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RESUMO

Introducdo: A quantificacdo da densidade parasitaria € importante para o melhor
entendimento dos parametros imunoldégicos, clinicos e terapéuticos em um processo
infeccioso. Apesar de a leishmaniose visceral (LV) ser comum na faixa etéria
pediatrica, existe escassez de informagbes sobre a magnitude da infestacédo
parasitaria em criangas com LV. Objetivo: analisar a densidade parasitaria da
medula 6ssea de criancas com LV, relacionando-a com aspectos clinicos,
laboratoriais e de tratamento. Material e métodos: realizou-se uma releitura de
laminas de aspirado medular obtidas por ocasido da internacéo de criangas com LV
em um hospital universitario de referéncia, classificando-se a densidade parasitaria
em graus variando de 1+ a 6+ e relacionando-se esta aos dados obtidos dos
prontuarios. Resultados: 109 criancas tiveram suas laminas de esfregaco delgado
de aspirado medular analisadas. A maioria (62,4%) apresentou densidade
parasitaria classificada em graus 1+ e 2+. A densidade parasitaria foi maior naquelas
com risco nutricional ou peso baixo/ desnutricdo, com ba¢o maior que 10 cm, nas
gue receberam anfotericina B como primeira escolha e nas que necessitaram uso
prolongado (>28 dias) de antimoniato de N-metilglucamina. Detectou-se a presenca
de 7,3% de criangas altamente parasitadas (grau 5+). Discussdo: A maioria das
criangas com LV exibiram grau de parasitismo medular ndo muito elevado, o que
poderia constituir um dos fatores que explicam a boa resposta ao tratamento com
antimoniato de N-metilglucamina (94,1%). Nos pacientes com carga parasitaria
elevada (5+), tratamento mais prolongado (até 40 dias, para aqueles utilizando
antimoniato de N-metilglucamina) pode ser necessario para a obtencdo da cura
clinica. Concluséo: a determinagéo da carga parasitaria em criancas antes do inicio
do tratamento permite a identificacdo do grau de parasitismo podendo auxiliar na
deciséo do tempo adequado de tratamento.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, densidade parasitéria e crianga.



ABSTRACT

Introduction: The quantification of parasite density is important for better
comprehension of immunological, clinical and therapeutic parameters in
infectious process. In spite of visceral leishmaniasis (VL) to be common in
pediatric age groups, there is a lack of information about the magnitude of
parasite infestation in children with VL. Objective: to analyze parasite density of
bone marrow in children with LV, relating it to clinical, laboratory and treatment
aspects. Material and methods: slides of aspirated bone marrow gotten by
admission of children with LV to an important university hospital were
reanalyzed, and parasite density were classified in degrees varying from 1+ to
6+ and related to data gotten from medical notes. Results: 109 children had
their thin smear slides of aspirated bone marrow analyzed. The majority (62.4%)
presented parasite density classified in degrees 1+ and 2+. The parasite density
was higher in children with nutritional risk of underweight/malnutrition, in those with
spleen bigger than 10 cm, in patients who had received amphotericin B as first
choice and in them who had needed prolonged use (>28 days) of N-methylglucamine
antimoniate. It was detected presence of 7.3% of highly parasitaded children
(degree 5+). Discussion: The majority of children with VL had shown a not very
high marrow parasitism degree, which could be one of the factors that explain
the good reply to the treatment with N-methylglucamine antimoniate (94.1%). In
patients with high parasite load (5+), it can be necessary prolonged treatment (up
to 40 days, for patients using N-methylglucamine antimoniate) for clinical cure.
Conclusion: the determination of parasite load in children before the beginning of
treatment allows the identification of parasitism degree what could help on the
decision about the appropriate time of treatment.

Keyword: Visceral leishmaniasis, Parasite density, Child.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma infeccao sistémica que ameacga a vida e
torna-se fatal quando ndo tratada adequadamente. Inicialmente uma doenca de
zona rural, a LV vem sofrendo um processo constante de urbanizagao, constituindo
agora um importante problema de saude publica na maioria das regides brasileiras.

Na América do Sul a doenca acomete mais criancas pequenas do que
adultos. Alguns fatores de risco como desnutricdo, imunossupresséao, transplantes,
mudancas ou viagens para areas endémicas podem facilitar a evolucao da infecgéo.

Para o diagnostico laboratorial da LV o método mais utilizado é o
parasitoldgico, cuja visualizacdo de amastigotas por meio da microscopia direta é
considerada “padréo ouro” em locais com estrutura e profissionais qualificados para
a sua realizacao. Podem também ser empregados os métodos de cultura de tecidos,
métodos soroldgicos e o diagnéstico molecular.

O método parasitolégico € importante, pois além de permitir o diagnéstico,
possibilita a determinacdo da carga parasitaria nos doentes que serdo submetidos a
tratamento. Quantificar a carga parasitaria pode ser uma boa maneira de
acompanhar a evolugcdo de uma infeccdo e também verificar o efeito de um
determinado esquema terapéutico.

Poucos sdo os estudos feitos em humanos para a analise da densidade
parasitaria, embora existam métodos validados para tal. Ha mais de 20 anos, Chulay
e Bryceson (1983) desenvolveram uma técnica de quantificacdo de amastigotas em
aspirado esplénico. Nessa época, 0s autores demonstraram que a graduacao da
densidade parasitaria mostrava-se Util na avaliacdo da resposta ao tratamento e na
distingdo entre respondedores lentos e ndo respondedores, sendo especialmente
importante no manejo de pacientes com resisténcia ao tratamento.

Frente & auséncia de relatos que elucidem a densidade parasitaria em
aspirado medular de criangas com LV, desde sua magnitude até sua relagcdo com as
manifestacdes clinicas, laboratoriais e do tratamento, houve a motivacao para a

realizagdo desta pesquisa.
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2 CONTEXTUALIZAGAO DO PROBLEMA

2.1 Epidemiologia da Leishmaniose Visceral

2.1.1 Histoérico

A leishmaniose visceral era conhecida pelos indus como calazar (kalazar:
indu kala = negro e do persa azar = doenca) ou febre negra. As primeiras descricdes
foram feitas em 1898 por Borovsky e posteriormente em 1903 por Leishman,
confirmada por Donovan e o parasita denominado posteriormente por Ross como
Leishmania donovani. No ano de 1912, Gaspar Vianna descobriu a cura da patologia
com a utilizacdo de tartaro emético, alterando desta forma o tratamento no mundo. A
letalidade estimada para a época oscilava entre 75 a 95% (COURA, 2008; REY,
2008).

Historicamente conhecida no Brasil como uma doenca de &rea rural, a partir
da década de 80 passou a ser registrado um processo de urbanizacdo que vem
ocorrendo em grande parte do pais (BRASIL, 2006a). A primeira grande epidemia
urbana ocorreu em Teresina no Piaui e posteriormente em Natal e S&o Luis, com a
disseminacédo para varias outras regides e Estados. Apenas a regido Sul brasileira
era descrita como nado atingida, mas recentemente foi detectado o primeiro caso
autoctone no Rio Grande do Sul (WERNECK, 2010).

2.1.2 Agente etioldgico

Os agentes etioldgicos da LV sao protozoarios da ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae, género Leishmania, subgénero Leishmania, os quais
possuem apenas duas formas durante o seu ciclo vital: amastigotas e promastigotas.
Dentre as espécies de Leishmania que causam lesfes viscerais encontram-se a
Leishmania Leishmania infantum na bacia do Mediterraneo, Oriente Médio, Asia,
China e Norte da Africa, Leishmania Leishmania donovani na india, Sudéo,
Bangladesh, China e Nepal e a Leishmania Leishmania chagasi na América Latina
(GONTIJO; MELO, 2004; COURA, 2008).
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As formas amastigotas ocorrem quando o parasito € intracelular em
hospedeiros vertebrados. Sao estruturas ovoides de 2 a 6 um, sem flagelo e com a
presenca de blefaroplasto, mitocondria, nacleo, aparelho de Golgi e cinetoplasto. Ao
serem coradas pelos métodos derivados de Romanovsky, mostram poucas
estruturas internas. A multiplicacdo ocorre por divisdo binaria, aproximadamente 35
horas ap6s a invasdo da célula hospedeira. No tubo digestivo do hospedeiro
invertebrado, as amastigotas transformam-se em promastigotas e passam a ter
cerca de 12 a 20 pm de comprimento, corpo flexivel com um comprido flagelo (REY,
2008).

