemia. Na
lamina, as espiculas e trilhas ndo estavam presentes, mas ainda assim a
celularidade estava aumentada com muitos blastos, megacariocitos reduzidos,
eosindfilos presentes em quantidade normal e raras amastigotas. Foi tratado com
anfotericina B lipossomal.

O paciente com mieloma multiplo, 61 anos, recebeu anfotericina B e teve trés
recidivas no periodo de dois anos até a ocasido do Obito por sepse. Nos exames,
acentuada pancitopenia com linfocitose relativa e aumento das globulinas
plasmaticas. O esfregaco medular desse paciente apresentou-se sem espiculas e
sem trilhas, com celularidade reduzida, poucos megacariocitos, aumento de
linfécitos e plasmocitos com presenca de plasmoblastos, rouleaux, hipocromia,
eosinofilia e fragdes citoplasmaticas dessas células. As amastigotas presentes eram
grandes e vacuolizadas, foram raras na primeira amostra medular e frequentes no
material de exame posterior.

Quatro pacientes adultos eram portadores de hemoglobinopatia e todos
apresentaram febre, astenia, hepatoesplenomegalia, anemia, aumento das proteinas

plasmaticas com acentuada inversdo da razdo A/G e no tecido medular,
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plasmocitose, auséncia de hemofagocitose e de granulos mistos em eosindfilos.
Dois deles foram tratados com antimoniato, sendo que um desenvolveu pancreatite
e o outro foi a 6bito.

Os achados mais comuns, assim como 0S mais raros que podem estar
presentes na medula 6ssea de pacientes com LV, encontram-se na tabela 34. Na
distribuicdo dos mesmos foram considerados achados frequentes acima de 50%:
rouleaux, expansdes citoplasmaticas, fragmentos celulares diversos, plasmocitose,
histiocitose e fragmentos de granulécitos; achados comuns entre 30 e 50%: tart cell
e/ou hemofagocitose, transformacéo gelatinosa e eosinofilia; e achados raros abaixo
de 30%: eosindfilos com granulagdo mista, polimorfonuclear parasitado, células de

Mott e eritroblasto ortocromatico ou plasmacito parasitado (Figura 16).

Tabela 34 — Distribuicdo dos pacientes com leishmaniose visceral segundo o grupo
etario e a frequéncia das alteracdes na medula 6éssea, NHU/UFMS —

2003 a 2008
Criancas Adultos Total
AlteracGes na medula 6ssea (n=121) (n=81) (n=202) P
Ne. % Ne. % Ne. %
Rouleaux 103 85,1 68 84,0 171 84,7 0,978
Expansdes citoplasmaticas 101 835 51 630 152 752 0,002
Fragmentos celulares diversos 90 74,4 45 556 135 66,8 0,009
Plasmocitose 83 68,6 46 56,8 129 63,9 0,118
Histiocitose 81 66,9 34 42,0 115 56,9 <0,001
Fragmentos de granul6citos 81 66,9 30 37,0 111 55,0 <0,001
Tart cell e/ou hemofagocitose 68 56,2 23 28,4 91 45,0 <0,001
Transformacdo gelatinosa 70 579 20 247 90 44,6 <0,001
Eosindfilia 65 53,7 24 29,6 89 44,1 0,002
Eosindfilos com granulagcdo mista 35 28,9 8 9,9 43 21,3 0,002
Polimorfonuclear parasitado 27 22,3 15 18,5 42 20,8 0,635
Células de Mott 20 16,5 15 18,5 35 17,3 0,860
Eritroblasto ou plasmacito parasitado 7 5,8 1 1,3 8 40 0,209

Nota: Cada paciente pode apresentar uma ou mais alteracées medulares.
Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste Qui-Quadrado corrigido por Yates.
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Rouleaux W

Expansoes citoplasmaticas W
Fragmentos celulares diversos W
Plasmocitose W

Histiocitose W

Fragmentos de granuldcitos W
Tart cell e/ou hemofagocitose W
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Paolimorfonuclear parasitado
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Figura 16 — Distribuicdo (%) dos pacientes com leishmaniose visceral segundo as
alteracdes no esfregaco de medula 6ssea, NHU/UFMS — 2003 a 2008
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6 DISCUSSAO

A maioria dos pacientes do presente estudo foi criangca com idade de quatro
meses até 13 anos e predominio em pacientes com idade inferior a cinco anos,
seguindo o que é descrito na literatura (BRASIL, 2006a; PEDROSA; ROCHA, 2004;
RAl et al., 2008).

Embora a maior suscetibilidade das criancas seja normalmente atribuida a
imaturidade imunolégica e a desnutricdo (BRASIL, 2006a; COLLIN et al., 2004),
neste estudo apenas um caso de desnutricdo infantil foi relatado.

Entre os adultos ocorreram mais casos na faixa etaria de 20 até 39 anos
confirmando a tendéncia atual da parasitose em alguns focos urbanos nos quais se
observa modificacdo da distribuicdo dos casos por grupo etario, com ocorréncia de
altas taxas em adultos jovens (SILVA et al., 2001).

Quanto a distribuicdo por sexo, os homens foram maioria entre os adultos, e
em menor propor¢cdo no grupo infantil. O discreto predominio do sexo masculino
entre criancas também foi relatado por Pastorino et al. (2002). Possivelmente essa
diferenca na distribuicdo do sexo em relacéo a idade esteja relacionada a fatores de
maior exposicdo como moradia, trabalho e lazer, uma vez que a infeccdo pode
ocorrer independente do sexo (OLIVEIRA et al., 2008).

Nos ultimos anos tem ocorrido uma mudanca no padrdao de transmisséao da
LV que se encontra em franca expansao e urbanizacao no Brasil (BRASIL, 2006a).
Nesta casuistica, embora em alguns prontuarios ndo houvesse a informacdo de
procedéncia nao foram observados pacientes oriundos de outros estados, refletindo
o carater endémico da parasitose em MS, que responde por 77,0% dos casos da
Regido Centro-Oeste; e a for¢ca de transmisséo do parasita, tendo em vista o maior
namero de pacientes procedentes de municipios considerados de transmissao
intensa ou moderada (MINISTERIO DA SAUDE, 2009b).

A maior frequéncia de sujeitos residentes em centros urbanos como a capital
e 0 municipio de Trés Lagoas, entre outros, reforca o processo de urbanizacédo da
LV relatado por outros autores (BRASIL, 2006a; OLIVEIRA, A. L. L. et al., 2006).

A insuficiéncia de algumas informacgdes nos prontudérios, como observado em
relacdo a procedéncia e outros itens da investigacao, ressalta a baixa qualidade do
preenchimento dos prontuarios médicos no Brasil (SILVA; TAVARES-NETO, 2007)
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que, além de outros inconvenientes inerentes ao seu objetivo, limitam ou dificultam
os estudos baseados em dados secundarios como nesta pesquisa.

A grande variabilidade na demora pela procura do atendimento médico pode
explicar as diferencas encontradas quanto aos sinais e sintomas apresentados na
admisséo, que sdo proporcionais ao tempo de evolucdo da doenca (BRUSTOLONI
et al., 2007; PEDROSA; ROCHA, 2004), além de poder ser tempo insuficiente para a
instalacdo das alteracGes cronicas decorrentes da LV (OLIVEIRA et al.,, 2010;
PASTORINO et al., 2002). Ainda assim, houve homogeneidade das manifestacdes
clinicas que compdem o quadro clinico classico da LV descrito por outros autores
(BADARO et al., 1986; CALDAS et al., 2006; PASTORINO et al., 2002; PEDROSA;
ROCHA, 2004; OLIVEIRA, A. L. L. et al., 2006).

Caldas et al. (2006) também encontraram menor tempo entre inicio dos
sintomas e diagndstico para criancas (50 dias) do que para adultos (100 dias), o que
permite inferir maior assisténcia a saude da crianca pelos responsaveis; menor
valorizacdo de sinais e sintomas pelos adultos e/ou que os profissionais hdo pensam
na doenca em adultos uma vez que esta € mais comum em criancas. Porém, deve-
se mencionar que o diagndéstico precoce entre adultos poderia diminuir complicacdes
importantes na evolugéo da parasitose e a mortalidade.

O numero de 6bitos maior entre pacientes com 40 anos ou mais, corrobora
outros relatos e justifica-se pela frequéncia de comorbidades e pelo declinio
imunologico apresentados por esse grupo (COLLIN et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2010).

O emagrecimento mais evidente entre os adultos, em especial naqueles que
evoluiram a Obito reforcam sua possivel associagdo com o0 mau progndstico
(BADARO et al., 1986).

A palidez respondeu pelo quarto item mais comum entre as criangas e esteve
presente em grande parte dos adultos que faleceram. Caldas et al. (2006) acharam
diferenca significativa entre adultos e criangas no que diz respeito a presenca de
palidez em pele e mucosas, podendo esta estar relacionada aos casos mais graves
de anemia (STOLTZFUS et al., 1999).

A presenca de comorbidades ou outras condicbes associadas em maior
guantidade e frequéncia nos pacientes adultos, especialmente entre aqueles que
foram a 6bito, confirmam os achados de outros estudos (ALVARENGA et al., 2010;

OLIVEIRA et al.,, 2010) que associam comorbidade a desfecho desfavoravel.
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Ressalta-se a participacdo dos processos infecciosos como a pneumonia no quadro
grave da LV tanto em adultos como em criangas, provavelmente em virtude da
leucopenia, anemia e imunossupressao favoraveis a sua instalacdo (BARATI et al.,
2008).

O etilismo foi encontrado como primeira condicdo mais prevalente entre os
pacientes com desfecho fatal, corroborando o estudo de Oliveira et al. (2010). Aos
prejuizos hepaticos causados por esse habito somam-se as alteracdes provocadas
pelo parasitismo neste 60rgdo e pela toxicidade dos medicamentos utilizados
(ALVARENGA et al., 2010; MEDEIROS et al., 2007; RATH et al., 2003).

Da mesma maneira, as complica¢des renais sédo relacionadas ao curso da LV
e aos efeitos colaterais da terapia medicamentosa contribuindo para a gravidade
(ALVARENGA et al.,, 2010; RATH et al., 2003; SALGADO FILHO; FERREIRA;
COSTA, 2003). Aliado a isso, menciona-se a alta frequéncia de HAS e DM entre o0s
pacientes que faleceram, possivelmente como consequéncias da idade. Segundo o
Ministério da Saude, a combinacao dessas duas condi¢des responde por 50,0% dos
casos de insuficiéncia renal terminal e comp&em a primeira causa de mortalidade e
hospitalizagbes no Brasil (BRASIL, 2006c, 2006d). Portanto, essas comorbidades
podem dificultar o manejo e tratamento, uma vez que oferecem riscos de
complicagdes sistémicas.

A desnutricdo tem sido incluida entre os fatores que predispdem a evolucao
de formas sintomaticas (BADARO et al., 1986). Nesta pesquisa ocorreu em maior
namero nos pacientes que evoluiram a Obito, corroborando outros estudos que
encontraram associacdo entre a presenca de desnutricdo e o0 risco de morte
(COLLIN et al., 2004, OLIVEIRA et al., 2010).

Sabe-se que as doencgas oportunistas aumentam o risco de morte em
pacientes portadores de HIV independentemente da contagem de células CD4
(CHAISSON et al.,, 1998). Chaisson et al. (1998) ao estudarem pacientes
soropositivos para HIV ndo encontraram associacdo de Herpes zoster com o Obito,
porém a coinfeccdo com CMV aumentava esse risco. Nos casos de coinfec¢éo
Leishmania/HIV os fatores progndsticos, de sobrevida e causas de morte podem
variar de acordo com o grupo estudado (ALVAR et al., 1997). Destaca-se na
presente casuistica a coinfecgdo com o virus entre os adultos, reiterando o carater

oportunista da parasitose com infec¢cbes associadas.
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Experimentalmente, ha um incremento no crescimento de parasitas no interior
de células derivadas da linhagem monocitica infectadas com L. donovani na
presenca de HIV-tipol. Assim, pacientes assintomaticos podem sofrer reativacao do
parasitismo mediante a coinfeccdo com o virus, da mesma forma que pacientes
infectados com o HIV tém maior probabilidade de desenvolver a infeccdo por
Leishmania (WOLDAY et al., 1998).

Os resultados laboratoriais hematolégicos evidenciaram a pancitopenia
tipicamente relatada na parasitose (CALDAS et al., 2006; RAI et al., 2008). Uma vez
que nao ha relacdo com deficiéncia de ferro, vitamina B12 ou folato em alguns casos
de anemia na LV sugere-se que a anormalidade da eritropoese seja uma das
consequéncias da infeccdo (WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987). Por
outro lado, as alteragbes hematolégicas na parasitose sdo descritas como
compativeis com hiperesplenismo (CARTWRIGHT; CHUNG; CHANG, 1948) e com
anemia de inflamacé&o crénica (AL-JURAYYAN et al., 1995), que é caracterizada por
hipoferremia na presenca de estoques adequados de ferro (CANCADO;
CHIATTONE, 2002).

A velocidade de hemossedimentacao (VHS) embora seja um exame bastante
inespecifico devido a grande variedade de condicbes que a influenciam
(COLLARES; VIDIGAL, 2004), encontra-se normalmente elevada nos pacientes com
LV (BRASIL, 2006a; RAI et al., 2008). Na presente amostra ndo constituiu um
achado raro, encontrando-se alterada em grande parte dos pacientes que tiveram
esse exame realizado, e justifica-se pela influéncia do processo infeccioso e
inflamatorio presentes na LV, embora a anemia também possa acarretar essa
alteracdo (COLLARES; VIDIGAL, 2004).

Sabe-se que as proteinas plasmaticas de alto peso molecular podem se ligar
a membrana dos eritrocitos reduzindo o potencial negativo com consequente
formacdo de rouleaux, caracterizado por hemacias empilhadas e aderidas e que
favorece o aumento da VHS (SANTOS; CUNHA; CUNHA, 2000). Isso possivelmente
explica a relagdo do aumento das globulinas com a alteragéo na VHS.

Quanto ao diagnoéstico da parasitose, muitas técnicas com diferentes
sensibilidade e especificidade sao utilizadas, sendo a microscopia considerada o
método confirmatdrio, porém, pelas dificuldades inerentes a esse método cogita-se
sua substituicdo. Embora o critério de inclusdo nesta pesquisa tenha sido a

positividade em métodos parasitolégicos, vale lembrar que a alta positividade do
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parasitologico direto observada, pode ser atribuida a pesquisa sistematica de
amastigotas no esfregaco do aspirado medular, uma vez que o diagnostico sé é
considerado negativo apds a observacdo de quatro laminas, o que também ja foi
constatado por outros pesquisadores (DA SILVA; STEWART; COSTA, 2005).