2.1.3 Hospedeiro Invertebrado

A transmissdo da doenca ocorre através da picada de fémeas de dipteros da
familia Psychodidae, sub familia Phlebotominae, pertencentes aos géneros
Lutzomyia no Novo Mundo, e Phlebotomus no Velho Mundo. Esses insetos séo
conhecidos genericamente como flebotomineos (GONTIJO; MELO, 2004).

Nas Américas, apesar de extensa area, o principal vetor € Lutzomya
longipalpis e mais especificamente no Estado do Mato Grosso do Sul (MS), na
regido de Corumba, foi descrito L. cruzi como vetor da LV (GALATI et al.,1997). Em
Campo Grande, estudos destacam a presenca de L. longipalpis desde 2000, sendo
gue entre os anos de 2003 e 2005, 92,9% dos flebotomineos capturados eram L.
longipalpis (OLIVEIRA, A. G. et al., 2006; SILVA et al., 2008).

A exposicdo da populacdo humana aparece como o primeiro fator de risco
para o aparecimento da doenca (QUEIROZ; ALVES; CORREIA, 2004).

O flebotomineo infecta-se quando suga sangue contendo amastigotas de
Leishmania durante o repasto sanguineo em um reservatoério infectado. Os parasitas
multiplicam-se no tubo digestivo do inseto, com a diferenciacdo da amastigota em
promastigota metaciclica. Ao final do ciclo ocorre a movimentacao para a parte
anterior do tubo digestivo, o que dificulta a alimentacdo e faminto o inseto inicia a
busca por alimento picando os vertebrados. Quando uma nova vitima é picada,
ocorre regurgitacdo das formas promastigotas que infectam o individuo sadio
(DESJEUX, 2004; MELO, 2004).
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2.1.4 Ciclo Biol6gico

A LV é uma zoonose transmitida entre animais e homens. Dentre 0s
reservatorios silvestres destacam-se a raposa (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous)
e 0s marsupiais (Didelphis albiventris), que devido aos hébitos sinantrépicos podem
fazer a ligacdo entre o ciclo silvestre e doméstico. Esses animais constituem uma
das maiores fontes de infeccdo para os caes (Canis familiaris), os quais séo
indicados como o0s maiores reservatérios domésticos (GONTIJO; MELO, 2004,
BRASIL, 2005).

A relacao do cao como principal reservatério da doenca é questionada e os
argumentos sdo a baixa correlacdo entre coabitacdo com cées e aquisicdo da
doencga, e a eliminacéo de cées nédo parece reduzir a incidéncia da infeccdo humana
(DIETZE et al., 1997).

2.1.5 Endemicidade

A LV é uma doenca endémica em 62 paises de regides tropicais e
subtropicais, com uma popula¢do exposta chegando até 2 milhdes de pessoas e
uma incidéncia de 500 mil casos novos por ano, com uma estimativa de 50.000
mortes. Ocorre especialmente em criancas e individuos imunossuprimidos
(DESJEUX, 2004; MEDEIROS et al., 2007).

Cerca de 90% dos casos ocorrem na india, Bangladesh, Nepal, Sud&o,
Etiopia e Brasil. A letalidade situa-se entre 10 e 15% e dados demonstram o
aumento no coeficiente de mortalidade em paises em desenvolvimento de
0,04/100.000 em 1980 para 0,09/100.000 em 1990 (LUZ; SUCCI; TORRES, 2001;
MELO, 2004).

Novos fatores de risco relacionados com o aumento da incidéncia de LV s&o
descritos como coletivos (imigracdo e resisténcia primaria ou secundaria do parasita
aos farmacos) e individuais (coinfeccao HIV e/ou tuberculose) (SUNDAR; RAI, 2002;
DESJEUX, 2004).

Na Europa a LV é considerada uma doenca emergente, onde 25 a 70% dos
adultos com a doenca tém AIDS, existindo propostas para que seja incluida como
uma doencga definidora da AIDS (CHAPPUIS et al., 2007).
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Na América Latina 90% dos casos estdo no Brasil e nos ultimos anos a
mesma vem ocorrendo de forma epidémica em periferias de capitais brasileiras.
Acomete todas as idades, sendo que 80% dos casos registrados incidem em
individuos menores de 10 anos, principalmente em menores de 5 anos e do sexo
masculino (BRASIL, 2006a; GONTIJO; MELO, 2004;).

O panorama epidemioldgico indica a gravidade da expansao geografica da
doenca no Brasil; entre os anos de 2006 e 2008 a transmissao autdctone da LV foi

registrada em mais de 1.200 municipios em 21 estados do pais (WERNECK, 2010).

2.1.6 Urbanizacdo da leishmaniose

A migracao dos flebotomineos ocorre devido ao desmatamento, que faz com
gue estes procurem fontes alimentares como homens e cdes nas areas urbanas e
periurbanas. Outro agravante € o processo migratério dos homens residentes nas
areas rurais para urbanas, principalmente devido a problemas relacionados com
inadequada infraestrutura sanitaria e habitacional, criando um ambiente favoravel
para o estabelecimento e desenvolvimento da doenga (BEVILACQUA et al., 2001;
MARZOCHI et al., 1985; ARIAS; MONTEIRO; ZICKER, 1996).

As caracteristicas favoraveis para a procriacdo dos flebotomineos sao a
presenca de animais na zona urbana como cavalo, galinha e cées, assim como
grandes areas verdes com arvores frutiferas e deposicdo de matéria organica no
solo (OLIVEIRA, A. L. L. et al., 2006).

Nos ultimos anos a LV no Estado do MS tem se tornado um problema de
saude publica, especialmente na capital, Campo Grande, onde é caracterizada como
uma endemia, apresentando uma taxa de transmissdo considerada alta (SILVA et
al., 2008).

2.2 Patogenia

Existe um tropismo visceral do complexo L. donovani, e as formas
amastigotas desenvolvem-se no interior dos vacuolos das células do sistema
fagocitario mononuclear (SMF), causando visceralizacdo, sendo os 6rgdos mais
afetados o baco, figado, linfonodos e medula Ossea, pois sdo 0s mais ricos em
células do SMF (MURRAY, 2001; MELO, 2004).
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A resposta imune do homem a infeccdo é complexa e a evolugdo da
infeccdo é determinada pela natureza e magnitude das respostas de células T e
citocinas. O desenvolvimento de doenca é associado com anergia celular, que pode
ser explicada por apresentagéo inapropriada de antigeno e inducao de interleucinas
IL-10 e 4, supressoras da resposta imune (resposta Th2); de outra forma, a IL-12 e
interferon-gamma induzem a resposta Thl e parecem ser importantes para uma
evolucao favoravel apés a infeccédo pela Leishmania (MURRAY, 2001; MURRAY et
al., 2005).

A resposta imune do hospedeiro sofre alteragbes em decorréncia de
propriedades farmacolégicas e bioquimicas da saliva dos flebotomineos e estes
mecanismos podem influenciar diretamente a evolucdo da doenca (ROHOUSOVA;
VOLF, 2006). Estudos vém sendo realizados com o intuito de se isolar particulas
salivares para criacdo de vacinas, relatos indicam que a exposi¢cdo ao agente pode
conferir imunidade, diminuindo o risco de transmissdo em &reas endémicas
(ANDRADE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008).

A desnutricdo infantil é citada como um dos problemas relacionados a
resposta imunologica ineficaz ao parasita e o desenvolvimento da doenca; outros
estudos indicam a LV como fator desencadeante da desnutricdo infantil (LUZ;
SUCCI; TORRES, 2001; QUEIROZ; ALVES; CORREIA, 2004).

2.3 Manifestacgdes Clinicas

A LV é uma parasitose que apresenta como caracteristicas clinicas febre
prolongada, anemia, hepatoesplenomegalia, apatia e emagrecimento; se nao
tratada, pode evoluir para caguexia, pancitopenia, insuficiéncia hepatica e infec¢bes
secundarias, o que geralmente é fatal (TOTAN; ALBAYRAK, 2001; PASTORINO;
JACOB; OSELKA, 2002; RIGO; RIGO; HONER, 2009)

A LV pode ter um periodo de incubacdo variavel entre 2 semanas a 8
meses, mas geralmente ocorre entre 2 a 6 meses. Geralmente apresenta-se
gradualmente ou de forma abrupta, sendo descrita com varias formas clinicas: forma
assintomatica, subclinica também chamada de oligossintomatica ou forma classica
(REY et al., 2005; PRATA; SILVA, 2005).

Nos casos assintomaticas ndo h& evidéncias de manifestacbes clinicas;

ocorrem em pacientes provenientes de areas endémicas, 0s quais apresentam
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reacao sorologica e teste intradérmico positivos e a ndo progressao da doenga para
a visceralizacdo (MURRAY, 2000).

A forma subclinica ou oligossintomatica é descrita em até 85% dos
individuos de area endémica, geralmente criancas, com quadro clinico discreto de
curta duracdo (15 dias) que evolui para cura espontanea e pode ser facilmente
confundida com processos infecciosos benignos. Acredita-se que desnutricdo € um
fator que predispde a crianca a evolucdo da doenca, devido a alteracdo na resposta
imune (REY et al., 2005; PRATA; SILVA, 2005).

A forma classica se manifesta em trés fases: o periodo inicial, o periodo de
estado e o estagio final. No inicio ocorre febre recorrente (39 - 40 °C) ou insidiosa,
as vezes com calafrios, mal estar e pode variar de paciente para paciente.
Progressivamente instala-se hepatoesplenomegalia, diarréia, desconforto e cansaco.
No periodo de estado ocorre febre irregular, anemia, aumento da
hepatoesplenomegalia, leucopenia, pancitopenia e quadro clinico com mais de dois
meses de evolugdo. Pode evoluir para o estagio final com caquexia, hemorragia,
ascite, ictericia, queda de cabelo e desnutricdo (COURA, 2008).

Se nao tratada adequadamente a LV é sempre fatal e o 6bito geralmente
ocorre por infeccdes bacterianas ou hemorragias; a mortalidade nos casos nao
tratados pode alcancgar 70 a 90%. Apesar do conhecimento das principais causas de
6bito relacionadas a LV, as mesmas ainda ocorrem. Isto indica a necessidade de
profissionais capacitados, monitoramento clinico e laboratorial, agilidade nos
diagnosticos e novos medicamentos com baixa toxicidade (DESJEUX, 2004;
OLIVEIRA et al., 2010).

Séo considerados sinais de gravidade na LV: idade abaixo de 6 meses ou
superior a 65 anos, presenca de desnutricdo grave, comorbidades ou manifestacées
clinicas como ictericia, hemorragias, edema generalizado e sinais de toxemia
(BRASIL, 2006b).
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2.4 Diagndstico Laboratorial

2.4.1 Diagnéstico parasitoldgico

Em pacientes sintomaticos, as amastigotas intracelulares sdo mais
facilmente identificadas em macréfagos da medula 6ssea, figado, baco e linfonodos
gue sao orgaos alvo da infeccdo (MURRAY, 2000).

A coleta de material de medula éssea pode ser feita por pungédo do esterno
em adultos, obesos e com imobilidade; a puncao de crista iliaca posterior é indicada
para criancas, inclusive pequenas, e também para adultos obesos ou com
imobilidade, sendo que em alguns casos raros pode ser realizada a puncao tibial em
criangas. A puncdo esplénica é sujeita a complicacdes hemorragicas e rupturas,
sendo contra indicada em casos de anemia severa, gestacdo e tendéncia a
sangramento (BAIN, 2001; DESJEUX, 2004; BRASIL, 2006b).

A visualizacdo direta de amastigotas por exame microscopio € o “padrdo
ouro” para o diagndstico da LV. A sensibilidade pode variar, dependendo do material
analisado. No bago, descreve-se uma sensibilidade em torno de 93 a 99%; em
aspirados de medula 6ssea, de 53 a 86%; em aspirado de linfonodos, de 53 a 65%
(GONTIJO; MELO, 2004). Um estudo feito em criangas com LV detectou 81,2% de
sensibilidade em material obtido por puncdo medular (PEDROSA; ROCHA, 2004).

A sensibilidade da microscopia decorre de fatores como: qualidade dos
reagentes utilizados, acuracia e habilidade do examinador, técnicas laboratoriais e
de coleta do material a ser analisado (CHAPPUIS et al., 2007).

A maneira de confeccao das laminas com o material coletado também € um
fator que influencia a sensibilidade do método. Apds a coleta de material por meio da
aspiracdo da medula 6ssea, um esfregaco delgado deve ser feito em laminas
previamente limpas e desengorduradas, colocando-se uma gota de aspirado a
aproximadamente 1 cm do final da lamina. O material deve ser firmemente
dispersado, sendo satisfatério o esfregaco fino, homogéneo e mais estreito que a
lamina, para facilitar a leitura e que tenha de 3 a 5 cm de comprimento (KNOWLES;
HOFFBRANDE, 1980; BAIN, 2001).

O método de coloragdo usual € o de Giemsa, no qual uma solugédo corante
pode evidenciar diferentes estruturas celulares (DI CARLI; TASCA, 2007).
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A leitura deve ser feita através da microscopia com objetiva de 100x em éleo
de imersdo. Existe maior sensibilidade quando as laminas séo analisadas
cuidadosamente e por um periodo de tempo adequado. Em 2006, o Ministério da
Saude recomendou a leitura de 200 campos antes de se indicar um esfregaco como
negativo (BRASIL, 2006a); no mesmo ano, publicou normas técnicas para 0 manejo
de pacientes graves, indicando o exame de 1200 campos (20 minutos) antes de se
determinar uma amostra como negativa. Recomenda-se mais tempo para o exame
de laminas dos pacientes com alta probabilidade de LV (DA SILVA, STEWART,
COSTA, 2005; BRASIL, 2006 b).

As amastigotas aparecem como corpos redondos ou ovais de 2 a 3 um e
sdo encontradas no meio intracelular e extracelular, em mondcitos e macréfagos. O
citoplasma aparece corado em azul palido, com um nucleo relativamente grande
corado de vermelho e no mesmo plano em um vermelho profundo ou violeta aparece
o cinetoplasto (SUNDAR; RAI, 2002).

A cultura de tecidos € outro método parasitolégico utilizado para o
diagnoéstico, mas a mesma € demorada e ndo adequada para tomada de conduta
rapida, pois o resultado pode demorar de dias a semanas para ser obtido. A cultura
é feita em meio Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) e meio de LIT (Liver Infusion Tripstose)
ou de Schneider (DIETZE, 2006).

Novas técnicas de microcultura e isolamento de parasitas em sangue
periférico estdo sendo testadas e devem ser consideradas como diagnéstico
complementar (HIDE et al., 2007).

Inoculacdo in vivo em animais susceptiveis como hamsters (Mesocricetus
auratus) também pode ser realizada, no entanto 1 a 3 meses podem ser necessarios

para obter-se um resultado positivo (DIETZE, 2006)

2.4.2 Diagndstico soroldgico

No Brasil, os principais métodos sorolégicos empregados sdo a reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), o ensaio imunoenzimatico Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) e o teste de aglutinacdo direta (DAT) (GONTIJO;
MELO, 2004).

Os titulos s@o baixos em infec¢cbes inaparentes e podem permanecer

positivos apds tratamento, sendo que 0s pacientes com cura clinica de LV ou com
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leishmaniose cutanea podem ser reativos nos exames sorologicos. Na auséncia de
manifestacdes clinicas, um teste reagente nao indica inicio de tratamento (BRASIL,
2005; 2006a).

Atualmente no Brasil tem-se utilizado o antigeno rk39 (Teste Rapido) para o
diagnostico da LV. Alguns autores sugerem que ainda sdo necessarias mais
pesquisas para melhorar o formato deste teste, pois houve varios resultados falsos,
0 que indica a necessidade de um rigoroso padrao de qualidade para o diagnéstico
(CHAPPUIS et al., 2007; ASSIS et al., 2008; XAVIER-GOMES et al., 2009).

2.4.3 Diagnostico molecular

O diagnéstico molecular possibilita a detec¢cdo do DNA do parasita mediante
a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction); representa
uma excelente opcdo de diagndstico, devido a sua elevada sensibilidade e
especificidade; seu uso tem grande utilidade em casos de diagnéstico dificil por
microscopia (DIRCH et al., 2003; HIDE et al., 2007).