O encontro de casos falso-negativos para sorologia e teste rapido na presente
casuistica recomenda alerta para a confiabilidade dessas técnicas. Embora a
auséncia de resposta sorolégica em imunocomprometidos com Leishmania tenha
sido relatada (PIARROUX et al., 1994), ndo se aplica a esse estudo, pois nao foi
encontrada essa relacdo entre os pacientes. Em relacdo a utilizagdo do antigeno
rk39 no teste imunocromatogréfico, alguns estudos relatam altas sensibilidade (94-
96%) e especificidade (95-99,7%) (ASSIS et al.,, 2008; BOELAERT et al., 2004;
CHAPPUIS et al., 2006), em outros a sensibilidade ndo passa de 70% (ZIJLSTRA et
al., 2001). Portanto, embora oferecam vantagens como o uso na &area de campo,
resultados em curto espago de tempo e baixo custo operacional (BOELAERT et al.,
2004; DOURADO et al.,, 2007; SUNDAR et al.,, 2007), devem ser usados com
cautela.

A baixa sensibilidade da cultura pode ser atribuida a amostras hemodiluidas
ou pelo fato do paciente estar em tratamento paralelo como observado por Piarroux
et al. (1994). Além disso, em alguns casos a terapia anti-Leishmania € iniciada antes
da coleta do material para o diagnéstico. Considerando ainda a recomendacédo de
inoculacdo em meio de cultura imediatamente apds a obtencdo do aspirado
(BRASIL, 2006a; OPAS, 1996), o crescimento do parasita in vitro poderia estar
sendo influenciado pela relativa demora no envio e processamento da amostra.

Quanto ao estudo da medula éssea, sabe-se que a presenca de espiculas é
um fator determinante da boa qualidade da amostra (RYAN; FELGAR, 2006) e nesta
casuistica foi bastante prejudicado, possivelmente devido a hemodiluicdo pela
técnica de coleta inadequada principalmente nas amostras de adultos.

Segundo Bain (2001a), a anestesia e sedagdo sao recomendadas e podem
explicar a melhor condicdo das amostras de criancas, uma vez que quando
submetidas ao procedimento encontram-se sedadas (BRUSTOLONIY).

A celularidade medular na LV tem sido descrita como normal ou hipercelular

com aumento da atividade eritropoética em diversos estudos, tanto para aspirados

'BRUSTOLONI, Y. M. (Setor de Pediatria, NHU/UFMS). Comunicag&o pessoal, 2010.
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como para biopsias (DANESHBOD; DEHGHANI; DANESHBOD, 2010; DHINGRA et
al., 2010; KAGER; REES, 1986; ROCHA FILHO et al., 2000; WICKRAMASINGHE;
ABDALLA; KASILI, 1987). Porém, neste trabalho 65,3% das laminas apresentaram
material insatisfatério para os parametros de normalidade de acordo com a idade
dos pacientes, contradizendo o0s resultados encontrados na literatura.
Provavelmente a ma qualidade das amostras medulares pela contaminacdo com
sangue periférico pode justificar tal observacdo, como alertado por outros autores
(BAIN, 2001a; LOKEN et al., 2009; RYAN; FELGAR, 2006) e, portanto, ndo pode ser
atribuida a atividade da doenca.

A presenca do parasita no aspirado medular também é dependente da
qualidade do material (DA SILVA; STEWART; COSTA, 2005). Assim, constatou-se
gue na auséncia de espiculas as amastigotas tendem a escassez, enquanto na
presenca delas a frequéncia dos parasitas era mais abundante. Aliado a isso, foi
observada maior concentracdo de parasitas proxima as espiculas, especialmente na
porcao final do esfregaco onde as mesmas se acumulam. Portanto, a sensibilidade
da pesquisa direta, ainda que o examinador seja experiente e muitos campos sejam
analisados, pode ser influenciada negativamente pela ma qualidade do esfregaco.
Amostras hemodiluidas e com baixa qualidade de coloracdo podem acarretar
esfregacos indteis e diagnosticos falsos negativos (SARIDOMICHELAKIS et al.,
2005).

Fica evidente a necessidade de otimizar a técnica de obtencdo do aspirado
medular a fim de melhorar a qualidade da amostra e consequentemente a
sensibilidade e fidedignidade do diagnadstico.

Embora ndo tenha sido estabelecida associagdo, no presente trabalho as
laminas de criancas apresentaram maior riqueza de parasitas em concordancia com
o relato de Da Silva, Stewart e Costa (2005) que também encontraram um maior
namero de criancas fortemente parasitadas, e com o estudo de Costa et al. (2000)
no qual atribuiram maior infectividade das criancas para Lutzomyia longipalpis e
sugeriram que elas sdo importantes reservatorios da parasitose.

A trombocitopenia ou plaquetopenia é relacionada como a principal causa das
tendéncias hemorragicas na LV, determinando a gravidade do caso (BRASIL,
2006a; RAI et al., 2008). Nesta casuistica os megacariécitos estavam ausentes ou
reduzidos na maioria das laminas (63,5%), entretanto, sua presenca tem sido

descrita como normal a aumentada em alguns pacientes com a parasitose (KUMAR
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et al., 2007; WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987). Essa diferenca pode
ser consequéncia do sucesso ou insucesso na coleta do aspirado medular (RYAN;
FELGAR, 2006).

Em alguns casos de plaguetopenia com quantidade suficiente ou aumentada
de megacariocitos no material medular, esses apresentavam-se imaturos ou com
alteracdes morfolégicas tais como microformas, hipolobulacéo, células em cluster e
emperipolese, achados condizentes com a literatura (DHINGRA et al., 2010; ROCHA
FILHO et al., 2000; YARALI et al., 2002). Assim, a atividade plaquetaria diminuida
ainda que a contagem de megacariécitos esteja normal pode ser atribuida a
displasia megacariocitica. Relata-se a participacdo da coagulacdo intravascular
disseminada em pelo menos alguns dos casos de coagulopatia na LV (AL-
JURAYYAN et al.,, 1995), enquanto que em outros casos nao foi observado o seu
envolvimento (KAGER; REES, 1986).

A plasmocitose na LV € comumente relatada em amostras de aspirado e de
biépsia medular, sendo justificada pela ativacdo do sistema imunoldgico
(DANESHBOD; DEHGHANI; DANESHBOD, 2010; DHINGRA et al., 2010; KUMAR
et al., 2007; ROCHA FILHO et al., 2000), e foi um achado constante neste estudo.

O aumento das globulinas, ocasionando a inversao dessa fracao protéica em
relagdo a albumina, também é uma caracteristica na evolucdo da LV, principalmente
na sua forma classica (BRASIL, 2006a; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; PEDROSA,;
ROCHA, 2004). Assim como ocorre no plasmocitoma, pela influéncia de
hiperproteinemia (KASTNER, 1972), o aumento de plasmdcitos e 0o aumento de
globulinas constatados nesta pesquisa podem estar envolvidos na formacdo de
rouleaux.

As células de Mott que tém sido descritas como achados incomuns
(DANESHBOD; DEHGHANI; DANESHBOD, 2010), no presente trabalho foram
visualizadas principalmente nos casos de plasmocitose com células multinucleadas,
assim como plasmdécitos flamejantes, que sédo células encontradas especialmente
em mieloma multiplo de IgA e em situagbes de plasmocitose reativa
(PANTANOWITZ; TRANOVICH; BALLESTEROQOS, 2001).

Um consenso na avaliacdo da medula 6ssea na LV tem sido o acentuado
aumento de macrofagos, descrito com frequéncia (DHINGRA et al., 2010; BRASIL,
2006b) e né&o relacionado como causa da pancitopenia na LV (CARTWRIGHT;
CHUNG; CHANG, 1948). (BRASIL, 2006b; CARTWRIGHT; CHUNG; CHANG,
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1948). O achado de histiocitose em 56,9% dos pacientes, principalmente entre as
criangas merece atencdo especial devido a possivel ocorréncia de sindrome
hemofagocitica secundaria a LV, uma complicacéo citada como rara de acordo com
alguns autores (AL-JURAYYAN et al., 1995; KUMAR et al., 2007).

A presenca de tart cell e/ou hemofagocitose foi verificada em 45,0% dos
pacientes, com predominio em criancas e em laminas que apresentavam riqueza de
formas amastigotas. Wickramasinghe, Abdalla e Kasili (1987) analisaram a medula
Ossea de pacientes com LV pela microscopia eletrbnica e verificaram células
nucleadas anormais, sugerindo tratar-se de eritroblastos imaturos com lisossomos
gigantes, e ocasionalmente eritroblastos anormais (intermediarios ou tardios) que
pareciam ter sido fagocitados por macrofagos.

Embora a LV seja definida como causa rara de sindrome hemofagocitica,
neste estudo a proporcdo de pacientes com tart-cell e/ou hemofagocitose em AMO
foi bem maior do que o encontrado, por exemplo, nos estudos de Dhingra et al.
(2010) (11,11%) e Dash, Awasthi e Marwaha, (2005) (21.43%). Embora
hiperferritinemia, hipofibrinogenemia e hemofagocitose no aspirado da medula éssea
sejam caracteristicas da linfohistiocitose hemofagocitica (LHH), a dificuldade de
diagnostica-la quando associada com LV deve-se a semelhanca das manifestacfes
clinicas e laboratoriais da infeccdo e de atividade da doenca (FILIPOVICH, 2008;
FISMAN, 2000; TAPISIZ et al., 2007).

Além disso, os casos aqui relatados ndo podem ser determinados como LHH,
pois trata-se de um estudo retrospectivo e nao foi possivel realizar os demais
exames laboratoriais para a confirmacdo da sindrome segundo os critérios de
Henter et al. (2007). Para apenas um desses pacientes constava a trigliceridemia no
prontuario, que intrigantemente estava elevada (342 mg/dL). A auséncia dessa
informacgao nos prontuarios evidencia que a LHH secundaria a LV pode estar sendo
subdiagnosticada. Alguns desses pacientes apresentavam simultaneamente
emperipolese (sete), coinfec¢des virais, tais como HIV (quatro) e citomegalovirus
(quatro), e lupus eritematoso sistémico (um), condi¢des estas também relacionadas
ao processo hemofagocitico (NOGUEIRA et al., 2009; SILVA et al., 2008).

De acordo com a literatura outro fator que pode dificultar o diagnostico dessa
associacdo € que nestes casos a presenca de parasitas no aspirado medular a
admissdo € escassa ou reduzida, principalmente nos casos severos de

hemofagocitose, que também podem ser negativos para a sorologia anti-
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Leishmania. Em uma série de casos na Franca a LV nao foi detectada inicialmente
em cerca de 33,04 dos casos com LHH (FISMAN, 2000; GAGNAIRE;
GALAMBRUN; STEPHAN, 2000). Contrariando essas informacdes, a presenca de
tart-cell e/ou hemofagocitose foi associada a maior frequéncia de amastigotas no
esfregaco medular dos pacientes aqui analisados. Ainda assim, a associacdo da LV
com a LHH constitui um desafio, pois em alguns casos pode dificultar e retardar o
diagndstico da parasitose, o que tem impacto preponderante na mortalidade.

Embora ndo usual, foram visualizados parasitas no interior de precursores e
PMN neutréfilos e eosindfilos. Alguns estudos tém descrito a presenca de formas
amastigotas no interior de células ndo histiociticas (DANESHBOD; DEHGHANI;
DANESHBOD, 2010; DHINGRA et al., 2010). No estudo de Wickramasinghe,
Abdalla e Kasili (1987) foram encontrados granulécitos parasitados e nestes casos
estavam préximos a macroéfagos infectados rompidos, sugerindo que 0s organismos
localizados dentro dos granuldcitos eram derivados de macréfagos danificados.
Entretanto, ndo excluiram a possibilidade de que pelo menos alguns parasitas
tenham sido liberados de macréfagos destruidos durante a aspiracdo medular e
fagocitados pelos granuldcitos no curto periodo entre a aspiracdo e a fixacdo do
material medular para microscopia eletronica, que foi inferior a 30 minutos. Sabe-se
gue os PMN desempenham um importante papel na resisténcia a L. infantum nas
fases iniciais de infeccbes experimentais, porém aparentemente nao estdo
envolvidos na protecdo de cobaias cronicamente infectadas (ROUSSEAU et al.,
2001).

Verificou-se também a presenca de parasitismo em eritroblastos
ortocromaticos e plasmaocito, o que constitui evento raro, uma vez que tais células
normalmente ndo desempenham papel fagocitico e na literatura pesquisada néo foi
encontrado relato semelhante.

Embora alguns autores relatem auséncia ou reduzido numero de eosinofilos
em tecido medular de pacientes com LV (BRASIL, 2006b; CARTWRIGHT; CHUNG,;
CHANG, 1948), a eosinofilia ndo foi um achado raro entre os pacientes desse
estudo, coincidindo com o descrito por outros autores (DANESHBOD; DEHGHANI;
DANESHBOD, 2010; DHINGRA et al., 2010), porém em maior frequéncia. Nao
puderam ser identificadas outras causas para a eosinofilia, portanto, ndo pode ser

determinada sua relagcdo com a LV.
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Em infeccOes experimentais com diferentes espécies de Leishmania
observou-se eosinofilia tecidual (DUARTE et al.,, 2010) como consequéncia de
guimiotaxia exercida pelo parasita sobre essas células. Sugere-se que nestes casos
ha ativacdo dos eosindfilos e a quimiotaxia € independente de fatores do
complemento (SAITO et al., 1996). Embora em outros processos infecciosos como
na paracoccidioidomicose a eosinofilia em sangue periférico possa ser transitéria e
relacionar-se com a ativacado de subpopulacdo Th2 na evolucdo grave da doenca
(SHIKANAI-YASUDA et al., 1992), na LV a presenca de eosindéfilos no sangue
periférico € um indice de bom progndstico ao final do tratamento (BRASIL, 2006a,
2006b), permitindo inferir que na reducéo do parasitismo medular, essas células séo
liberadas para a circulacao periférica.

Sabe-se que a producao e funcdo dos esosinofilos sdo influenciadas pela IL-5
e, portanto, estdo aumentados em doencas caracterizadas pelo perfil de resposta
Th2. Porém, em algumas infeccfes bacterianas pode ocorrer eosinopenia mesmo
com a presenca de proteina eosinofilica no soro, sugerindo o envolvimento de
eosinofilos nos tecidos (WARDLAW, 2006), o que também pode explicar as
diferencas encontradas em relacéo a eosinofilia medular e periférica.

Considerando que a auséncia de eosindfilos foi detectada em menor
proporcao nesta casuistica, sugere-se que quando da observacao de tecido medular
com eosinofilia o diagndstico de LV nao deve ser descartado.

Granulos mistos nos eosinofilos também foram observados. Os granulos
basofilicos provavelmente sdo primarios devido a origem comum dos eosinofilos e
basofilos. A presenca de células hibridas, contendo gréanulos eosinofilicos e
basofilicos simultaneamente, também tem sido relacionada a infidelidade no
processo maturativo ocorrendo frequentemente em desordens neoplasicas
(leucemias) (BOYCE et al., 1995; SCHMIDT; MLYNEK; LEDER, 1988).

Shariar et al. (1999) relataram a presenca de expansdes citoplasmaticas de
granulécitos e macrofagos e posterior desprendimento de parte do citoplasma
dessas células formando estruturas reconheciveis no esfregaco. A destruicdo de
macrofagos ocasiona a presenca de restos citoplasmaticos ou do vacuolo
parasitéforo, com ou sem a presenca de amastigotas.