Atualmente estdo sendo testadas varias técnicas inovadoras para o
diagnostico da LV, com PCR e suas variantes: reagcdo de transcriptase reversa
seguida da PCR (RT-PCR); ampliagdo de uma sequéncia interna de fragmento
previamente amplificado por uma PCR (nested-PCR), PCR multiplex e PCR
guantitava (MARY et al., 2004; FAYZY et al., 2008).

Para a realizacdo da PCR ja foram utilizadas com sucesso diversos tipos de
amostras biolégicas, como sangue periférico, creme leucocitario, aspirado de
medula Ossea, aspirado esplénicos e de linfonodos, material conservado em
parafina, laminas de esfregaco delgado corado e outros (DIRCH et al.,, 2003;
TAFURI et al., 2004; BRUSTOLONI et al., 2007; FAYZY et al., 2008).

Recentemente foi relatado que a PCR em sangue periférico de criangcas com
LV é tao sensivel para o diagndstico quanto a técnica de PCR realizada em aspirado
medular e mais sensivel que os tradicionais métodos invasivos, sugerindo-se que ha
vantagem na aplicacdo desse método em criancas, por ser a coleta de material
menos invasiva (FRAGA et al., 2010).
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2.5 Tratamento Medicamentoso

A escolha do medicamento para o tratamento depende de varios fatores que
envolvem as caracteristicas clinicas da doenca, segurangca apresentada pelo
farmaco, eficacia e o custo (GRADONI; GRAMICCIA; SCALONE, 2003)

Por mais de sessenta anos os antimoniais pentavalentes - antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime®) e estibogluconato de sédio (Pentosan® - s&o
empregados no tratamento da LV. No Brasil o farmaco de primeira escolha € o
antimoniato de N-metilglucamina e na ocorréncia de resisténcia, efeitos colaterais ou
pacientes com sinal de gravidade, utiliza-se a anfotericina B (PASTORINO et al.,
2002; BRASIL, 2006b).

Existem véarias outras medicagbes para o tratamento da LV, com um
progresso crescente nos Ultimos anos. As novas terapias associam farmacos e
tendem a diminuir os efeitos colaterais, sendo até mesmo utilizado o tratamento por
via oral com miltefosina, farmaco que foi desenvolvido inicialmente como agente
antitumoral, e apresenta 95% de cura da LV na india, medicamento este nio
liberado no Brasil (MURRAY, 2000).

Os critérios de cura e indicativos de uma terapéutica bem sucedida séo
essencialmente clinicos. A maioria dos pacientes apresenta melhora clinica apés 7 a
10 dias de tratamento: a febre geralmente desaparece em torno do 5° dia, os
parametros hematolégicos melhoram a partir da segunda semana, e ao final o
tamanho do baco apresenta reducéo de 40% ou mais (BRASIL, 2006a).

Cerca de 95% ou mais dos pacientes apresentam cura aparente, 5 a 10%
nao respondem ou morrem durante a terapia e 5 a 10% daqueles aparentemente
curados apresentam recidiva, a maioria das vezes dentro de 6 meses apés o final do
tratamento (MURRAY et al., 2005).

2.5.1 Antimoniais pentavalentes

O antimoniato pentavalente de N-metilglucamina (Glucantime®) € utilizado
no Brasil desde a década de 50 e permanece como tratamento inicial de escolha,
sendo descrito 10% de resisténcia da doenca para esta medicacdo no Brasil.
Relatos indicam que na india e em outros paises daquela regido s&o registrados até
60% de resisténcia (PASTORINO et al., 2002; MELO, 2004).
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A dose de antimoniato recomendada € de 20mg/kg/dia, via endovenosa (EV)
ou intramuscular (IM), uma vez ao dia, por no minimo 20 dias. Nos casos mais
avancados, onde a resposta terapéutica ndo é evidente, o tempo deve ser estendido
para 30 dias, ou no maximo 40 dias. O medicamento deve ser diluido em soro
glicosado a 5% e a administracéo EV deve ser de no minimo de 5 minutos (BRASIL,
2005; 2006a).

Pode causar reacfes graves e levar a morte se as reacdes adversas nao
forem identificadas e tratadas prontamente. As principais reacdes adversas graves
descritas sdo: insuficiéncia renal, pancreatite, insuficiéncia hepética ou hepatite
(OLIVEIRA et al., 2009).

2.5.2 Anfotericina B (desoxicolato sddico)

A anfotericina B € um antibi6tico poliénico cujo uso para tratamento da
leishmaniose € bioguimicamente racional, a droga altera a permeabilidade da
membrana celular, causando poros que provocam extravasamento dos
componentes intracelulares, alterando seu balanco i6nico, o que resulta em morte
celular (CROFT; COOMBS, 2003).

Atualmente estdo disponiveis pelo Ministério da Saude no Brasil duas
apresentacdes: o desoxicolato de anfotericina B e a anfotericina B lipossomal. A
formulacao desoxicolato é considerada o farmaco de primeira escolha no Brasil para
tratamento de gestantes e pacientes graves (BRASIL, 2006b).

Na forma lipossomal sdo empregadas as formulacdes da anfotercina B
incorporadas a particulas lipidicas artificiais ou lipossomos, que tornam o0s
tratamentos mais curtos, sendo consideradas como drogas mais seguras. Permitem
0 uso diario de doses mais elevadas e sdo comprovadamente eficazes, com
resultados de cura entre 90-95% (MURRAY, 2000; PASTORINO et al., 2002).

2.6 Prevencéo da Leishmaniose Visceral
A LV é uma endemia de dificil controle no Brasil, ndo existindo medidas

simples e eficazes de protecdo. As medidas existentes visam aos diferentes elos do

ciclo de transmisséo, que sdo: o vetor, o reservatorio e o homem (BRASIL, 2005).
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Em certas localidades urbanas os flebotomineos séo encontrados dentro das
residéncias nas quais muitas vezes existem cdes soropositivos, sugerindo a
transmissao intradomiciliar (OLIVEIRA A. G. et al., 2006; SILVA et al., 2008).

A profilaxia deve ser feita através do controle do reservatério canino,
controle vetorial e detecgéo precoce de casos humanos. E de suma importancia que
os profissionais de saude sejam capacitados para atuarem no reconhecimento e
tratamento precoce da doenca (QUEIROZ et al., 2004; REY et al., 2005).

2.7 Densidade parasitéaria

A determinacdo da densidade de parasitas através da microscopia, pela
contagem de amastigotas, € um meio confidvel e barato para avaliacdo da evolugéo
da doenca. Mesmo assim, existem poucos relatos de estudos de densidade
parasitaria durante o curso da LV em animais (GIUNCHETTI et al., 2006; GUERRA
et al., 2009) ou em humanos (CHULAY; BRYCESON,1983; MUELLER et al., 2007;
SINGH et al.; 2010).

Alguns estudos em animais, principalmente em céaes, tém avaliado a
densidade parasitaria em tecidos infectados, como pele, medula 6ssea, baco, e
linfonodos. As pesquisas realizadas demonstram que esta tem fundamental
importancia em muitos aspectos, como na identificacdo de falhas da resposta do
sistema imune a doenca, na estimativa da infectividade da pele de animais, na
correlacdo de caracteristicas clinicas com a progressdo da doenca (LIMA et al.,
2004; REIS et al., 2006a; GIUNCHETTI et al., 2008).

Um dos métodos que avalia a densidade parasitaria em animais foi utilizado
por Stauber em 1955. Nessa técnica, a densidade parasitaria tem seu resultado
expresso em LDU (Leshman Donovan Units/ Unidade de Leishmania Donovani). A
LDU é determinada pela contagem microscépica de amastigotas de Leishmania,
dividido por 1.000 nucleos de células, sendo o resultado multiplicado pelo peso do
orgao (STAUBER, 1955; apud LIMA et at., 2004).

Esse método foi adaptado por Reis e colaboradores (2006a), que utilizaram
apenas a contagem de amastigotas por 1.000 células nucleadas (REIS et al., 2006a;
2006b).

Chulay e Bryceson (1983) desenvolveram um método para analise

guantitativa de amastigotas utilizando aspirados esplénicos em seres humanos.
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Esses autores analisaram aspirados esplénicos de 89 pacientes com leishmaniose
visceral em Nairdbi, no Kenya. A identificacdo da densidade parasitaria foi realizada
por meio de um logaritmo, descrevendo-se niveis de densidade variando de 0 a 6+.