Esses achados s&o frequentes na LV (DANESHBOD; DEHGHANI;
DANESHBOD, 2010) e além de serem sugestivos da infeccdo por Leishmania com

alta sensibilidade e especificidade, tém associacdo com a clinica. A formacéo de
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todas essas estruturas parece ser consequéncia da destruicao celular induzida pela
liberacdo de cisteina proteinase principalmente apds o rompimento dos macréfagos
(SHAHRIAR et al., 1999).

A observacdo de fragmentos de granulécitos em esfregacos sanguineos
também tem sido associada a leucemias mieloides, infecgcbes agudas e choque
séptico (HANKER; GIAMMARA, 1983; KRAUSS et al., 1989). Nestes casos, devido
a semelhanca desses fragmentos com as plaquetas, deve-se atentar para uma
pseudotrombocitose (DALAL; BRIGDEN, 2002).

Algumas alteragfes visualizadas na medula éssea destes pacientes com LV
também sdo relatadas na mielocatexia, desordem congénita caracterizada pela
hiperplasia granulocitica na medula 6ssea com alteragcdes degenerativas. Os
neutrofilos sdo tipicos de apoptose, mecanismo central responsavel pela
hematopoese inefetiva e faléncia medular em sindromes mielodisplasicas
(PAPADAKI; ELIOPOULQOS, 2003). As alteracbes apoptoéticas degenerativas nos
precursores neutrofilicos s&do caracterizadas por blebbing da membrana
citoplasmatica, granulos agregados, vacuolizacdo citoplasmatica e intensa
condensacao da cromatina nuclear.

Além disso, a deficiéncia na producdo de GM-CSF poderia implicar em
alteracdes na sintese de linhagens de células hematopoéticas, outro aparente
mecanismo para a hipoplasia mieloide na LV (SHAHRIAR et al.,, 1999), embora
Cotterell, Engwerda e Kaye (2000a, 2000b) tenham relatado o aumento seletivo de
macréfagos estromais via esse mediador.

Nesta casuistica foi observada nos esfregacos medulares transformacao
gelatinosa vista como material extracelular amorfo de coloracéo eosinofilica (RYAN;
FELGAR, 2006). Essa alteracdo é caracterizada pela presenca de material
gelatinoso rico em &cido hialurdnico, atrofia do tecido adiposo e associada com
reducdo focal de células hematopoéticas. Frequentemente €& confundida com
edema, necrose ou amiloidose. Sua presenca relaciona-se com grave perda de peso
e caquexia, embora outros fatores como desnutricdo possam desempenhar um
importante papel na sua patogénese. A anemia, frequentemente vista nestes
pacientes, ndo parece ser uma consequéncia da transformacédo gelatinosa. Além
disso, € relatada em pacientes com anorexia nervosa, SIDA e estados febris agudos
(DHINGRA et al., 2010; RYAN; FELGAR, 2006; SEAMAN; KJELDSBERG; LINKER,

1978). Assim, embora sejam raros os relatos dessa alteracdo na LV (DHINGRA et
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al., 2010; VARMA et al., 1991), no presente estudo a mesma foi comum e pode ser
justificada principalmente pela febre e emagrecimento presentes respectivamente
em 93,3% e 44,4% dos pacientes que a apresentaram.

No presente estudo observou-se uma tendéncia de alteracdes mais evidente
entre as criangcas, uma vez que oito das desordens analisadas foram mais
prevalentes neste grupo. Como ja mencionado, embora a riqueza de parasitas no
material de medula 6ssea néo tenha sido estatisticamente relevante, outros estudos
gue também atribuiram maior parasitismo entre criancas (DA SILVA, STEWART E
COSTA, 2005; COSTA et al., 2000) podem explicar a intensa reatividade da medula
0ssea nesta faixa etéria.

Além das alteracdes celulares que caracterizam diseritropoese, mielodisplasia
e/ou apoptose (DANESHBOD; DEHGHANI; DANESHBOD, 2010; DHINGRA et al.,
2010; WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987), eventualmente foram
visualizados dacriécitos e células em alvo. Embora dacridcitos sejam relacionados
com fibrose medular que sabidamente ocorre na LV (KUMAR et al., 2007; ROCHA
FILHO et al., 2000), na presente casuistica ndo foi possivel essa associacdo tendo
em vista que nao foi realizado o estudo por meio de bidpsia e sim por aspirado. Ja a
presenca de células em alvo geralmente é atribuida a doenca hepatica obstrutiva.
Tais alteracbes nos eritrocitos sdo relatadas, ainda, em casos de talassemia,
deficiéncia de ferro e sindrome mielodisplasica (BULL, 2006; SALVIOLI et al., 1978).

Assim, as disfuncbes hematologicas na LV podem ser atribuidas a um
conjunto de fatores como: hiperesplenismo, diseritropoese e eritropoese ineficaz,
hemofagocitose, hemolise, mielodisplasia, hiperplasia reticuloendotelial com
retencd@o de ferro e inflamacgéo crénica (AL-JURAYYAN et al., 1995; SHAHRIAR et
al., 1999; WICKRAMASINGHE; ABDALLA; KASILI, 1987; YARALI et al., 2002).

A infeccdo por Leishmania em pacientes com neoplasias hematolégicas como
as leucemias, confirmam o carater oportunista do parasita, uma vez que esses
pacientes apresentam-se imunocomprometidos em decorréncia de prejuizo nos
processos de fagocitose (principalmente pela neutropenia), imunidade celular e
humoral. Essa associacdo pode dificultar o diagndstico e 0 manejo dos pacientes
devido a semelhanca das manifestacdes clinicas e laboratoriais, tendo em vista que
ambas podem cursar com febre, esplenomegalia, emagrecimento, pancitopenia e

alteracdes no tecido medular, como os casos diagnosticados na presente casuistica
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e na literatura (FAKHAR et al.,, 2008; PRASAD et al.,, 2009; SAH et al.,, 2002,
YARALI et al., 2002).

Ha relato da associacdo da LV em paciente com leucemia linfoide aguda
(LLA) cursando com dores 0Osseas, febre prolongada e medula 6ssea hipocelular
com muitas amastigotas (FAKHAR et al., 2008). Porém, em um caso de remisséo da
leucemia em que a LV foi diagnosticada incidentalmente, a febre estava ausente e
0s exames laboratoriais normais (MEHROTRA et al., 1995). Os pacientes eram
criangas e foi relatado sucesso no tratamento com anfotericina B associada a IFN-y,
e com pentamidina apos a faléncia do estibugloconato de sédio, respectivamente.

Quanto a presenca concomitante de LV e leucemia mieloide aguda (LMA) ou
com leucemia mieloide crénica (LMC), o paciente pode apresentar febre, palidez e
hepatoesplenomegalia; exames laboratoriais com anemia, plaguetas normais ou
diminuidas, e acentuada leucocitose com aumento de blastos. Nestes casos ha
hiperplasia mieloide no mielograma, com incremento dos blastos e RGE de até 15:1
(SAH et al., 2002).

Sindrome mielodisplasica comprometendo as trés linhagens também pode
estar associada a LV e responde bem ao tratamento com antimoniato ou anfotericina
B, com regressdo das manifestacdes clinicas e das alteracbes mielodisplasicas
(PRASAD et al., 2009; YARALI et al., 2002). A hematopoese ineficaz pode ser
atribuida aos elevados niveis de fator de necrose tumoral-a (TNF-o), sendo a
mielodisplasia responsavel pela pancitopenia juntamente com outros fatores tais
como hiperesplenismo e hemdlise. Os precursores eritroides podem apresentar
alteracdes megaloblasticas com multinuclearidade e nucleos irregulares com pontes.
Na série mieloide héa lobulagdo anormal e alteracfes megaloblasticas especialmente
em metamieldcitos; e hiper ou hipogranulacdo em neutrofilos maduros. A displasia
megacariocitica inclui nucleo uUnico nao lobulado ou mudltiplos nucleos separados,
emperipolese e microformas (YARALI et al., 2002), alteragbes essas também
observadas no presente trabalho.

Em virtude da elevada toxicidade dos medicamentos atualmente em uso para
o tratamento da LV, a instituicdo da terapia anti-Leishmania sem o diagnostico
definitivo pode ser uma conduta arriscada podendo acarretar inclusive o Obito
(ALVARENGA et al., 2010; CHAPPUIS et al., 2007; RATH et al., 2003; SHARMA et
al., 2008). Considerando que os recentes métodos diagnosticos incorporados na

rotina tém apresentado diversas limitacbes, entre elas a alta frequéncia de
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resultados falso-negativos; e que o aspirado esplénico oferece um risco de morte
maior, até 50 vezes mais, quando comparado com o aspirado medular (DA SILVA,
STEWART; COSTA, 2005), critérios que aumentem a sensibilidade e especificidade
da pesquisa parasitologica em amostra de medula 6ssea devem ser desenvolvidos
com o objetivo de reduzir a morbidade e a mortalidade na LV (SHAHRIAR et al.,
1999).

Deve-se ressaltar que a maioria dos estudos sistematicos de medula 6ssea
citados foi realizada na india, China, Arabia Saudita e Ird onde as espécies
causadoras de LV sédo L. donovani e L. infantum. Considerando que o agente
etiolégico nas Américas, embora questionado por alguns autores, € uma espécie
diferente das outras existentes no Velho Mundo (BRASIL, 2006a); e que o Unico
trabalho anteriormente relatado no Brasil pesquisou amostras de biopsia medular
(ROCHA FILHO et al.,, 2000), esta € uma pesquisa pioneira. Portanto, séo
necessarios maiores estudos a fim de elucidar as razdes para as diferencas
encontradas entre o presente estudo e a literatura.

O conhecimento dos achados mais comuns, assim como daqueles mais raros
gue podem estar presentes no material medular de pacientes com LV, pode auxiliar
no diagndstico precoce e preciso, permitindo terapéutica adequada.

A presenca das alteracdes relatadas neste estudo deve incentivar o
examinador a uma pesquisa meticulosa de formas do parasita nos esfregacos de
medula 6ssea, principalmente se apresentarem manifestacdes clinicas compativeis
e/ou o paciente for proveniente de area endémica para a parasitose. No entanto,
mesmo que todas estas alteracdes sejam observadas em caso suspeito, o
diagnostico de LV nado pode ser determinado sem a visualizagdo de amastigotas.

Muitas das fases envolvidas na técnica estao fora do alcance do responsavel
pela analise laboratorial, em especial na fase pré-analitica que inclui o preparo do
paciente, a coleta, manipulacdo e armazenamento da amostra até o momento em
gue o exame € realizado. Considerando que aproximadamente 80,0% das falhas
nos resultados laboratoriais sao atribuidos a fatores relacionados as fases pré e pés-
analiticas (CARRARO; PLEBANI, 2007; LIMA-OLIVEIRA et al., 2009; PEBLANI,
2006); e que ha falhas na coleta de material medular como foi mostrado aqui,
sugere-se um treinamento a todos profissionais de saude, mesmo quando nao
pertencem a equipe do laboratorio, mas que sdo responsaveis pela coleta de

amostras para fins diagnaosticos.
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Assim, a sensibilidade da microscopia poderia, por exemplo, ser aumentada
com padronizacdes: na fase pré-analitica, quanto a coleta e confec¢ao do esfregaco
a fim de garantir a boa qualidade do material; e na fase analitica, pela pesquisa
minuciosa de formas do parasita preferencialmente na porcéo final do esfregaco, por
profissional experiente atento a todos os detalhes sugestivos como ja observado por
outros autores (DA SILVA; STEWART; COSTA, 2005; OPAS, 1996). Portanto, é
possivel uma coordenacdo entre os membros de diversos setores a fim de que o
resultado do exame seja de qualidade e fidedigno, evitando gastos desnecessarios

com outros métodos, internacao, tratamento inadequado e desfecho fatal.
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7 CONCLUSOES

A maioria dos pacientes foi criancas, do sexo masculino, procedentes de
Campo Grande;

Sinais e sintomas cléssicos da LV, tais como febre e hepatoesplenomegalia,
estiveram presentes em alta frequéncia, principalmente entre as criangas;

Os exames laboratoriais evidenciaram pancitopenia, aumento da VHS,
reducdo da albumina e aumento de globulinas séricas;

A maioria dos esfregacos medulares ndo apresentou espiculas e
megacariocitos estavam reduzidos, sugerindo insucesso na obtencdo do material
medular principalmente entre os adultos;

A maior parte dos esfregacos apresentou celularidade insatisfatéria que foi
relacionada a auséncia de espiculas e, portanto, ndo pode ser atribuida a atividade
da parasitose;

Houve associacao entre a auséncia de espiculas e escassez de parasitas nos
esfregacos;

Plasmocitose foi observada em 63,9% dos casos, em associagcdo com
hiperglobulinemia, e células de Mott em 17,3%;

A presenca de rouleaux foi verificada em 84,7% dos casos;

Histiocitose foi observada em 56,9% das laminas e tart cell e/ou
hemofagocitose em 45,0% dos esfregacos, principalmente nas amostras de
criangas;

Polimorfonucleares parasitados foram visualizados em 21,3% dos casos,
especialmente na presenca abundante de formas parasitarias;

A presenca de parasitismo em eritroblastos ortocromaticos e plasmacito é
pela primeira vez relatada e foi associada a frequéncia de parasitas na lamina;

Eosinofilia no tecido medular foi observada em 44,1% dos casos e granulos
mistos também foram observados;

Estruturas relacionadas a parasitose tais como expansdes citoplasmaticas
(75,2%), restos celulares diversos (66,8%) e fragmentos de granuldcitos (55,0%)
foram visualizadas nos esfregacos medulares;

Alteracdo medular caracteristica de transformacgéo gelatinosa foi observada
em 44,6% das laminas;
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Outras alteragdes observadas eram caracteristicas de diseritropoese,

mielodisplasia e/ou apoptose.
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8 RECOMENDACOES

Diante do exposto, sugere-se 0 desenvolvimento de um protocolo com
orientacbes quanto a obtencdo do aspirado de medula 6ssea e a andlise do
esfregaco, com o objetivo de contribuir para o melhor desempenho da microscopia
no diagnodstico da LV.

O protocolo devera conter a descricdo de técnicas reforcando as boas
praticas nos procedimentos de coleta e manipulacdo da amostra medular, a fim de
obter um material de boa qualidade para a anélise.

Deverado constar também, sugestdes e ilustracdes que facilitem e otimizem a
pesquisa de formas amastigotas de Leishmania nos esfregacos de medula éssea,

voltadas para os profissionais do laboratério.



114

REFERENCIAS

ABBOUD, C. N.; LICHTMAN, M. A. Structure of the marrow and the hematopoietic
microenvironment. In: WILLIAMS, W. J.; LICHTMAN, M. A.; BEUTLER, E.; KIPPS, T.
J.; SELIGSOHN, U.; KAUSHANSKY, K.; PRCHAL, J. T. Hematology. 7. ed. New
York: McGraw-Hill Medical, 2006. chap. 4, p. 35-72.

AGARWAL, S.; NARAYAN, S.; SHARMA, S.; KAHKASHAN, E.; PATWARI, A. K.
Hemophagocytic syndrome associated with visceral leishmaniasis. Indian Journal of
Pediatrics, New Delhi, v. 73, p.445-446, May 2006.

AL-JURAYYAN, N. A.; AL-NASSER, M. N.; AL-FAWAZ, |. M.; AL AYED, I. H.; AL
HERBISH, A. S.; AL-MAZROU, A. M.; AL SOHAIBANI, M. O. The haematological
manifestations of visceral leishmaniasis in infancy and childhood. Journal of
Tropical Pediatrics, London, v. 41, n. 3, p. 143-148, June 1995.

ALEXANDER, J.; SATOSKAR, A. R.; RUSSELL, D. G. Leishmania species: models
of intracellular parasitism. Journal of Cell Science, Cambridge, v. 112, p. 2993-
3002, 1999.

ALVAR, J.; MOLINA, R.; SAN ANDRES, M.; TESOURO, M.; NIETO, J., VITUTIA, M;
GONZALES, F.; SAN ANDRES, M. D.; BOGGIO, J.; RODRIGUES, F. Canine
leishmaniasis: clinical, parasitological and entomological follow-up after
chemotherapy. Annals of Tropical Medicine and Parasitology, Germantown, v. 88,
p. 371-378, 1994.

ALVAR, J.; CANAVATE, C.; GUTIERREZ-SOLAR, B.; JIMENEZ, M., LAGUNA, F.;
LOPEZ-VELEZ, R.; MOLINA, R.; MORENO, J. Leishmania and human
immunodeficiency virus coinfection: the first 10 years. Clinical Microbiology
Reviews, Washington, v. 10, n. 2, p. 298-319, Apr. 1997.

ALVARENGA, D. G.; ESCALDA, P. M. F.; DA COSTA, A. S. V.; MONREAL, M. T. F.
D. Leishmaniose visceral: estudo retrospectivo de fatores associados a letalidade.
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Uberaba, v.43, n. 2, p.
194-197, mar./abr. 2010.

ALVES, A. C. Histologia da medula 6ssea. Revista Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia, Sao Paulo, v. 31, n. 3, p. 183-188, 2009.

ANTINORI, S.; CALATTINI, S.; LONGHI, E.; BESTETTI, G.; PIOLINI, R.; MAGNI, C.;
ORLANDO, G.; GRAMICCIA, M.; ACQUAVIVA, V.; FOSCHI, A.; CORVASCE, S,
COLOMBA, C.; TITONE, L.; PARRAVICINI, C.; CASCIO, A.; CORBELLINO, M.
Clinical use of polymerase chain reaction performed on peripheral blood and bone
marrow samples for the diagnosis and monitoring of visceral leishmaniasis in HIV-
infected and HIV-uninfected patients: a single-center, 8-year experience in lItaly and
review of the literature. Clinical Infectious Diseases, Boston, v. 44, p. 1602-1610,
June 2007.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22al-Jurayyan%20NA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22al-Nasser%20MN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22al-Fawaz%20IM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22al%20Ayed%20IH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22al%20Herbish%20AS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22al%20Herbish%20AS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22al-Mazrou%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22al%20Sohaibani%20MO%22%5BAuthor%5D

115

ASSIS, T. S. M.; BRAGA, A. S. C.; PEDRAS, M. J.; BARRAL, A. M. P.; SIQUEIRA, 1.
C.; COSTA, C. H. N.; COSTA, D. L.; HOLANDA, T. A.; SOARES, V. Y. R.; BIA, M.;
CALDAS, A. J. M.; ROMERO, G. A. S.; RABELLO, A. Validacdo do teste
imunocromatogréfico rapido IT-LEISH® para o diagnostico da leishmaniose visceral
humana. Epidemiologia e Servicos de Saude, Brasilia, v. 17, n. 2, p. 107-116,
abr./jun. 2008.

AYRES, M.; AYRES Jr., M.; AYRES, D. L.; SANTOS, A. A. S. BioEstat 5.0:
aplicacdes estatisticas nas areas das ciéncias biomédicas. Belém: Sociedade
Civil Mamiraug, 2007.

BACHORIK, P. S.; RIFKIND, B. M.; KWITEROVICH, P. O. Lipideos e
dislipoproteinemias. In: HENRY, J. B. Diagnésticos Clinicos e Tratamento por
Métodos Laboratoriais. 19. ed. Sdo Paulo: Manole, 1999. cap. 10, p. 208-236.

BADARO, R.; JONES, T. C.; CARVALHO, E. M.; SAMPAIO, D.; REED, S. G
BARRAL, A.; TEIXEIRA, R.; JOHNSON Jr, W. D. New perspectives on a subclinical
form of visceral leishmaniasis. The Journal of Infectious Diseases, Chicago v. 154,
n. 6, p. 1003-1011, Dec. 1986.

BAIN, B. J. Bone marrow aspiration. Journal of Clinical Pathology, London, v. 54,
p. 657-663, 2001a.

BAIN, B. J. Bone marrow trephine biopsy. Journal of Clinical Pathology, London, v.
54, p. 737-742, 2001b.

BARAO, S. C.; CAMARGO-NEVES, V. L. F.; RESENDE, M. R.; SILVA, L. J. Human
asymptomatic infection in visceral leishmaniasis: a seroprevalence study in an urban
area of low endemicity. Preliminary results. American Journal of Tropical Medicine
and Hygiene, Northbrook, v. 77, n. 6, p. 1051-1053, 2007.

BARATI, M.; SHARIFI, 1.; DAIE PARIZI, M.; FASIHI HARANDI, M. Bacterial
infections in children with visceral leishmaniasis: observations made in Kerman
province, southern Iran, between 1997 and 2007. Annals of Tropical Medicine and
Parasitology, Germantown, v. 102, n. 7, p. 635-641, Oct. 2008.

BARBOSA, R. N. P.; CORREA, Z. J. C.; JESUS, R. C. S.; EVERDOSA, D. R;;
BRANDAO, J. A.; COELHO, R. N.; MONTEIRO, A. J. O.; MACHADO, R. S.; LUZ, J.
B. P.; MARTINS, A. F. P.; BRANDAO, R. C. F.; LIMA, J. A. N.; BARATA, |. R.;
PINHEIRO, M. S. B.; LEAO, E. F.; SILVA, F. M. M,; SILVA, M. G. S.; CAMPOS, M.
B.; SOUZA, A. A. A.; LAINSON, R.; SILVEIRA, F. T. Novas evidéncias sobre o valor
diagnostico da reagdo de imunofluorescéncia indireta e reacdo intradérmica de
hipersensibilidade tardia na infecgdo humana por Leishmania (L.) infantum chagasi
na Amazobnia, Brasil. Revista Pan-Amazénica de Saude, Belém, v. 1, p. 33-44,
2010.

BEENA, K. R.; RAMESH, V.; MUKHERJEE, A. Identification of parasite antigen,
correlation of parasite density and inflammation in skin lesions of post kala-azar
dermal leishmaniasis. Journal of Cutaneous Pathology, Copenhagen, v. 30, p.
616-620, 2003.


http://www.ingentaconnect.com/content/maney/atmp;jsessionid=3an1p3a3v6t86.alexandra
http://www.ingentaconnect.com/content/maney/atmp;jsessionid=3an1p3a3v6t86.alexandra

116

BERMAN, J. D.; DWYER, D. M.; WYLER, D. J. Multiplication of Leishmania in human
macrophages in vitro. Infection and Immunity, Washington, v. 26, n. 1, p. 375-379,
Oct. 1979.

BOELAERT, M.; RIJAL, S.; REGMI, S.; SINGH, R.; KARKI, B.; JACQUET, D
CHAPPUIS, F.; CAMPINO, L.; DESJEUX, P.; LE RAY, D.; KOIRALA, S.; VAN DER
STUYFT, P. A comparative study of the effectiveness of diagnostic tests for visceral
leishmaniasis. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, Northbrook,
v.70,n. 1, p. 72-77, 2004.

BOGDAN, C.; ROLLINGHOFF, M. How do protozoan parasites survive inside
macrophages? Parasitology Today, Amsterdan, v. 15, n. 1, p. 22-28, 1999.

BOGGILD, A. K.; MIRANDA-VERASTEGUI, C.; ESPINOSA, D.; AREVALO, J,;
ADAUI, V.; TULLIANO, G.; LLANOS-CUENTAS, A.; LOW, D. E. Evaluation of a
microculture method for isolation of Leishmania parasites from cutaneous lesions of
patients in Peru. Journal of Clinical Microbiology, Washington, v. 45, n. 11, p.
3680-3684, Nov. 2007.

BONDURANT, M. C.; KOURY, M. J. Origin and development of blood cells. In: LEE,
G. R.; FOERSTER, J.; LUKENS, J.; PARASKEVAS, F.; GREER, J. P.; RODGERS,
G. M. Wintrobe’s Clinical Hematology. 10. ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1999.
chap. 8, p. 145-168 (volume 1).

BOTELHO, A. C. A.; NATAL, D. Primeira descricdo epidemiolégica da leishmaniose
visceral em Campo Grande, Estado de Mato Grosso do Sul. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, Uberaba, v. 42, n. 5, p. 503-508, set./out. 2009.

BOYCE, J. A.; FRIEND, D.; MATSUMOTO, R.; AUSTEN, F.; OWEN, W. F.
Differentiation in vitro of hybrid eosinophil/basophil granulocytes: autocrine function
of an eosinophil developmental intermediate. Journal of Experimental Medicine,
New York, v. 182, p. 49-57, July 1995.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia Epidemiolégica. Manual de vigilancia e controle da leishmaniose
visceral. Brasilia, DF: Ministério da Saude, 2006a.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia Epidemiologica. Leishmaniose visceral grave: normas e condutas.
Brasilia, DF: Ministério da Saude, 2006b.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Atencdo a Saude. Departamento de
Atencdo Basica. Cadernos de atencdo basica: hipertensao arterial sistémica (n°
15). Brasilia, DF: Ministério da Saude, 2006c.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Atencdo a Saude. Departamento de
Atencdo Basica. Cadernos de atencio basica: diabetes mellitus (n° 16). Brasilia,
DF: Ministério da Saude, 2006d.



117

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia Epidemiolégica. Doencas infecciosas e parasitarias: guia de bolso.
Brasilia, DF: Ministério da Saude, 2008.

BRUSTOLONI, Y. M.; CUNHA, R. V.; DORVAL, M. E.; OSHIRO, E. T.; PONTES, E.
R. J. C.; OLIVEIRA, A. L. L.; HILLEBRAND, L.; RIBEIRO, L. F. Comparison of
conventional methods for diagnosis of visceral leishmaniasis in children of the
Center-West region of Brazil. The Brazilian Journal of Infectious Diseases,
Salvador, v. 11, n. 1, p. 106-109, 2007.

BULL, B. S. Morphology oh the erythron. In: WILLIAMS, W. J.; LICHTMAN, M. A;;
BEUTLER, E.; KIPPS, T. J.; SELIGSOHN, U.; KAUSHANSKY, K.; PRCHAL, J. T.
Hematology. 7. ed. New York: McGraw-Hill Medical, 2006. chap. 28, p. 369-385.

BURCHMORE, R. J. S.; BARRETT, M. P. Life in vacuoles — nutrient acquisition by
Leishmania amastigotes. International Journal for Parasitology, Oxford-New York,
v. 31, p. 1311-1320, 2001.

BURKHARDT, R.; FRISCH, B.; BARTL, R. Bone biopsy in haematological disorders.
Journal of Clinical Pathology, London, v. 35, p. 257-284, 1982.

CALDAS, A. J. M.; COSTA, J.; AQUINO, D.; SILVA, A. A. M.; BARRAL-NETTO, M,;
BARRAL, A. Are there differences in clinical and laboratory parameters between
children and adults with American visceral leishmaniasis? Acta Tropica, Amsterdan,
v. 97, n. 3, p. 252-258, 2006.

CANCADO, R. D.; CHIATTONE, C. S. Anemia de Doenga Cronica. Revista
Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, Sao Paulo,v. 24, n. 2, p. 127-136, 2002.

CARRARO, P.; PLEBANI, M. Errors in a stat laboratory: types and frequencies 10
years later. Clinical Chemistry, v. 53, n. 7, p. 1338-1342, 2007.

CARTWRIGHT, G. E.; CHUNG, H. L.; CHANG, A. Studies on the pancytopenia of
kala-azar. Blood, New York, v. 3, p. 249-275, Mar. 1948.

CARVALHO, E. M,; TEIXEIRA, R. S.; JOHNSON Jr, W. D. Cell-mediated immunity in
american visceral leishmaniasis: reversible immunosuppression during acute
infection. Infection and Immunity, Washington, v. 33, n. 2, p. 498-502, Aug. 1981.

CARVALHO, J. M.; SOUZA, M. K.; BUCCHERI, V.; RUBENS, C. V.; KERBAUY, J;
OLIVEIRA, J. S. R. CD34-positive cells and their subpopulations characterized by
flow cytometry analyses on the bone marrow of healthy allogenic donors. S&o Paulo
Medical Journal, Séo Paulo, v. 127, p. 12-8, 2009.

CHAISSON, R. E.; GALLANT, J. E.; KERULY, J. C.; MOORE, R. D. Impact of
opportunistic disease on survival in patients with HIV infection. AIDS, London, v. 12,
n. 1, p. 20-33, Jan. 1998.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22CARTWRIGHT%20GE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22CHUNG%20HL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22CHANG%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chaisson%20RE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gallant%20JE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Keruly%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moore%20RD%22%5BAuthor%5D

118

CHAPPUIS, F.; RIJAL, S.; SOTO, A.; MENTEN, J.; BOELAERT, M. A meta-analysis
of the diagnostic performance of the direct agglutination test and rK39 dipstick for
visceral leishmaniasis. British Medical Journal, London, v. 333, p. 723-726, 2006.

CHAPPUIS, F.; SUNDAR, S.; HAILU, A.; GHALIB, H.; RIJAL, S.; PEELING, R. W;
ALVAR, J.; BOELAERT, M. Visceral leishmaniasis: what are the needs for diagnosis,
treatment and control? Nature Reviews Microbiology, Basingstoke, v. 5, n. 11, p.
873-882, Nov. 2007.

COLLARES, G. B.; VIDIGAL, P. G.; Recomendacdes para o uso da velocidade de
hemossedimentacdo. Revista Médica de Minas Gerais, Belo Horizonte, v. 14, n. 1,
p. 52-57, 2004.

COLLIN, S. M.; DAVIDSON, R.; RITMEIJER, K.; KEUS, K.; MELAKU, Y.
KIPNGETICH, S.; DAVIES, C. Conflict and kala-azar: determinants of adverse
outcomes of kala-azar among patients in southern Sudan. Clinical Infectious
Diseases, Boston, v. 38, n. 5, p. 612-619, Mar. 2004.