O referido método foi empregado para o acompanhamento da resposta ao
tratamento medicamentoso, através da verificagdo do decréscimo dos parasitas no
decorrer deste, podendo indicar sua interrupcdo. Através desta técnica, os autores
conseguiram demonstrar que quando a carga parasitaria € elevada, a resposta ao
tratamento é lenta ou pode ocorrer falha terapéutica.

Uma pesquisa feita no Suddo com a classificacdo desenvolvida por Chulay e
Bryceson utilizou aspirados de linfonodos de pacientes com LV e também identificou
0 aumento da densidade parasitaria relacionada a ma resposta ao tratamento e
possivel resisténcia ao farmaco utilizado, sendo necesséario o aumento da dose ou a
troca do medicamento (MUELLER et al., 2007).

Recentemente, Singh et al. (2010) realizaram um estudo utilizando a
densidade parasitaria na medula 6ssea de criangas com LV como indicativo de cura
da doenca. A densidade parasitaria foi realizada em trés momentos distintos: ao
término do tratamento, 1 més e 6 meses apos a medicagdo e desta forma, detectou-
se a ocorréncia de possiveis recidivas.

O método de quantificacdo da densidade parasitaria descrito por Kumar et al.
(2007) para ser utilizado em seres humanos é calculado de forma arbitraria, pela
contagem dos parasitas por 10 campos consecutivos e utiliza a seguinte
classificacdo: muitos parasitas: de 50 a 100 em 10 campos ou 2 a 3 macrofagos
totalmente carregados; parasitas frequentes: 10 a 50 em 10 campos; poucos
parasitas: 5 a 10 parasitas por 10 campos; raros parasitas: 1 a 2 parasitas em 10
campos.

Atualmente, métodos de biologia molecular, como a técnica de PCR
guantitativo em tempo-real (real time PCR), uma variante da reacdo de PCR
convencional, estdo sendo testados para a determinacdo da carga parasitaria em
diferentes tecidos como sangue, pele, linfonodos, baco e medula 6ssea, com
resultados significativos (CARVALHO, 2007; PEREIRA et al., 2008). A técnica é
considerada uma ferramenta muito promissora para a deteccdo e quantificagdo de
parasitas e representa um grande avan¢o no diagnostico da LV (WENDY et al.,
2007; QUARESMA et al., 2009). No entanto, esse método é sofisticado e néo

disponivel em laboratérios clinicos convencionais.
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3. OBJETIVOS:

3.1 Objetivo geral:

Analisar a densidade parasitaria na medula O6ssea de criangas com
leishmaniose visceral, relacionando-a com aspectos clinicos, laboratoriais e do

tratamento.

3.2 Para alcance do objetivo geral foram estabelecidos os seguintes objetivos

especificos:

a) graduar a carga parasitaria em laminas de aspirado medular conforme a
técnica de Chulay e Bryceson (1983);

b) comparar a densidade parasitdria com as caracteristicas clinicas e
laboratoriais registradas nos prontuarios;

c) relacionar a densidade parasitaria a resposta ao tratamento medicamentoso.
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 Classificagdo da Pesquisa

Estudo quantitativo, descritivo, de carater retrospectivo e documental em
laminas de aspirado medular de criancas com até 13 anos, portadoras de

Leishmaniose Visceral, com coleta de dados secundarios de prontuarios clinicos.

4.2 Fonte de dados

No estudo foram analisados os dados secundérios de criangas com até 13
anos de idade com diagnostico confirmado de LV por exame de microscopia direta
positiva em esfregaco delgado, atendidas no Servico de Pediatria do Nucleo do
Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (NHU-UFMS),
no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2008.

A obtencéo de dados clinicos e laboratoriais foi realizada nos prontuarios
dos pacientes participantes.

Para a quantificacdo da carga parasitaria, procedeu-se a releitura das
laminas de esfregaco delgado de aspirado de medula éssea, confeccionadas por
ocasido da admissdo hospitalar das criangcas; as mesmas foram analisadas no
laboratorio de Parasitologia do Departamento de Patologia da UFMS.

Foram excluidos do estudo os seguintes casos: pacientes com laminas de
aspirado medular negativas a microscopia direta; pacientes que apresentavam
microscopia direta positiva, porém, na leitura de 1000 campos, ndo apresentaram
formas amastigotas detectadas e classificados como grau O (6); pacientes cujas
laminas de aspirado medular apresentavam problemas referentes a baixa qualidade
dos esfregacos como coloracao alterada, conservacao inadequada, esfregago muito
grosso, areas pigmentadas que impediam a realizacdo da contagem de amastigotas
e auséncia de espiculas (10); pacientes com prontuarios que possuiam dados
incompletos com relacdo a clinica, aos exames laboratoriais e ao tratamento
medicamentoso (4); pacientes cujas laminas de aspirado medular ndo estavam
disponiveis (3). Co-morbidades ndo estavam presentes nos casos analisados pelo

estudo.
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4.3 Coleta de dados

4.3.1 Dados de Prontuarios

Para a coleta de dados clinicos, laboratoriais e referentes ao tratamento foi
elaborado um formulério especialmente desenvolvido para o estudo (Apéndice A).

Os dados clinicos analisados foram: sexo, idade, peso, tempo de evolucao da
doenca desde o inicio dos primeiros sintomas até o diagndstico; tamanho do baco e
figado a admissao; presenca de edema e sangramento.

Os dados de desenvolvimento nutricional de criangas até 5 anos foram
analisados através do grafico de peso/idade do cartdo da crianga do Ministério da
Saude, que considera a seguinte classificacdo: entre os percentis 97 a 10,
normalidade nutricional; entre os percentis 10 a 3: risco nutricional; abaixo do
percentil 3: peso baixo com déficit do crescimento/desnutricdo (BRASIL, 2002;
2007).

Os dados laboratoriais coletados foram: hemoglobina; leucécitos; plaquetas;
albumina.

Os dados referentes ao tratamento abrangeram: o tratamento inicial, o tempo
de tratamento com antimoniato ou a dose total de anfotericina B utilizada; a
presenca de recidiva. A andlise da resposta ao tratamento com antimoniato foi
baseada nos parametros praticados no Servico de Pediatria: a) cura clinica inicial:
aguela obtida pelos pacientes quando ao final da terapia estiveram sem febre, com
diminuicdo da esplenomegalia de pelo menos 40% do valor inicial, melhora do
estado geral e das provas laboratoriais; b) recidiva: quando houve reaparecimento
de sintomas sugestivos e esplenomegalia e deteccdo de amastigotas em aspirado
medular apds a cura clinica inicial; c) cura clinica final: quando ndo houve retorno
dos sinais e sintomas por um periodo de até 1 ano apdés o paciente ter sido

considerado curado clinicamente.

4.3.2 Laminas de esfregaco medular para a quantificacido parasitaria

As laminas foram confeccionadas com material obtido por puncéo esternal, e

mais raramente de crista iliaca posterior, por ocasido da admissdo dos pacientes.
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Foram coradas pelo método de Giemsa, conforme protocolo do setor de
Parasitologia do Departamento de Patologia da UFMS e analisadas por microscopia
Optica em objetiva de 100x com 6leo de imerséo.

A releitura das mesmas foi realizada por um Unico profissional com
experiéncia no assunto.

No Laboratério de Parasitologia da UFMS sdo rotineiramente
confeccionadas 4 laminas de esfregaco delgado por paciente. Essas laminas foram
analisadas para a escolha de apenas uma, a empregada no estudo. Os critérios
utilizados para a selecdo da lamina a ser analisada foram: presenca de espicula,
boa coloracao, esfregaco fino e homogéneo.

Para o registro dos dados foi utilizado um formulario desenvolvido
especialmente para a quantificacdo da carga parasitaria, com 1.000 campos a serem
preenchidos com o total de amastigotas encontradas durante a leitura (Apéndice B).

A densidade parasitaria foi classificada de acordo com o método de Chulay e
Bryceson (1983): grau 6+, > 100 parasitas por campo; grau 5+, 10 a 100 parasitas
por campo; grau 4+, 1 a 10 parasitas por campo; grau 3+, 1 a 10 parasitas por 10
campos; grau 2+, 1 a 10 parasitas por 100 campos e grau 1+, 1 a 10 parasitas por
1.000 campos.

Pesquisou-se também o numero de campos analisados até que a primeira

forma amastigota fosse encontrada.