COSTA, C. H.; GOMES, R. B.; SILVA, M. R.; GARCEZ, L. M.; RAMOS, P. K;
SANTOS, R. S.; SHAW, J. J.; DAVID, J. R.; MAGUIRE, J. H.; Competence of the
human host as a reservoir for Leishmania chagasi. Journal of Infectious Diseases,
Chicago, v. 182, p. 997-1000, Sep. 2000.

COSTA, C. H. N.; VIEIRA, J. B. F. Mudancas no controle da leishmaniose visceral no
Brasil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Uberaba, v. 34, n.
2, p. 223-228, mar./abr. 2001.

COTTERELL, S. E. J.; ENGWERDA, C. R.; KAYE, P. M. Leishmania donovani
infection of bone marrow stromal macrophages selectively enhances myelopoiesis,
by a mechanism involving GM-CSF and TNF-alpha. Blood, New York, v. 95, p.
1642-1651, 2000a.

COTTERELL, S. E. J.; ENGWERDA, C. R.; KAYE, P. M. Enhanced hematopoietic
activity accompanies parasite expansion in the spleen and bone marrow of mice
infected with Leishmania donovani. Infection and Immunity, Washington, v. 68, n.
4, p. 1840-1848, Apr. 2000b.

CUNHA, A. M.; CHAGAS, E. Estudos sobre o parasito. In: Leishmaniose Visceral
Americana, nova entidade moérbida do homem na América do Sul. Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 32, p. 329-337, 1937.

CURY, P. M. Bibépsia de medula Ossea e sua interpretacdo — o papel do
hematopatologista. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, S&o Paulo,
v. 25, n. 2, p. 79-80, 2003 .

DA SILVA, M. R. B.; STEWART, J. M.; COSTA, C. H. N. Sensitivity of bone marrow
aspirates in the diagnosis of visceral leishmaniasis. American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, Northbrook, v. 72, n. 6, p. 811-814, 2005.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Collin%20SM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ritmeijer%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kipngetich%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Davies%20C%22%5BAuthor%5D

119

DABIRI, S.; HAYES, M. M. M.; MEYMANDI, S. S.; BASIRI, M.; SOLEIMANI, F.;
MOUSAVI, M. R. A. Cytological features of “dry-type” of cutaneous leishmaniasis.
Diagnostic Cytopathology, New York, v. 19, n. 3, p. 182-185, 1998.

DALAL, B. I.; BRIGDEN, M. L. Artifacts that may be present on a blood film. Clinics
in Laboratory Medicine, v. 22, n. 1, p. 81-100, Mar. 2002.

DANESHBOD, Y.; DEHGHANI, S. J.; DANESHBOD, K. Bone marrow aspiration
findings in kala-azar. Acta cytologica, Baltimore, v. 54, p. 12-24, Jan./Feb. 2010.

DANTAS-TORRES, F. Leishmania infantum versus Leishmania chagasi: do not
forget the law of priority. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, V.
101, n. 1, p. 117-118, Feb. 2006.

DASH, S.; AWASTHI, A.; MARWAHA, R. K. Haematological profile of childhood
visceral leishmaniasis. Indian Journal of Pathology and Microbiology, Hyderabad,
v. 48, n. 1, p. 4-6, Jan. 2005.

DAVID, J. R.; STAMM, L. M.; BEZERRA, H. S.; SOUZA, R. N.; KILLICK-KENDRICK,
R.; LIMA, J. W. O. Deltamethrin-impregnated dog collars have a potent anti-feeding
and insecticidal effect on Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia migonei. Memoérias
do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 96, n. 6, p. 839-847, Aug. 2001.

DEANE, L. M.; DEANE, M. P. Encontro de leishmanias nas visceras e na pele de
uma raposa em zona endémica de calazar, nos arredores de Sobral. Hospital, Rio
de Janeiro, v. 45, p. 419-421, 1954.

DEANE, L. M.; DEANE, M. P. Leishmaniose visceral urbana (no cdo e no homem)
em Sobral, Ceara. Hospital, Rio de Janeiro, v. 47, p. 75-87, 1955a.

DEANE, L. M.; DEANE, M. P. Observacbes preliminares sobre a importancia
comparativa do homem, do céo e da raposa (Lycalopex vetulus) como reservatérios
da Leishmania donovani, em area endémica de calazar no Ceara. Hospital, Rio de
Janeiro, v. 48, p. 61-76, 1955b.

DEANE, L. M.; DEANE, M. P. Visceral leishmaniasis in Brazil: geographical
distribution and transmission. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Séo
Paulo, S&ao Paulo, v. 4, p. 198-212, 1962.

DENNIS, V. A.; LUJAN, R.; CHAPMAN, W. L. JR; HANSON, W. L. Leishmania
donovani: cellular and humoral immune responses after primary and challenge
infections in squirrel monkeys, Saimiri sciureus. Experimental Parasitology, St.
Louis, v. 61, n. 3, p. 319-334, Jun. 1986.

DEPS, P. D.; VIANA, M. C.; FALQUETO, A.; DIETZE, R. Avaliacdo comparativa da
eficacia e toxicidade do antimoniato de N-metil glucamina e do Estibogluconato de
Sédio BP 88% no tratamento da leishmaniose cutanea localizada. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Uberaba, v. 33, n. 6, p. 535-543,
nov./dez. 2000.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Daneshbod%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dehghani%20SJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Daneshbod%20K%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Acta%20Cytol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dash%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Awasthi%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marwaha%20RK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dennis%20VA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lujan%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chapman%20WL%20Jr%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hanson%20WL%22%5BAuthor%5D

120

DEREURE, J.; PRATLONG, F.; REYNES, J.; BASSET, D.; BASTIEN, P.; DEDET, J.
P. Haemoculture as a tool for diagnosing visceral leishmaniasis in HIV-negative and
HIV-positive patients: interest for parasite identification. Bulletin of the World Health
Organization, Geneva, v. 76, n. 2, p. 203-206, 1998.

DESJARDINS, M.; Descoteaux, A. Inhibition of phagolysosomal biogenesis by the
Leishmania lipophosphoglycan. Journal of Experimental Medicine, New York, v.
185, n. 12, p. 2061-2068, June 1997.

DESJEUX, P. Global control and Leishmania HIV co-infection. Clinics in
Dermatology, New York, v. 17, p. 317-3325, 1999.

DESJEUX, P. Leishmaniasis: current situation and new perspectives. Comparative
Immunology, Microbiology & Infectious Diseases, New York, v. 27, p. 305-318,
2004.

DOTIS, J.; RITSAS, I.; TSANTALI, C.; TSIOURIS, J.; HARALABIDIS, S.; ROILIDES,
E. Immune haemolytic anaemia due to visceral leishmaniasis in a young child.
European Journal of Pediatrics, Berlin- Heidelberg, v. 162, p. 49-50, 2003.

DOURADO, Z. F.; SILVA, H. D.; SILVEIRA-LACERDA, E. P.; GARCIA-ZAPATA, M.
T. A. Panorama histérico do diagnéstico laboratorial da leishmaniose visceral até o
surgimento dos testes imunocromatogréficos (rk39). Revista de Patologia Tropical,
Goiania, v. 36, n. 3, p. 205-214, set./dez. 2007.

DHINGRA, K. K.; GUPTA, P.; SAROHA, V.; SETIA, N.; KHURANA, N.; SINGH, T.
Morphological findings in bone marrow biopsy and aspirate smears of visceral Kala
Azar: a review. Indian Journal of Pathology and Microbiology, Chandigarh, v. 53,
n.1, p. 96-100, Jan./Mar. 2010.

DUARTE, I. R. M.; ARRUDA, C. C. P.; ANDRADE, A. R. O.; NUNES, V. L. B;
SOUZA, A. |. ; DOURADO, D. M.; COSTA, S. C. G. Comportamento biolégico de
Leishmania (L.) amazonensis isolada de um gato doméstico (Felis catus) de Mato
Grosso do Sul, Brasil. Revista de Patologia Tropical, Goiania, v. 39, n. 1, p. 33-40,
jan./mar. 2010.

DUTRA, M.; MARTINELLI, R.; DE CARVALHO, E. M.; RODRIGUES, L. E.; BRITO,
E.. ROCHA, H. Renal involvement in visceral leishmaniasis. American Journal of
Kidney Diseases, Duluth, v. 6, n. 1, p. 22-27, July 1985.

EID, A.; CARION, W.; NYSTROM, J. S. Differential diagnoses of bone marrow
granuloma. Western Journal of Medicine, San Francisco, v. 164, n. 6, p. 510-515,
June 1996.

EL HAG, I. A;; HASHIM, F. A.; EL TOUM, I. A.; HOMEIDA, M.; EL KALIFA, M.; EL
HASSAN, A. M. Liver morphology and function in visceral leishmaniasis (Kala-azar).
Journal of Clinical Pathology, London, v. 47, p. 547-551, 1994.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dereure%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pratlong%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Reynes%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Basset%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bastien%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dedet%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dedet%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dhingra%20KK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gupta%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Saroha%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Setia%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Khurana%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Singh%20T%22%5BAuthor%5D

121

EL-SHOURA, S. M. Visceral leishmaniasis: Ill. Effect of parasitaemia level on the
bone marrow ultrastructure. Applied Parasitology, Bonn, v. 35, n. 1, p. 61-69, Feb.
1994.

FADEM, R. S.; BERLIN, I.; YALOW, R. Comparisons between bone marrow
differentials prepared from particles and from random samples of aspirate and
determinations of the dilution of aspirate with peripheral blood utilizing radioactive
phosphorus (P32). Blood, New York, v. 6, p. 160-174, Feb. 1951.

FAKHAR, M.; ASGARI, Q.; MOTAZEDIAN, M. H.; MONABATI, A. Mediterranean
visceral leishmaniasis associated with acute lymphoblastic leukemia (ALL).
Parasitology Research, Berlin, v. 103, p. 473-475, 2008.

FAYZI, M. A. H.; FANID, L. M.; FAYZI, A. A. H.; POUR, M. A. M.; FARAJNIA, S.;
NAKHLBAND, A. Detection of Leishmania infantum minicircle kinetoplast DNA in
bone marrow and peripheral blood samples of paediatric patients from Children’s
Hospital of Tabriz Medical University. Biotechnology, Stoneham, v. 7, p. 175-181,
2008.

FILIPOVICH, A. H. Hemophagocytic lymphohistiocytosis and other hemophagocytic
disorders. Immunology and Allergy Clinics of North America, Philadelphia, v. 28,
p. 293-313, 2008.

FISMAN, D. N. Hemophagocytic syndromes and infection. Emerging Infectious
Diseases, Atlanta, v. 6, n. 6, p. 601-608, Nov./Dec. 2000.

FRAGA, T. L.; BRUSTOLONI, Y. M.; LIMA, R. B.; DORVAL, M. E. C.; OSHIRO, E.
T.; OLIVEIRA, J.; OLIVEIRA, A. L. L.; PIRMEZ, C. Polymerase chain reaction of
peripheral blood as a tool for the diagnosis of visceral leishmaniasis in children.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 105, n. 3, p. 310-313, May
2010.

FURLAN, M. B. G. Epidemia de leishmaniose visceral no municipio de Campo
Grande-MS, 2002 a 2006. Epidemiologia e Servicos de Saude, Brasilia, v. 19, n. 1,
p. 15-24, jan./mar. 2010.

GAGNAIRE, M.-H.; GALAMBRUN, C.; STEPHAN, J. L. Hemophagocytic syndrome:
a misleading complication of visceral leishmaniasis in children — A series of 12
cases. Pediatrics, Evanston, v. 106, p. E58, 2000.

GALATI, E. A. B.; NUNES, V. L. B.; CRISTALDO, G.; ROCHA, H. C. Aspectos do
comportamento da fauna flebotominea (Diptera:Psychodidae) em foco de
leishmaniose visceral e tegumentar na Serra da Bodoquena e area adjacente,
Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Revista de Patologia Tropical, Goiania, v.
32,n. 2, p. 235-261, 2003.

GAMA, M. E. A.; COSTA, J. M. L.; GOMES, C. M. C.; CORBETT, C. E. P. Subclinical
form of the american visceral leishmaniasis. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro, v. 99, n. 8, p. 889-893, Dec. 2004.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22FADEM%20RS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22BERLIN%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22YALOW%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fakhar%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Asgari%20Q%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Motazedian%20MH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Monabati%20A%22%5BAuthor%5D
http://scialert.net/asci/author.php?author=Mohammad%20Ali%20Hosseinpour%20Fayzi&last=
http://scialert.net/asci/author.php?author=Mohammad%20Ali%20Hosseinpour%20Fayzi&last=
http://scialert.net/asci/author.php?author=Abbass%20Ali%20Hosseinpour%20Fayzi&last=
http://scialert.net/asci/author.php?author=Mohammad%20Ali%20Mahmood%20Pour&last=
http://scialert.net/asci/author.php?author=Mohammad%20Ali%20Mahmood%20Pour&last=

122

GIBBONS, A. E.; PRICE, P.; SHELLAM, G. R. Analysis of hematopoietic stem and
progenitor cell populations in cytomegalovirus-infected mice. Blood, New York, v. 86,
n. 2, p. 473-481, 15 July 1995.

GONTHIO, C. M. F.; MELO, M. N. Leishmaniose visceral no Brasil: quadro atual,
desafios e perspectivas. Revista Brasileira de Epidemiologia, Brasilia, v. 7, n. 3, p.
338-349, 2004.

GOTO, H.; LINDOSO, J. A. L. Immunity and immunosuppression in experimental
visceral leishmaniasis. Brazilian Journal of Medical and Biological Research,
Ribeirdo Preto, v. 37, p. 615-623, 2004.

GRADONI, L.; GRAMICCIA, M.; SCALONE, A. Visceral Leishmaniasis treatment,
Italy. Emerging Infectious Diseases, Atlanta, v. 9, n. 12, p. 1617-1620, Dec. 2003.

GRIMALDI, G.; TESH, R. B. Leishmaniases of the New World: current concepts and
implications for future research. Clinical Microbiology Reviews, Washington, v. 6,
n. 3, p. 230-250, July 1993.

GRIMALDI, G.; TESH, R. B.; MCMAHON-PRATT, D. A review of the geographic
distribution and epidemiology of leishmaniasis in the New World. American Journal
of Tropical Medicine and Hygiene, Northbrook, v. 41, p. 687-725, 1989.

GUERIN, P. J.; OLLIARO, P.; SUNDAR, S.; BOELAERT, M.; CROFT, S. L
DESJEUX, P.; WASUNNA, M. K.; BRYCESON, A. D. M. Visceral leishmaniasis:
current status of control, diagnosis, and treatment, and a proposed research and
development agenda. The Lancet Infectious Diseases, New York, v. 2, p. 494-501,
2002.

GUERRA, L. L.; TEIXEIRA-CARVALHO, A.; GIUNCHETTI, R. C.;MARTINS-FILHO,
O. A.; REIS, A. B.; CORREA-OLIVEIRA, R. Evaluation of the influence of tissue
parasite density on hematological and phenotypic cellular parameters of circulating
leukocytes and splenocytes during ongoing canine visceral leishmaniasis.
Parasitology Research, Berlin, v. 104, p. 611-622, 2009.