4.4 Técnica de Analise dos dados

Apds a coleta de dados os mesmos foram organizados e analisados
utilizando-se os programas Microsoft Office Excel (2003), Epi Info versdo 3.4.3
(CDC, 2007) e Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007).

Foram utilizados os testes de analise de variancia: teste ndo paramétrico de
Kruskal Wallis, a posteriori teste de Student-Newman-Keuls para comparar trés ou
mais amostras independentes e o Teste de Mann Whitney para comparar duas

amostras independentes. A significancia estatistica foi definida como 5% (p = 0,05).
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4.5 Aspectos Eticos da pesquisa

O projeto de pesquisa foi submetido a apreciagdo do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

(UFMS) e foi aprovado com o protocolo n° 1350 (Anexo B).
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5 RESULTADOS

Participaram do estudo 109 criangas. Destas 59 (54,1%) eram do sexo
masculino e 50 (45,9%) do sexo feminino. A idade variou de 4 meses a 13 anos,
sendo que a média (m) da faixa etaria situou-se em torno de 3,5 anos. Setenta e oito
criancas tinham até 5 anos de idade (71,5%). O tempo de evolucdo da doenca
variou de 2 a 240 dias (m= 28,5 dias).

A admiss&o, as criancas apresentavam baco palpavel de 2 cm até 18 cm (m=
7,0 cm) e figado variando de nado palpavel a 9 cm (m= 4,0 cm).

Treze apresentaram edema e 5 apresentaram sangramento.

Quanto aos exames laboratoriais, a dosagem de hemoglobina variou de 4,6
g/dL a 10,8 g/dL (m= 7,0 g/dL); a contagem de leucdcitos, de 1.200 céls/mm?3 a
12.500 céls/mm3 (m= 4.000 céls/mm?3); as plaquetas variaram de 12.000 céls/mm?3 a
320.000 céls/mm?3 (m= 83.000 céls/mm?3) e a dosagem de albumina variou de 1,3
g/dL a 4,1 g/dL (m= 2,7 g/dL).

Cento e dois (93,5%) foram inicialmente tratados com antimoniato de N-
metilglucamina. O tempo de tratamento com antimoniato variou de 20 a 40 dias. Dos
102 pacientes que utilizaram inicialmente antimoniato, a cura clinica inicial foi obtida
em todos os casos (100%). Seis criancas (5,8%) apresentaram recidivas até 1 ano
apos o tratamento, obtendo-se uma cura final de 94,1%.

Sete (6,4%) pacientes receberam anfotericina B inicialmente, por
apresentarem sinais de gravidade a admissdo ou recidiva de quadro tratado
anteriormente: menores de 6 meses (4) todos apresentavam desnutricdo; edema
generalizado (1); sangramento (1); recidiva (1). A dose total de anfotericina B

utilizada foi de 20 mg/kg, conforme protocolo do Ministério da Saude.

As figuras a seguir mostram formas amastigotas em aspirado medular de

criancas com LV, em diferentes graus de parasitismo.



Figura 1: Forma amastigota de Leishmania em esfregaco delgado
de aspirado medular em crianga com LV, correspondente ao grau
1+ da classificagdo de Chulay e Bryceson (1983). Coloracéo
Giemsa, aumento 1000x.

Figura 2: Forma amastigota de Leishmania em esfregaco delgado

de aspirado medular em crianga com LV, correspondente ao grau
4+ da classificacdo de Chulay e Bryceson (1983). Coloracao
Giemsa, aumento 1000x.
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Figura 3: Forma amastigota de Leishmania em esfregaco delgado de

aspirado medular em crianca com LV, correspondente ao grau 5+ da
classificacdo de Chulay e Bryceson (1983). Coloracdo Giemsa,

aumento 1000x.

A Tabela 1 mostra a classificacdo da densidade parasitaria encontrada nas

criangas do estudo.

Tabela 1 — Numero e porcentagem de criangcas com leishmaniose visceral segundo
a densidade parasitaria em aspirado medular, NHU- UFMS, 2000 a 2008

Classificacao N° %
1+ 29 26,6
2+ 39 35,8
3+ 21 19,3
4+ 12 11,0
5+ 8 7,3
Total 109 100

A maioria das criangas (62,4%) apresentou densidade parasitaria classificada
em graus 1+ e 2+.

Durante a analise das laminas, para o encontro das primeiras formas
amastigotas foi necessario em média a leitura de 96 campos (minimo = 1 e maximo

= 969). Em quinze casos foi necessaria a anélise de mais de duzentos campos para



se encontrar a primeira forma amastigota (15/109=13,8%); destes, 14 apresentaram
densidade parasitaria classificada em 1+ e uma lamina apresentava densidade 2+.

Na Tabela 2 estd descrita a densidade parasitaria relacionada as
caracteristicas clinicas das criangcas do estudo. N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre a densidade parasitaria e as variaveis: sexo,
idade, tempo de evolugcdo da doenga, tamanho do figado a admissédo, edema e
sangramento.

As criancas com baco palpavel acima de 10 cm a admissdo apresentaram

maior densidade parasitaria (p=0,021).
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Tabela 2 — Estatistica descritiva dos valores da densidade parasitaria segundo
caracteristicas clinicas de criancas com leishmaniose visceral, NHU-
UFMS, 2000 a 2008 (n = 109)

Densidade Parasitaria

Variaveis N (%) Mediana Média Desvio p
Padrao

Sexo

Feminino 50 (45,9) 2,0 2,4 1,2 0.501

Masculino 59 (54,1) 2,0 2,3 12 ™
Idade (anos)

<1 16 (14,7) 2,0 1,9 0,9

la3 51 (46,8) 2,0 2,4 1.2

4a6 25 (22,9) 2,0 2,7 1,4 0,369

7a9 14 (12,8) 2,0 2,4 1,1

10a13 3(2,8) 2,0 2,0 1,0
Tempo de evolucao (dias)

<15 65 (59,6) 2,0 2,2 1,1 0,252

16 a 30 21 (19,3) 2,0 2,2 1,2

> 30 23 (21,1) 3,0 2,7 1,2
Figado (cm)

N&o palpavel 5 (4,6) 3,0 2,8 0,8

<3 16 (14,7) 2,0 2,2 1,0 0363

3-6 78 (71,6) 2,0 2,3 1.3 7

> 6 10 (9,2) 2,5 2,7 0,9
Baco (cm)

<ha 12 (11,0) 2,0 2,1 1,2

5-10° 78 (71,6) 2,0 2,2 1,1 0,021

>10° 19 (17,4) 3,0 3,1 1,4
Edema

Sim 13 (11,9) 3,0 2,5 1,2

N0 96 (88.1) 20 23 19 0494
Sangramento

Sim 5(4,6) 2,0 1,8 0,8

N&o 104 (95,4) 2,0 2,4 1,2 0,324

Nota: Teste Kruskal Wallis a posteriori Teste de Student-Newman-Keuls. Teste de
Mann Whitney a nivel de significancia de 5%. Letras diferentes significam que ha
diferenca estatisticamente significativa.

A Tabela 3 mostra a relagdo da densidade parasitaria com o desenvolvimento

nutricional de 78 criancas com idade até 5 anos.
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Tabela 3 — Estatistica descritiva dos valores da densidade parasitaria segundo curva
de desenvolvimento nutricional de criancas até 5 anos de idade com
leishmaniose visceral, NHU- UFMS, 2000 a 2008 (n = 78)

Curvade N (%) Mediana Média Desvio p
desenvolvimento Padréao
nutricional
Normalidade nutricional 2 29 (34,0) 2,0 1,9 1,0
Risco nutricional ° 34 (50,0) 2,0 2,7 1,4 0,013
Peso baixo/desnutricdo b 15 (16,0) 3,0 2,7 1,1

Nota: Teste Kruskal Wallis a posteriori Teste Student-Newman-Keus. Nivel de

significancia de 5%. Letras diferentes significam que ha diferenca estatisticamente
significativa.

As criangas que apresentavam risco nutricional ou peso baixo/desnutricdo a
admissao possuiam maior densidade parasitaria (p=0,013).