GUPTA, V.; TRIPATHI, S.; TILAK, V.; BHATIA, B. D. A study of clinico-
haematological profiles of pancytopenia in children. Tropical Doctor, London, v. 38,
p. 241-243, Oct. 2008.

HANKER, J. S.; GIAMMARA, B. L. Neutrophil pseudoplatelets: their discrimination by
myeloperoxidase demonstration. Science, New York, v. 220, n. 4595, p. 415-417,
Apr. 1983.

HAYHOE, F. G. J.; FLEMANS, R. J. Um atlas colorido de Citologia Hematoldgica.
2. ed. Traducao por Mihoko Yamamoto, Jose Orlando Bordin, Marcus Antonio Mieza
e Maria de Lourdes Lopes Ferrari Chanffaille. Porto Alegre: Artes Médicas, 1989.
240 p.

HENTER, J.-l.; HORNE, A. C.; ARICO, M.; EGELER, M.; FILIPOVICH, A. H.;
IMASHUKU, S.; LADISCH, S.; McCLAIN, K.; WEBB, D.; WINIARSKI, J.; JANKA, G.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ladisch%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McClain%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Webb%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Winiarski%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Janka%20G%22%5BAuthor%5D

123

HLH-2004: Diagnostic and therapeutic guidelines for hemophagocytic
lymphohistiocytosis. Pediatric Blood & Cancer, Hoboken, v. 48, p. 124-131, 2007.

HIDE, M.; SINGH, R.; KUMAR, B.; BANULS, A. L.; SUNDAR, S. A microculture
technique for isolating live Leishmania parasites from peripheral blood of visceral
leishmaniasis patients. Acta Tropica, Amsterdan, v. 102, n. 3, p. 197-200, 2007.

HOFFBRAND, A. V.; PETTIT, J. E. Hematologia Clinica llustrada. Tradug&o por
Jacob Israel Lemos. Sdo Paulo: Manole, 1991. Traducéo de: Clinical Haematology
lllustrated.

HUTCHISON, R. E.; DAVEY, F. R. Hematopoiese. In: HENRY, J. B. Diagnosticos
Clinicos e Tratamento por Métodos Laboratoriais. 19. ed. Sdo Paulo: Manole,
1999. cap. 25, p. 594-616.

JANKA, G.; ZUR STADT, U. Familial and acquired hemophagocytic
lymphohistiocytosis. Hematology, Washington, v. 1, p. 82-88, 2005.

JHA, A.; SAYAMI, G.; ADHIKARI, R. C.; PANTA, A. D.; JHA, R. Bone marrow
examination in cases of pancytopenia. Journal of Nepal Medical Association,
Kathmandu v. 47, n. 1, p. 12-17, Jan./Mar. 2008.

KAGER, P. A.; REES, P. H. Haematological investigations in visceral leishmaniasis.
Tropical and Geographical Medicine, Amsterdam, v. 38, n. 4, p. 371-379, 1986.

KASTNER, M. R. Q. Estudo dos elementos celulares na medula humana dos adultos
I. Linhagem plasmocitaria. Memaorias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v.
70, n. 3, p. 269-284, 1972.

KAUSHANSKY, K. Hematopoietic stem cells, progenitors, and cytokines. In:
WILLIAMS, W. J.; LICHTMAN, M. A.; BEUTLER, E.; KIPPS, T. J.; SELIGSOHN, U.;
KAUSHANSKY, K.; PRCHAL, J. T. Hematology. 7. ed. New York: McGraw-Hill
Medical, 2006. chap. 15, p. 201-220.

KILANI, B.; AMMARI, L.; KANOUN, F.; CHAABANE, T. B.; ABDELLATIF, S,
CHAKER, E. Hemophagocytic syndrome associated with visceral leishmaniasis.
International Journal of Infectious Diseases, St. Louis, v. 10, p. 85-86, 2006.

KILLICK-KENDRICK, R. Phlebotomine vectors of the leishmaniasis: a review.
Medical and Veterinary Entomology, St. Albans, v. 4, p.1-24, 1990.

KILLICK-KENDRICK, R.; KILLICK-KENDRICK, M.; FOCHEUX, C.; DEREURE, J.;
PUECH, M. P.; CADIERGUES, M. C. Protection of dogs from bites of phlebotomine
sandflies by deltamethrin collars for control of canine leishmaniasis. Medical and
Veterinary Entomology, St. Albans, v. 11, p.105-111, 1997.

KIMA, P. E. The amastigote forms of Leishmania are experts at exploiting host cell
processes to establish infection and persist. International Journal for Parasitology,
New York, v. 37, p. 1087-1096, Aug. 2007.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hide%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Singh%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kumar%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ba%C3%B1uls%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sundar%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kager%20PA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rees%20PH%22%5BAuthor%5D

124

KNOWLES, S.; HOFFBRAND, A. V. Bone-marrow aspiration and trephine biopsy (1).
British Medical Journal, London, p. 204-205, 19 July 1980a.

KNOWLES, S.; HOFFBRAND, A. V. Bone-marrow aspiration and trephine biopsy (2).
British Medical Journal, London, p. 280-281, 26 July 1980b.

KOPP, H-G.; AVECILLA, S. T.; HOOPER, A. T.; RAFII, S. The bone marrow vascular
niche: home of HSC differentiation and mobilization. Physiology, Bethesda, v. 20, p.
349-356, 2005.

KRAUSS, J. S.; DOVER, R. K.; KHANKHANIAN, N. K.; TOM, G. D. Granulocytic
fragments in sepsis. Modern Pathology, v. 2, n. 4, p. 301-305, July 1989.

KUMAR, P. V; VASEI, M.; SADEGHIPOUR, A.; SADEGH]I, E.; SOLEIMANPOUR, H.;
MOUSAVI, A.; TABATABAEI, A. H.; RIZVI, M. M. Visceral leishmaniasis: bone
marrow biopsy findings. Journal of Pediatric Hematology/Oncology, New York, v.
29, n. 2, p. 77-80, Feb 2007.

LAINSON, R.; SHAW, J. J. Evolution, classification and geographical distribution. In:
PETERS, W.; KILLICK-KENDRICK, R. The Leishmaniasis in biology and
medicine. London: Academic Press. v. 1, p. 1-120, 1987.

LE FICHOUX, Y.; QUARANTA, J. F.; AUFEUVRE, J. P.; LELIEVRE, A.; MARTY, P.;
SUFFIA, I.; ROUSSEAU, D.; KUBAR, J. Occurrence of Leishmania infantum
parasitemia in asymptomatic blood donors living in an area of endemicity in southern
France. Journal of Clinical Microbiology, Washington, v. 37, n. 6, p. 1953-1957,
June 1999.

LEHMANN, H. P.; HENRY, J. B. Unidades SI. In: HENRY, J. B. Diagndsticos
Clinicos e Tratamento por Métodos Laboratoriais. 19. ed. Sdo Paulo: Manole,
1999. apéndice 4, p. 1449-1465.

LIMA-OLIVEIRA, G. S.; PICHETH, G.; SUMITA, N. M.; SCARTEZINI, M. Controle da
qualidade na coleta do espécime diagndstico sanguineo: iluminando uma fase
escura de erros pré-analiticos. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina
Laboratorial, Rio de Janeiro, v. 45, n. 6, p. 441-447, dez. 2009.

LIVNI, N.; ABRAMOWITZ, A.; LONDNER, M.; OKON, E.; MORAG, A.
Immunoperoxidase method of identification of Leishmania in routinely prepared
histological sections. Virchows Archiv - A - Pathological Anatomy and
Histopathology, Berlin, v. 401, 147-151, 1983.

LOFFLER, H.; RASTETTER, J. Atlas Colorido de Hematologia. 5. ed. Tradugéo
por Claudia Lucia Caetano de Araujo. Rio de Janeiro: Revinter, 2002. 414 p.
Traducéo de: Atlas of Clinical Hematology.

LOKEN, M. R.; CHU, S.-C.; FRITSCHLE, W.; KALNOSKI, M.; WELLS, D. A.
Normalization of bone marrow aspirates for hemodilution in flow cytometric analyses.
Cytometry - Part B - Clinical Cytometry, Hoboken, v. 76B, p. 27-36, 2009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krauss%20JS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dover%20RK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Khankhanian%20NK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tom%20GD%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mod%20Pathol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22le%20Fichoux%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Quaranta%20JF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aufeuvre%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lelievre%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marty%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Suffia%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rousseau%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kubar%20J%22%5BAuthor%5D

125

LORAND-METZE, I. A importancia da integracdo de dados do diagndstico das
hemopatias. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, Sdo Paulo, v. 31,
n. 3, p. 189-191, 2009.

MAHAJAN, V., MARWAHA, R. K. Immune mediated hemolysis in visceral
leishmaniasis. Journal of Tropical Pediatrics, London, v. 53, n. 4, p. 284-286,
2007.

MAIA-ELKHOURY, A. N. S.; ALVES, W. A.; SOUSA-GOMES, M. L.; SENA, J. M,;
LUNA, E. A. Visceral leishmaniasis in Brazil: trends and challenges. Cadernos de
Saude Publica, Rio de Janeiro, v. 24, p. 2941-2947, dez. 2008.

MARZOCHI, M. C. A.; MARZOCHI, K. B. F. Tegumentary and visceral leishmaniases
in Brazil — emerging anthropozoonosis and possibilities for their control. Cadernos
de Saude Publica, Rio de Janeiro, v. 10, suppl. 2, p. s359-s375, 1994.

MATHUR, P.; SAMANTARAY, J. C.; SAMANTA, P. Fatal haemophagocytic
syndrome and hepatitis associated with visceral leishmaniasis. Indian Journal of
Medical Microbiology, Bhubaneswar, v. 25, n. 4, p. 416-418, Oct./Dec. 2007.

MATO GROSSO DO SUL (Estado). Secretaria de Estado de Saude. Numero
Absolutos de Casos de Leishmaniose Visceral, Mato Grosso do Sul, 1999-2010,
SINAN, 2010. Disponivel em: <http://www.sgi.ms.gov.br/pantaneiro/sites/saude/index
.php?templat=list&voltar=home&id_comp=634>. Acesso em: 23 jun. 2010.

MAURICIO, I. L.; STOTHARD, J. R.; MILES, M. A. The strange case of Leishmania
chagasi. Parasitology Today, Amsterdan, v. 16, n. 5, p. 188-189, 2000.

McCLUGAGE, S. G.; McCUSKEY Jr, R. S.; MEINEKE, H. A. Microscopy of living
bone marrow in situ. Blood, New York, v. 38, n. 1, p. 87-95, July 1971.

MEDEIROS, F. S.; TAVARES-NETO, J.; D’ OLIVEIRA Jr, A.; PARANA, R.
Alteraciones hepéticas en la leishmaniasis visceral (Kalazar) en nifios: revision
sistematica de la literatura. Acta Gastroenterolégica Latinoamericana, Buenos
Aires, v. 37, n. 3, p. 150-157, Sept. 2007.

MEHROTRA, R.; CHOUDHRY, V. P.; SAXENA, R.; KAPILA, K.; SARAYA, A. K.
Asymptomatic visceral leishmaniasis in a child with acute lymphoblastic leukaemia.
Journal of Infection, London, v. 30, p.157-159, Mar. 1995.

MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Vigilancia Sanitaria. Casos confirmados de
Leishmaniose Visceral. Brasil, Grandes Regides e Unidades Federadas. 1990 a
2008, SINAN, 2009a. Disponivel em: <http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/
casos_conf_Iv_brasil_gr uf 1990 2008.pdf>. Acesso em: 20 maio 2010.

MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Vigilancia em Satde. Sistema Nacional de
Vigilancia em Saude: Relatério de Situacdo: Mato Grosso do Sul. Brasilia, DF:
Ministério da Saude, 2009b.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McClugage%20SG%20Jr%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McClugage%20SG%20Jr%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Meineke%20HA%22%5BAuthor%5D
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01634453
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%236887%231995%23999699997%23565866%23FLP%23&_cdi=6887&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=b09077290a84145157b714e320b077b2
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/casos_conf_lv_brasil_gr_uf_1990_2008.pdf

126

MINISTERIO DA SAUDE. Fundacdo Nacional de Saltde (FUNASA). Boletim
Eletrénico Epidemiolégico, Brasilia, DF, ano 2, n. 6, 13 dez. 2002. Disponivel em:
<http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/boletim_eletronico_06_ano02.pdf>. A-
cesso em: 16 jun. 2010.

MISSAWA, N. A.; LIMA, G. B. M. Distribuicdo espacial de Lutzomyia longipalpis (Lutz
& Neiva, 1912) e Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1938) no Estado de Mato Grosso.
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Uberaba, v. 39, n. 4, p.
337-340, jul./ago. 2006.

MORAES-SILVA, E.; ANTUNES, F. R.; RODRIGUES, M. S.; JULIAO, F. S.; DIAS-
LIMA, A. G.; LEMOS-DE-SOUSA, V.; ALCANTARA, A. C.; REIS, E. A.; NAKATANI,
M.; BADARO, R.; REIS, M. G.; PONTES-DE-CARVALHO, L.; FRANKE, C. R.
Domestic swine in a visceral leishmaniasis endemic area produce antibodies against
multiple Leishmania infantum antigens but apparently resist to L. infantum infection.
Acta Tropica, Amsterdan, v. 98, p. 176-182, 2006.

MPAKA, M. A.; DANIIL, Z.; KYRIAKOU, D. S.; ZAKYNTHINOS, E. Septic shock due
to visceral leishmaniasis, probably transmitted from blood transfusion. Journal of
Infection in Developing Countries, Sassari, v. 3, p. 479-483, 2009.

MUELLER, M.; RITMEIJER, K.; BALASEGARAM, M.; KOUMMUKI, Y.; SANTANA,
M. R.; DAVIDSON, R. Unresponsiveness to AmBisome in some Sudanese patients
with kala-azar. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene, London, v. 101, p. 19-24, 2007.

MUHURY, M.; MATHAI, A. M.; RAI, S.; NAIK, R.; PAI, M. R.; SINHA, R.
Megakaryocytic alterations in thrombocytopenia: a bone marrow aspiration study.
Indian Journal of Pathology and Microbiology, Rajahmundry, v. 52, n. 4, p. 490-
494, Oct./Dec. 2009.

MURRAY, H. W. Clinical and experimental advances in treatment of visceral
leishmaniasis. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 45, n. 8, p. 2185-2197,
Aug. 2001.

MUSUMECI, S.; D'AGATA, A.; SCHILIRO, G.; FISCHER, A. Studies of the
neutropenia in kala-azar: results in two patients. Transactions of the Royal Society
of Tropical Medicine and Hygiene, London, v. 70, p. 500-503, 1976.

NIERO-MELO, L.; RESENDE, L. S. R.; GAIOLLA, R. D.; OLIVEIRA, C. T,
DOMINGUES, M. A. C.; MORAES NETO, F. A. Diretrizes para diagnostico
morfolégico em sindromes mielodisplasicas. Revista Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia, Sao Paulo, v. 28, n. 3, p. 167-174, 2006.

NOGUEIRA, M. V.; VIDAL, L.; TERRA, B.; PAGOT, T.; SALLUH, J. |.; SOARES, M.
Hemophagocytic syndrome associated with cytomegalovirus infection in a severely
immunocompromised AIDS patient:. case report. Brazilian Journal of Infectious
Diseases, Salvador, v. 13, n. 1, p. 72-73, Feb. 2009.


http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/boletim_eletronico_06_ano02.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moraes-Silva%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Antunes%20FR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rodrigues%20MS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22da%20Silva%20Juli%C3%A3o%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dias-Lima%20AG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dias-Lima%20AG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lemos-de-Sousa%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Alcantara%20AC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Reis%20EA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nakatani%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nakatani%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Badar%C3%B3%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Reis%20MG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pontes-de-Carvalho%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Franke%20CR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Muhury%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mathai%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rai%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Naik%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pai%20MR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sinha%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nogueira%20MV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vidal%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Terra%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pagot%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Salluh%20JI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Soares%20M%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Braz%20J%20Infect%20Dis.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Braz%20J%20Infect%20Dis.');

127

OLIVEIRA, A. G.; GALATI, E. A. B.; OLIVEIRA, O.; OLIVEIRA G. R.; ESPINDOLA, I.
A. C.; DORVAL, M. E. C.; BRAZIL. R. P. Abundance of Lutzomyia longipalpis
(Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) and urban transmissionof visceral
leishmaniasis in Campo Grande, state of Mato Grosso do Sul, Brazil. Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 101, n. 8, p. 869-874, Dec. 2006.

OLIVEIRA, A. L. L.; PANIAGO, A. M. M.; DORVAL, M. E. C.; OSHIRO, E. T.; LEAL,
C. R.; SANCHES, M.; CUNHA, R. V.; BOIA, M. N. Foco emergente de leishmaniose
visceral em Mato Grosso do Sul. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, Uberaba, v. 39, n. 5, p. 446-450, set./out. 2006.

OLIVEIRA, A. L. L.; PANIAGO, A. M. M.; SANCHES, M. A.; DORVAL, M. E. C,;
OSHIRO, E. T.; LEAL, C. R. B.; PAULA, F. H.; PEREIRA, L. G.; CUNHA, R. V.
BOIA, M. N. Asymptomatic infection in family contacts of patients with human
visceral leishmaniasis in Trés Lagoas, Mato Grosso do Sul State, Brazil. Cadernos
de Saude Publica, Rio de Janeiro, v. 24, n. 12, p. 2827-2833, dez. 2008.

OLIVEIRA, C. D. L.; MORAIS, M. H. F.; MACHADO-COELHO, G. L. L. Visceral
leishmaniasis in large Brazilian cities: challenges for control. Cadernos de Saude
Publica, Rio de Janeiro, v. 24, p. 2953-2958, dez. 2008.

OLIVEIRA, J. M.; FERNANDES, A. C.; DORVAL, M. E. C.; ALVES, T. P,
FERNANDES, T. D.; OSHIRO, E. T.; OLIVEIRA, A. L. L. Mortalidade por
leishmaniose visceral: aspectos clinicos e laboratoriais. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, Uberaba, v. 43, n. 2, p. 188-193, mar./abr. 2010.

ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE. Manual de controle da
leishmaniose visceral. Brasilia: OPAS, 1996.

OSTROSKY-ZEICHNER, L.; MARR, K. A.; REX, J. H.; COHEN, S. H. Amphotericin
B: time for a new “gold standard”. Clinical Infectious Diseases, Boston, v. 37, n. 3,
p. 415-425, Aug. 2003.

OTERO, A. C. S.; DA SILVA, V. O,; LUZ, K. G.; PALATNIK, M.; PIRMEZ, C;
FERNANDES, O.; SOUSA, C. B. P. Short report: occurrence of Leishmania
donovani DNA in donated blood from seroreactive Brazilian blood donors. American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene, Northbrook, v. 62, p. 128-131, 2000.

PANTANOWITZ, L.; TRANOVICH, V.; BALLESTEROS, E. Flaming plasma cells.
Archives of Pathology and Laboratory Medicine, Chicago, v. 125, p. 1394-1395,
Oct. 2001.

PAPADAKI, H. A.; ELIOPOULOS, G. D. The role of apoptosis in the pathophysiology
of chronic neutropenias associated with bone marrow failure. Cell Cycle, v. 2, n. 5, p.
447-451, Sept./Oct. 2003.

PASTORINO, A. C.; JACOB, C. M. A.; OSELKA, G. W.; CARNEIRO-SAMPAIO, M.
M. S. Leishmaniose visceral: aspectos clinicos e laboratoriais. Jornal de Pediatria,
Porto Alegre, v. 78, n. 2, p. 120-127, 2002.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Papadaki%20HA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Eliopoulos%20GD%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cell%20Cycle.');

128

PEASE, G. L. Granulomatous lesions in bone marrow. Blood, New York, v. 11, p.
720-734, 1956.

PEDROSA, C. M. S.; ROCHA, E. M. M. Aspectos clinicos e epidemioldgicos da
leishmaniose visceral em menores de 15 anos procedentes de Alagoas, Brasil.
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Uberaba, v. 37, n. 4, p.
300-304, jul./ago. 2004.

PERKINS, S. L. Examination of the blood and bone marrow. In: LEE, G. R,
FOERSTER, J.; LUKENS, J.; PARASKEVAS, F.; GREER, J. P.; RODGERS, G. M.
Wintrobe’s Clinical Hematology. 10. ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1999a.
chap. 2, p. 9-35 (volume 1).

PERKINS, S. L. Normal blood and bone marrow values in humans. In: LEE, G. R.;
FOERSTER, J.; LUKENS, J.; PARASKEVAS, F.; GREER, J. P.; RODGERS, G. M.
Wintrobe’s Clinical Hematology. 10. ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1999b.
appendix A, p. 2738-2748 (volume 2).

PIARROUX, R.; GAMBARELLI, F.; DUMON, H.; FONTES, M.; DUNAN, S.; MARY,
C.; TOGA, B.; QUILICI, M. Comparison of PCR with direct examination of bone
marrow aspiration, myeloculture, and serology for diagnosis of visceral leishmaniasis
in immunocompromised patients. Journal of Clinical Microbiology, Washington, v.
32,n. 3, p. 746-749, Mar. 1994.

PLEBANI, M. Errors in clinical laboratories or errors in laboratory medicine? Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine, v. 44, n. 6, p. 750-759, 2006.

POLLACK, S.; NAGLER, A.; LIBERMAN, D.; OREN, I.; ALROY, G.; KATZ, R;
SCHECHTER, Y. Immunological studies of pancytopenia in visceral leishmaniasis.
Israel Journal of Medical Sciences, Tel Aviv-Jerusalem, v. 24, p. 70-74, Feb.
1988.

PRASAD, L. S. N.; SEN, S.; GANGULY, S. K. Renal involvement in Kala-azar.
Indian Journal of Medical Research, New Delhi, v. 95, p. 43-46, Jan. 1992.

PRASAD, R.; MUTHUSAMI, S.; PANDEY, N.; TILAK, V.; SHUKLA, J.; MISHRA, O.
P. Unusual presentations of Visceral leishmaniasis. Indian Journal of Pediatrics,
Calcutta, v. 76, n. 8, p. 843-845, Aug. 2009.

PRCHAL, J. T. Production of erythrocytes. In: WILLIAMS, W. J.; LICHTMAN, M. A;;
BEUTLER, E.; KIPPS, T. J.; SELIGSOHN, U.; KAUSHANSKY, K.; PRCHAL, J. T.
Hematology. 7. ed. New York: McGraw-Hill Medical, 2006a. chap. 30, p. 393-403.

PRCHAL, J. T. Clinical manifestations and classification of erythrocyte disorders. In:
WILLIAMS, W. J.; LICHTMAN, M. A.; BEUTLER, E.; KIPPS, T. J.; SELIGSOHN, U,
KAUSHANSKY, K.; PRCHAL, J. T. Hematology. 7. ed. New York: McGraw-Hill
Medical, 2006b. chap. 32, p. 411-418.

PRINA, E.; ABDI, S. Z.; LEBASTARD, M.; PERRET, E.; WINTER, N.; ANTOINE, J-
C. Dendritic cells as host cells for the promastigote and amastigote stages of


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pollack%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nagler%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liberman%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oren%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alroy%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Katz%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schechter%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.springerlink.com/content/120545/?p=386ce65774784a399dbb87d8c0bd0021&pi=0
http://www.springerlink.com/content/n2852t4q3v24/?p=386ce65774784a399dbb87d8c0bd0021&pi=0

129

Leishmania amazonensis: the role of opsonins in parasite uptake and dendritic cell
maturation. Journal of Cell Science, Cambridge, v. 117, n. 2, p. 315-325, 2004.

PUKA, J.; MATTOS, H. H. R. V.; GAVRON, A. C.; VIANNA, S.-E. O.; VAZ, R. S.
Origem e tipos de fagocitos. Revista UnicenP de Biologia e Saude, Curitiba, v.1,
n.1, p.17-24, jan./mar. 2005.

QUEIROZ, M. J. A.; ALVES, J. G. B.; CORREIA, J. B. Leishmaniose visceral:
caracteristicas clinico-epidemiolégicas em criancas de area endémica. Jornal de
Pediatria, Porto Alegre, v. 80, n. 2, p. 141-146, 2004.

RACHMILEWITZ, M.; BRAUN, K.; VRIES, A. Hematologic observations in a case of
kala-azar. Blood, New York, v. 2, p. 381-385, 1947.

RAI, M. E.; MUHAMMAD, Z.; SARWAR, J.; QURESHI, A. M. Haematological findings
in relation to clinical findings of visceral leishmaniasis in Hazara Division. Journal of
Ayub Medical College, Abbottabad, v. 20, n. 3, p. 40-43, 2008.

RATH, S.; TRIVELIN, L. A.; IMBRUNITO, T. R.; TOMAZELA, D. M.; JESUS, M. N.;
MARZAL, P. C.; JUNIOR-ANDRADE, H. F.; TEMPANE, A. G. Antimoniais
empregados no tratamento da leishmaniose: estado da arte. Quimica Nova, Séo
Paulo, v. 26, n. 4, p. 550-555, jul./ago. 2003.

REGO Jr, F. A.; NUNES, V. L. B.; PEREIRA, M. J. S.; CAVALHEIROS, M. E. M;
SILVA, R. P.; BARROS, E. Ocorréncia de casos de leishmaniose em cées no
municipio de Corumba- MS. In: Resumos do VIII Congresso da Sociedade
Brasileira de Parasitologia, S&o Paulo, 1983, p. 2.

REIS, A. B.; MARTINS-FILHO, O. A.; TEIXEIRA-CARVALHO, A.; CARVALHO, M.
G.; MAYRINK, W.; FRANCA-SILVA, J. C.; GIUNCHETTI, R. C.; GENARO, O
CORREA-OLIVEIRA, R. Parasite density and impaired biochemical/hematological
status are associated with severe clinical aspects of canine visceral leishmaniasis.
Research in Veterinary Science, London, v. 81, p. 68-75, 2006a.

REIS, A. B.; TEIXEIRA-CARVALHO, A.; GIUNCHETTI, R. C.; GUERRA L. L
CARVALHO, M. G.; MAYRINK, W.; GENARO, O.; CORREA-OLIVEIRA, R
MARTINS-FILHO, O. A. Phenotypic features of circulating leucocytes as
immunological markers for clinical status and bone marrow parasite density in dogs
naturally infected by Leishmania chagasi. Clinical and Experimental Immunology,
London, v. 146, p. 303-311, 2006b.

REY, L. Leishmania e leishmaniases: os parasitos. In: . Parasitologia. 3. ed.
Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2001a. cap. 15, p. 214-226.

REY, L. O complexo “Leishmania donovani” e a leishmaniase visceral. In:
Parasitologia. 3. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2001b. cap. 19, p. 253-
266.

RITTIG, M. G.; BOGDAN, C. Leishmania-host-cell interaction: complexities and
alternative views. Parasitology Today, Amsterdan, v. 16, n. 7, p. 292-297, 2000.



130

ROCHA FILHO, F. D.; FERREIRA, F. V. A.; MENDES, F. O.; FERREIRA, F. N. H,;
KARBAGE, A.; ALENCAR, M. L.; COSTA, D. Bone marrow fibrosis (pseudo-
myelofibrosis) in human kala-azar. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, Uberaba, v. 33, n. 4, p. 363-366, jul./ago. 2000.

ROMERO, G. A. S.; BOELAERT, M. Control of visceral leishmaniasis in Latin
America — a systematic review. PLoS Neglected Tropical Diseases, San Francisco,
V. 4, p. €584, Jan. 2010.

ROUSSEAU, D.; DEMARTINO, S.; FERRUA, B.; MICHIELS, J. F.; ANJUERE, F.;
FRAGAKI, K.; LE FICHOUX, Y.; KUBAR, J. In vivo involvement of
polymorphonuclear neutrophils in Leishmania infantum infection. BMC
Microbiology, London, v. 1, p. 17, 2001.

RYAN, D. H.; FELGAR, R. E. Examination of the marrow. In: WILLIAMS, W. J.;
LICHTMAN, M. A.; BEUTLER, E.; KIPPS, T. J.; SELIGSOHN, U.; KAUSHANSKY, K.;
PRCHAL, J. T. Hematology. 7. ed. New York: McGraw-Hill Medical, 2006. chap. 3,
p. 21-31.

SABHARWAL, B. D.; MALHOTRA, V.; ARUNA, S.; GREWAL, R. Comparative
evaluation of bone marrow aspirate particle smears, imprints and biopsy sections.
Journal of Postgraduate Medicine, Mumbai, v. 36, p. 194-198, 1990.

SACKS, D.; KAMHAWI, S. Molecular aspects of parasite-vector and vector-host
interactions in leishmaniasis. Annual Review of Microbiology, Palo Alto, v. 55, p.
453-483, Oct. 2001.

SACKS, D.; NOBEN-TRAUTH, N. The immunology of susceptibility and resistance to
Leishmania major in mice. Nature Reviews Immunology, Basingstoke, v. 2, p. 845-
858, Nov. 2002.

SAH, S. P.; RIJAL, S.; BHADANI, P. P.; RANI, S.; KOIRALA, S. Visceral
leishmaniasis in two cases of leukemia. Southeast Asian journal of tropical
medicine and public health, Bangkok, v. 33, n. 1, p. 25-27, Mar. 2002.

SAITO, S.; HAMADA, A.; WATANABE, N.; OBATA, T.; KATAKURA, K.; OHTOMO,
H. Eosinophil chemotactic activity in Leishmania amazonensis promastigotes.
Parasitology Research, Berlin, v. 82, n. 6, p. 485-489, July 1996.

SALGADO FILHO, N.; FERREIRA, T. M. A. F.; COSTA, J. M. L. Envolvimento da
fungcdo renal em pacientes com leishmaniose visceral (calazar). Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Uberaba, v. 36, n. 2, p. 217-221,
mar./abr. 2003.