A Tabela 4 mostra a relacdo da densidade parasitaria com os valores dos
exames laboratoriais. Nado houve diferenca estatisticamente significativa entre a

densidade parasitaria e o0s valores laboratoriais de hemoglobina,
plaquetas e albumina.

leucocitos,
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Tabela 4 - Estatistica descritiva dos valores da densidade parasitaria segundo
caracteristicas laboratoriais de criancas com leishmaniose visceral,
NHU- UFMS, 2000 a 2008

Densidade parasitaria

Variaveis n N (%) Mediana Média Desvio p
Padréo

Hemoglobina (g/dl) 109

<5 4 (3,7) 2,0 2,0 0,8

5-10 103 (94,5) 2,0 2,4 1,2 0,831

>10 2(1,8) 2,0 2,0 1.4
Leucécitos (céls/mms3) 109

< 3.000 28 (25,7) 2,0 2,8 1,2

3.000 — 5.000 55 (50,5) 2,0 2,3 1,2 0,145

> 5.000 26 (23,9) 2,0 2,2 1,1
Plaquetas (céls/mm3) 109

< 50.000 17 (15,6) 2,0 2,1 1,0

50.000 — 150.000 80 (73,4) 2,0 2,5 1,2 0,209

> 150.000 12 (11,0) 2,0 2,0 1,2
Albumina (g/dL) 106

15a35 95 (89,6) 2,0 2,4 1,2 0541

>3,5 11 (10,4) 2,0 2,2 1,3

Nota: Teste Kruskal Wallis a posteriori Teste de Student-Newman-Keuls. Teste de Mann
Whitney a nivel de significAncia de 5%. Letras diferentes significam que ha diferenca
estatisticamente significativa.

Na Tabela 5 estd descrita a relacdo da densidade parasitaria com o

tratamento medicamentoso utilizado nas criangas com LV.
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Tabela 5 - Estatistica descritiva dos valores da densidade parasitaria segundo
caracteristicas do tratamento medicamentoso de criancas com
leishmaniose visceral, NHU- UFMS, 2000 a 2008

Densidade parasitaria

Variaveis N(%) Mediana Média Desvio p
Padréo

Tratamento inicial

Antimoniato? 102/109 (93,5) 2,0 2,3 1,2 0025

Anfotericina B ° 71109 (6,5) 3,0 3,3 1,0 !
Tempo de tratamento
com antimoniato (dias)

Até 28 @ 82/102 (80,4) 2,0 2,1 1,0 <0.001

29a40°" 20/102 (19,6) 3,0 3,3 1,3 ’
Recidiva

Nao 103 (94,5) 2,0 2,3 1,2 0102

Sim 6 (5,5) 3,0 3,2 1,3 '

Nota: Teste de Mann Whitney a nivel de significancia de 5%. Letras diferentes significam
gue hé diferenca estatisticamente significativa.

As criancas que receberam tratamento inicial com anfotericina B
apresentaram maior densidade parasitaria a admisséao (p=0,025).

Todos as criangas que utilizaram anfotericina B receberam uma dose total de
20 mg/kg. Como o numero de pacientes € pequeno (apenas 7) e ndo houve
utilizacdo de dose superiores a 20 mg/kg, ndo foi possivel uma analise da
adequacdao dessa dose no tratamento.

Aquelas que necessitaram de tratamento com antimoniato de N-
metilglucamina por periodo acima de 28 dias, apresentaram maior carga parasitaria
a admissao (p<0,001). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a
densidade parasitaria e a ocorréncia de recidivas.

Criancas altamente parasitadas (grau 5+) geralmente necessitaram
tratamento com antimoniato por 40 dias. De 7 pacientes que utilizaram inicialmente
antimoniato, 4 necessitaram receber tratamento por 40 dias. Dos 3 pacientes que
foram tratados por até 28 dias, um apresentou recidiva; outra crianca que
apresentava densidade parasitaria 5+ j4 havia recebido antimoniato de N-
metilglucamina por 28 dias em outro servico e também apresentou recidiva, o que
indica que estas provavelmente necessitavam ser tratadas por mais tempo, ja que
as recidivas geralmente estdo associadas a tratamentos incompletos.

No estudo, nenhuma das criangas evoluiu para o 6bito.
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6 DISCUSSAO

Pesquisas com animais (GUERRA et al., 2009) e com seres humanos
(CHULAY e BRYCESON, 1983; MUELLER et al., 2007; SINGH et al., 2010)
ressaltam a grande importancia de estudos quantitativos da carga parasitaria em
diferentes tecidos, pois sua avaliacdo pode contribuir como uma ferramenta
adicional para a compreensao de parametros imunoldgicos, clinicos e terapéuticos.

A maioria das criancas do estudo apresentou um grau de parasitismo
medular ndo muito elevado, classificado em graus 1+ e 2+; em torno de 80% delas
exibiram uma densidade parasitaria classificada até o grau 3+. Esses dados
poderiam explicar a boa resposta ao tratamento com antimoniato de N-
metilglucamina apresentada pelas criancas do estudo (94,1%), somando-se a outros
fatores que tém sido relacionados a boa resposta ao antimoniato de N-
metilglucamina em criancas brasileiras, como o tratamento de pacientes a maioria
sem doenca grave e o estabelecimento vigoroso de medidas suportivas (uso de
antibiéticos, correcdo de anemias e plaguetopenias severas e disponibilidade de
servico de terapia intensiva para o tratamento de complicacdes infecciosas e
hemorragicas mais graves) (BRUSTOLONI et al., 2010).

A releitura das laminas para a classificacdo da densidade parasitaria permitiu
ressaltar um importante aspecto relativo a sensibilidade do exame parasitolégico no
diagnoéstico da LV, no que diz respeito ao numero de campos indicados para a
leitura. Em 2006 o Ministério da Saude recomendava a leitura de 200 campos antes
de se indicar um esfregaco como negativo (BRASIL, 2006 a) e a leitura de 1200
campos para pacientes graves (BRASIL, 2006 b). De fato, foi necessario o exame de
em média 96 campos para o encontro das primeiras formas amastigotas, no entanto,
se apenas 200 campos tivessem sido analisados, o diagndstico nao teria sido
realizado em 13,8% dos casos. Esses dados confirmam que muitas vezes o
encontro das formas amastigotas pode ser dificil, sendo imprescindivel a leitura de
mais de 200 campos quando ai ndo se detecta parasitas.

A maior densidade parasitaria encontrada correspondeu a classificacao 5+ de
Chulay e Bryceson (1983). Esses autores demonstraram graus de parasitismo de
até 6+ em pacientes com leishmaniose visceral, no entanto, utilizaram aspirado

esplénico, enquanto que no presente estudo foi avaliada a carga parasitaria em
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aspirado medular. De fato, o baco apresenta maior grau de parasitismo que a
medula 6ssea ou linfonodos (ZIJLSTRA et al., 1992).

Mueller et al., (2007), empregando a mesma classificacdo em aspirado de
linfonodos, aponta a presenca de densidade 6+ apenas em pacientes coinfectados
por HIV ou portadores de tuberculose pulmonar.

Criangcas com baco maior que 10 cm a admissdo apresentaram maior
densidade parasitaria que aquelas com bago menor. O baco é apontado como o
principal sitio de células linfides para a corrente sanguinea, abrigando também uma
grande quantidade de antigenos circulantes. Recentes estudos em cées
demonstram que o bacgo apresenta mais elevado parasitismo quando a LV esta em
curso (REIS et al., 2006b; GUERRA et al., 2009).

Criangcas que apresentavam risco nutricional ou peso baixo demonstravam
densidade parasitaria mais elevada a admissdo. Nao foram encontrados outros
estudos que tenham explorado essa relacdo. Em geral se aceita que o estado
nutricional do hospedeiro est4d diretamente relacionado a susceptibilidade as
doencas infectoparasitarias e que a desnutricdo constitui um fator de risco para a
leishmaniose (HIDA et al., 1999). Contudo, os mecanismos envolvidos na relacédo
entre desnutricdo e o curso da LV sdo multiplos e pouco explicados (MALAFAIA,
2009). Estes dados denotam perspectivas para a realizagdo de novas pesquisas que
possam estudar melhor esse aspecto.

O estudo nao revelou relacdo entre carga parasitaria mais elevada e
parametros clinicos mais severos ou alteracGes laboratoriais mais graves, 0 que
denota que provavelmente outros fatores, como o tempo de evolucdo mais
prolongado ou a resposta imunolégica do hospedeiro, estdo implicados na gravidade
da doenca.