SALVIOLI, G.; RIOLI, G. ; LUGLI, R.; SALATI, R. Membrane lipid composition of red
blood cells in liver disease: regression of spur cell anaemia after infusion of
polyunsaturated phosphatidylcholine. Gut, v. 19, p. 844-850, 1978.

SANTOS, M. A.; MARQUES, R. C.; FARIAS, C. A.; VASCONCELOS, D. M,
STEWART, J. M.; COSTA, C. H. N. Predictors of an unsatisfactory response to


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rousseau%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Demartino%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ferrua%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Michiels%20JF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Anju%C3%A8re%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fragaki%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Le%20Fichoux%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kubar%20J%22%5BAuthor%5D

131

pentavalent antimony in the treatment of American visceral leishmaniasis. Revista
da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Uberaba, v. 35, n. 6, p. 629-633,
Nov./Dec. 2002.

SANTOS, S. O.; ARIAS, J.; RIBEIRO, A. A.; HOFFMANN, M. P.; FREITAS, R. A;;
MALACCO, M. A. F. Incrimination of Lutzomyia cruzi as a vector of American visceral
leishmaniasis. Medical and Veterinary Entomology, St. Albans, v. 12, p. 315-317,
July 1998.

SANTOS, V. M.; CUNHA, S. F. C.; CUNHA, D. F. Velocidade de sedimentacao das
hemacias: utilidade e limitacbes. Revista da Associacdo Médica Brasileira, Sao
Paulo, v. 46, n. 3, p. 232-236, 2000.

SARIDOMICHELAKIS, M. N.; MYLONAKIS, M. E.; LEONTIDES, L. S.; KOUTINAS,
A. F.; BILLINIS, C.; KONTOS, V. |. Evaluation of lymph node and bone marrow
cytology in the diagnosis of canine leishmaniasis (Leishmania infantum) in
symptomatic and asymptomatic dogs. American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene, Northbrook, v. 73, n. 1, p. 82-86, July 2005.

SCHMIDT, U.; MLYNEK, -I.; LEDER, L. -D. Electron-microscopic characterization of
mixed granulated (hybridoid) leucocytes of chronic myeloid leukaemia. British
Journal of Haematology, Oxford, v. 68, p. 175-180, 1988.

SEAMAN, J. P.; KJELDSBERG, C. R.; LINKER, D. A. Gelatinous transformation of
the bone marrow. Human Pathology, v. 9, n. 6, p. 685-692, Nov. 1978.

SHAHRIAR, D.; REZA, M. P. A.; REZA, A. M. M; FARAMARZ ,S. Cytological clues of
bone marrow findings in Kala-Azar. Diagnostic Cytopathology, New York, v. 20, n.
4, p. 208-211, 1999.

SHARMA, S.; MALHAN, P.; PUJANI, M.; RATH, B. Acute erythroid toxicity in visceral
leishmaniasis: a rare complication of antimonial therapy. Indian Journal of
Pathology and Microbiology, Rajahmundry, v. 51, p. 546-547, Oct./Dec. 2008.

SHEIKHA, A. Dyserythropoiesis in 105 Patients with visceral leishmaniasis.
Laboratory Hematology, v. 10, n. 4, p. 206-211, Dec. 2004.

SHIKANAI-YASUDA, M. A.; HIGAKI, Y.; UIP, D. E.; MORI, N. S.; DEL NEGRO, G,
MELO, N. T.; HUTZLER, R. U.; AMATO NETO, V. Comprometimento da medula
O0ssea e eosinofilia na paracoccidioidomicose. Revista do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo, Sao Paulo, v. 34, n. 2, mar./abr. 1992.

SILVA, E. S.; CARVALHO, F. G.; SILVA, E. A.; FIOZI, E.; OLIVEIRA, A. G.; BRAZIL,
R. P. Primeiro relato de leishmaniose visceral canina em area urbana do municipio
de Campo Grande, Mato Grosso do Sul. In: Resumos do XXXVI Congresso
Brasileiro de Medicina Tropical, Sao Luis, 2000, p. 318.

SILVA, E. S.; GONTIJO, C. M. F.; PACHECO, R. S.; FIUZA, V. O. P.; BRAZIL, R. P.
Visceral leishmaniasis in the Metropolian Region of Belo Horizonte, State of Minas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Saridomichelakis%20MN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mylonakis%20ME%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Leontides%20LS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Koutinas%20AF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Koutinas%20AF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Billinis%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kontos%20VI%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Am%20J%20Trop%20Med%20Hyg.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Am%20J%20Trop%20Med%20Hyg.');
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00468177
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%236820%231978%23999909993%23649766%23FLP%23&_cdi=6820&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000037558&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686415&md5=367152c465342080abf14278ca0e7aa1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sharma%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Malhan%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pujani%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rath%20B%22%5BAuthor%5D

132

Gerais, Brazil. Memarias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 96, n. 3, p.
285-291, Apr. 2001.

SILVA, E. A;; ANDREOTTI, R.; HONER, M. R. Comportamento de Lutzomyia
longipalpis, vetor principal da leishmaniose visceral americana, em Campo Grande,
Estado do Mato Grosso do Sul. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, Uberaba, v. 40, n. 4, p. 420-425, jul./ago. 2007.

SILVA, F. G.; TAVARES-NETO, J. Avaliacdo dos prontuarios médicos de hospitais
de ensino do Brasil. Revista Brasileira de Educacdo Médica, Rio de Janeiro, v. 31,
n. 2, p. 113-126, 2007.

SILVA, D. F. R.; ANUNCIACAO, F. A. C.; ARCOVERDE, J. C.; COSTA, L. P;
MARQUES, |. D. B.; PINHEIRO, G. S.; MOREIRA, M. S. T. A. Sindrome
hemofagocitica: uma apresentacdo inicial do lUpus eritematoso sistémico. Acta
Reumatolégica Portuguesa, Lisboa, v. 33, p. 91-97, 2008.

SINGH, S.; SIVAKUMAR, R. Recent advances in the diagnosis of leishmaniasis.
Journal of Postgraduate Medicine, Mumbai, v. 49, p. 55-60, Jan./Mar. 2003.

SIRVENT-VON BUELTZINGSLOEWEN, A.; MARTY, P.; ROSENTHAL, E,;
DELAUNAY, P.; ALLIERI-ROSENTHAL, A.; GRATECOS, N.; CASSUTO, J. P.
Visceral leishmaniasis: a new opportunistic infection in hematopoietic stem-cell-
transplanted patients. Bone Marrow Transplantation, Basingstoke v. 33, p. 667-
668, Mar. 2004.

SMITH, C. W. Production, distribution, and fate of neutrophils. In: WILLIAMS, W. J.;
LICHTMAN, M. A.; BEUTLER, E.; KIPPS, T. J.; SELIGSOHN, U.; KAUSHANSKY, K.;
PRCHAL, J. T. Hematology. 7. ed. New York: McGraw-Hill Medical, 2006. chap. 61,
p. 855-861.

SOBRINHO, A. H.; OLIVEIRA, C. A. C.; BALDACCI, E. R.; BREVIGLIERI, J. C;
GRISI, S. J. F. E. ; POMMER, V. M. Hemograma, mielograma, coagulacdo
sanguinea e teste do NBT na desnutricdo infantil. Pediatria, Sdo Paulo, v. 1, p. 243-
248, 1979.

SOONG, L. Modulation of dendritic cell function by Leishmania parasites. Journal of
Immunology, Baltimore, v. 180, p. 4355-4360, Apr. 2008.

STOLTZFUS, R. J.; EDWARD-RAJ, A.; DREYFUSS, M. L.; ALBONICO, M.
MONTRESOR, A.; THAPA, M. D.; WEST JR., K. P.; CHWAYA, H. M.; SAVIOLI, L.;
TIELSCH, J. Clinical pallor is useful to detect severe anemia in populations where
anemia is prevalent and severe. The Journal of Nutrition, v. 129, n. 9, p. 1675-
1681, 1999.

SUNDAR, S. Indian kala-azar: better tools needed for diagnosis and treatment.
Journal of Postgraduate Medicine, Mumbai, v. 49, p. 29-30, 2003.

SUNDAR, S.; AGRAWAL, S.; PAIl, A;; CHANCE, M.; HOMMEL, M. Detection of
leishmanial antigen in the urine of patients with visceral leishmaniasis by a latex


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sirvent-von%20Bueltzingsloewen%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marty%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rosenthal%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Delaunay%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Allieri-Rosenthal%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gratecos%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cassuto%20JP%22%5BAuthor%5D

133

agglutination test. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene,
Northbrook, v. 73, p. 269-271, 2005.

SUNDAR, S.; RAI, M. Laboratory diagnosis of visceral leishmaniasis. Clinical and
Diagnostic Laboratory Immunology, Washington, v. 9, n. 5, p. 951-958, Sept.
2002.

SUNDAR, S.; SINGH, R. K.; BIMAL, S. K.; GIDWANI, K.; MISHRA, A.; MAURYA, R.;
SINGH, S. K.; MANANDHAR, K. D.; BOELAERT, M.; RAIl, M. Comparative
evaluation of parasitology and serological tests in the diagnosis of visceral
leishmaniasis in India: a phase Il diagnostic accuracy study. Tropical Medicine and
International Health, Oxford, v. 12, n. 2, p. 284-289, Feb. 2007.

TAFURI, W. L.; SANTOS, R. L.; ARANTES, R. M. E.; GONCALVES, R.; MELO, M.
N.; MICHALICK, M. S. M.; TAFURI, W. L. An alternative immunohistochemical
method for detecting Leishmania amastigotes in paraffin-embedded canine tissues.
Journal of Immunological Methods, Amsterdam, v. 292, p. 17— 23, 2004.

TAPISIZ, A.; BELET, N.; CIFTCI, E.; INCE, E.; DOGRU, U. Hemophagocytic
lymphohistiocytosis associated with visceral leishmaniasis. Journal of Tropical
Pediatrics, v. 53, p. 359-361, 2007.

THAKUR, C. P.; KUMAR, A.; MITRA, G.; THAKUR, S.; SINHA, P. K.; DAS, P.;
BHATTACHARYA, S. K.; SINHA, A. Impact of amphotericin-B in the treatment of
kala-azar on the incidence of PKDL in Bihar, India. Indian Journal of Medical
Research, New Delhi, v. 128, , p. 38-44, July 2008.

VAN DER MEIDE, W.; GUERRA, J.; SCHOONE, G.; FARENHORST, M.; COELHO,
L.; FABER, W.; PEEKEL, I.; SCHALLIG, H. Comparison between quantitative nucleic
acid sequence-based amplification, real-time reverse transcriptase PCR, and real-
time PCR for quantification of Leishmania parasites. Journal of Clinical
Microbiology, Washington, v. 46, n. 1, p. 73-78, Jan. 2008.

VARMA, N.; BHORIA, U.; BAMBERY, P.; DASH, S. Gelatinous transformation of the
bone marrow and Leishmania donovani infection. American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, Northbrook, v. 94, n. 5, p. 310-312, Oct. 1991.

VITURI, C. L.; ALVAREZ-SILVA, M.; TRENTIN, A. G.; BORELLI, P. Capacidade da
matriz extracelular da medula 6ssea de induzir proliferacdo de células mieldides in
vitro no modelo de desnutricdo protéica em camundongos. Revista Brasileira de
Ciéncias Farmacéuticas, Sao Paulo, v. 44, n. 3, jul./set. 2008.

WARDLAW, A. Eosinophils and their disorders. In: WILLIAMS, W. J.; LICHTMAN, M.
A.; BEUTLER, E.; KIPPS, T. J.; SELIGSOHN, U.; KAUSHANSKY, K.; PRCHAL, J. T.
Hematology. 7. ed. New York: McGraw-Hill Medical, 2006b. chap. 62, p. 863-878.

WERNECK, G. L.; BATISTA, M. S. A,; GOMES, J. R. B.; COSTA, D. L.; COSTA, C.
H. N. Prognostic factors for death from visceral leishmaniasis in Teresina, Brazil.
Infection, Munich, v. 31, n. 3, p. 174-177, 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Varma%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bhoria%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bambery%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dash%20S%22%5BAuthor%5D

134

WICKRAMASINGHE, S. N.; ABDALLA, S. H.; KASILI, E. G. Ultrastructure of bone
marrow in patients with visceral leishmaniasis. Journal of Clinical Pathology,
London, v. 40, p. 267-275, 1987.

WILKINS, B. S.; O'BRIEN, C. J. Techniques for obtaining differential cell counts from
bone marrow trephine biopsy specimens. Journal of Clinical Pathology, London, v.
41, p. 558-561, 1988.

WILKINS, B. S. Histology of normal haemopoiesis: Bone marrow histology I. Journal
of Clinical Pathology, London, v. 45, p. 645-649, 1992.

WINFIELD, D. A.; POLACARZ, S. V. Bone marrow histology 3: value of bone marrow
core biopsy in acute leukaemia, myelodysplastic syndromes, and chronic myeloid
leukaemia. Journal of Clinical Pathology, London, v. 45, p. 855-859, 1992.

WOLDAY, D.; AKUFFO, H.; FESSAHAYE, G.; VALANTINE, A.; BRITTON, S. Live
and killed human immunodeficiency virus type-1 increases the intracellular growth of
Leishmania donovani in monocyte-derived cells. Scandinavian Journal of
Infectious Diseases, Stockholm, v. 30, n.1, p. 29-34, 1998.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Control of leishmaniasis. Geneva:
WHO, 2006.

YARALI, N.; FISGIN, T.; DURU, F.; KARA, A. Myelodysplastic features in visceral
leishmaniasis. American Journal of Hematology, New York, v. 71, p. 191-195,
2002.

ZIJLSTRA, E. E.; NUR, Y.; DESJEUX, P.; KHALIL, E. A. G.; EL-HASSAN, A. M;
GROEN, J. Diagnosing visceral leishmaniasis with the recombinant K39 strip test:
experience from the Sudan. Tropical Medicine and International Health, Oxford, v.
6, n. 2, p. 108-113, Feb. 2001.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wolday%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Akuffo%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fessahaye%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Valantine%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Britton%20S%22%5BAuthor%5D

135

ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA



: JAN
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul /7 W\

Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS

Carta de Aprovagdo

A minka assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 1358 da
Pesquisadora Suelen Castifho intitulado “Avaliacdo da medula ssea de pacientes com
leishmaniose visceral em Mato Grosso do Sul”, eo séu Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, foram revisados por este comité e aprovados em reunido ordindria no dia
04 de junho de /2j009, encontrando-se de acordo com as resolucées mormativas do
Ministério da Saride.

.
l » " 1\\\\J\\jlu

@rof. Paulo Rob lrto Haidamus de Oliveira Bastos
Coordenador em exercicio do Comité de Etica em Pesquisa da VFMS

Campo Grande, 05 de junho de 2009.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
hitp://www.propp.ufms.br/bioetica/cep/

bioetica@proop.ufms.br
fone 0XX67 345-7187