Criangas inicialmente tratadas com anfotericina B exibiam densidade
parasitaria mais elevada do que as tratadas com antimoniato de N-metilglucamina;
essa relagdo provavelmente ocorreu porque a maioria desses pacientes eram
desnutridos e, conforme ja& demonstrado, aqueles com risco nutricional ou peso
baixo também demonstravam densidade parasitaria mais elevada. No entanto,
esses dados sdo dificeis de serem analisados, pois o nimero de criangas que
utilizou anfotericina B foi pequeno.

Até 2005, todas as criancas recebiam antimoniato como primeira escolha

terapéutica, independente de sua condicao clinica inicial. Somente a partir de 2006,
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o0 Ministério da Saude brasileiro lancou normas técnicas indicando o uso de
anfotericina B para o tratamento de pacientes graves: idade inferior a 6 meses,
desnutricdo grave, comorbidades, infeccbes bacterianas, ictericia, hemorragia,
edema generalizado e toxemia (BRASIL, 2006b). Isso justifica porque nem todas as
criancas graves utilizaram anfotericina B para tratamento.

Pacientes que utilizaram antimoniato de N-metil glucamina por periodos mais
prolongados de tempo (mais de 28 dias, geralmente 40 dias) apresentaram maior
densidade parasitaria do que os tratados por periodos menores de tempo (até 28
dias) (mediana=grau 3+). No entanto, as criangas que receberam tratamento
prolongado foram aquelas que se encontravam altamente parasitadas (grau 5+).
Esses dados tém valor porque a extensdao do tempo de tratamento deu-se com a
auséncia do conhecimento da densidade parasitaria a admissao; o prolongamento
da terapéutica foi realizado nos casos em que ao final de 28 dias de terapéutica ndo
se obteve a cura inicial.

Os resultados sugerem que no caso de pacientes com carga parasitaria
elevada (5+), o tratamento mais prolongado (até 40 dias, para pacientes utilizando
antimoniato) pode ser necessario.

Desde 1983, Chulay e Bryceson ja haviam relatado que a resposta lenta ao
tratamento com antimonial pentavalente (estibogluconato) esta ligada a densidade
parasitaria aumentada. Mais recentemente, Mueller et al. (2007), utilizando
anfotericina B lipossomal para o tratamento de pacientes com LV complicada ou nos
casos de recidiva apds o uso de estibogluconato, detectaram que a persisténcia
parasitaria e faléncia clinica apés tratamento foram associados a maior densidade
parasitaria a admissdo, sugerindo que estes pacientes poderiam necessitar de
medicag&o por tempo mais prolongado.

A determinacdo da carga parasitaria em criangcas com LV antes do inicio do
tratamento pode auxiliar na decisdo do periodo de tempo em que este deve ser
realizado. Novos estudos prospectivos sdo necessarios para complementar este

relato inicial.
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7 CONCLUSOES

e O estudo da densidade parasitaria em criangcas com LV permitiu detectar que
maioria delas exibiu grau de parasitismo medular ndo muito elevado. Este é
mais um dado que poderia explicar a boa resposta ao tratamento com
antimoniato de N-metilglucamina, somando-se a outros fatores ja relatados

como responsaveis pela resposta terapéutica satisfatoria aos antimoniais.

¢ A necessidade de ser ampliado o nUmero de campos na leitura das laminas
de esfregaco medular para o diagnéstico da LV, pois se tivessem sido
analisados apenas 200 campos 13,8% dos casos, ficariam sem diagnéstico e
analise da densidade parasitaria.

e Criancas menores de cinco anos com risco nutricional ou peso baixo
apresentaram densidade parasitaria mais elevada do que criangcas sem risco
nutricional & admissao. Esse aspecto necessita ser mais bem investigado em

estudos posteriores.

e A quantificacdo da carga parasitaria permitiu a melhor compreensao de
importantes aspectos relacionados ao tratamento medicamentoso na LV, pois
detectou-se carga parasitaria mais elevada nos casos que necessitaram de

tempo de tratamento mais prolongado com antimoniato de N-metilglucamina.

e A classificagdo da densidade parasitaria nas criangas do estudo possibilitou a
identificacdo de pacientes altamente parasitados. Os resultados sugerem que
no caso de pacientes com carga parasitaria elevada (5+), o tempo de
tratamento pode ser mais prolongado (acima de 20 dias, para aqueles
utilizando antimoniato de N-metilglucamina) para que ocorra a obtencao da

cura clinica.

e A determinagdo da carga parasitaria em criancas antes do inicio do
tratamento permite a identificacdo do grau de parasitismo podendo auxiliar na

decisao do tempo satisfatorio de tratamento.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em decorréncia do exposto no estudo, faz-se necessario o desenvolvimento
de novas pesquisas envolvendo a densidade parasitaria em pacientes com LV.

E necessaria a melhor elucidagéo de outros aspectos referentes a densidade
parasitaria, como sua relagdo com diferentes fases do tratamento medicamentoso;
sua implicacdo com a resposta imune do hospedeiro; sua relacdo com as alteragdes
decorrentes do estado nutricional.

Talvez novas respostas possam trazer a elucidacéo de problemas relativos a
leishmaniose visceral tanto nas criangcas como em adultos, nas varias localidades
nas quais a doenca ainda faz vitimas e preocupa profissionais e autoridades de

saude.
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APENDICE A — FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS EM PRONTUARIOS,
REFERENTE AOS ASPECTOS CLINICOS, LABORATORIAIS E DO
TRATAMENTO.
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FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS EM PRONTUARIOS.
DADOS CLINICOS, EXAMES LABORATORIAIS E DO TRATAMENTO.

| — Dados gerais:

1-N° RG - NHU RG: Parasitologia:
2-Sexo:( )M( )F

3 - Idade (meses) 4 - Peso:

5 - Data da internacéo

6 - Alta:

7 - Primeiro tratamento: ( ) sim ( ) néo

II- Caracteristicas clinicas:

8 - Tempo de evolucado (em dias):
9 - Edema: ( ) MMII () Face ( ) Generalizado () Ascite

10 - Sangramentos: ( ) nasal ( ) gengival ( ) locais de puncdo ( ) outros

11- Tamanho do figado na admisséao:
12- Tamanho do bago na admisséo:

I1l- Tratamento

13 - Tratamento inicial: ( ) glucantime ( )anfotericina b
14 - Tratamento utilizado:

14.1 - Glucantime ( ) Tempo de tratamento (dias)
14. 2 - Anfotericina b ( ) Tempo de tratamento (dose total)

15- Recidiva: ( ) sim ( ) nao

16- Alta hospitalar:
( )curado () O6bito

17 - Exames laboratoriais na admissao:

Data/ valores

Hg

Leucocitos

Plaquetas

Albumina




APENDICE B
PARASITARIA
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FORMULARIO PARA QUANTIFICACAO DA CARGA



N©; RG NHU: N° da Parasitologia: Data:
100 | 600_|
200 | 700 |
300 | 800 |
400 | 900 |
500 | 1000 |
Total de parasitos: Alteraces:

Examinador (a):
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ANEXO A — CURVA DE CRESCIMENTO PESO/IDADE PARA ANALISE DE
DESENVOLVIMENTO NUTRICIONAL - MINISTERIO DA SAUDE, 2002;
MINISTERIO DA SAUDE, 2006.
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ANEXO B - CARTA DE LIBERAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM
SERES HUMANOS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO MATO GROSSO DO SUL
- UFMS.



A minka

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Comiteé de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS

Carta de Aprovagdo

assinatura meste documento, atesta que o protocolo n° 1350 da

Pesquisadora Andréia Insabralde de Queiroz Cardoso intitulado “Densidade parasitdria

de medula dssea

de criancas com leishmaniose visceral e sua correlagdo com os aspectos

clinicos, laboratoriais e do tratamento”, foi revisado por este comité e aprovado em

reunido ordindria no dia 25 de junho de 2009, encontrando-se de acordo com as

E -\i
Prof. Paulo %(oﬁcLﬁo Haidamus de Ohiveira Bastos

Coordenador .!ém

tivas do Ministénio da Saiide.

\
_\i5l‘. W

|
exercicio do Comité de Ftica em Pesquisa da UFMS

Campo Grande, 29 de junho de 2009.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
hittp:/fwww.propp.ufms.br/bicetica/cep/

bioetica@propp.ufms.br

fone OXX67 345-7187
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