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Resumo

No Brasil, observa-se aumento dos casos de leishmaniose visceral (LV) nos
ultimos anos, associado & alta letalidade. E necessaria a identificacdo de indicadores
sensiveis e especificos que reconhegam precocemente a gravidade e possibilitem
intervencao imediata e adequada. O objetivo do presente estudo prospectivo foi
correlacionar parametros clinicos e laboratoriais e carga parasitaria a evolugao da
LV em criangas. Foram incluidas 48 criangas com diagndstico de LV, internadas no
Hospital Infantil Jodo Paulo Il, em Belo Horizonte, de junho de 2010 a junho de 2011.
Os pacientes foram avaliados clinicamente e tiveram amostras de sangue periférico
coletadas antes (T0), entre 10 e 15 dias (T1) e entre 40 e 60 dias (T2) apds inicio do
tratamento. Nestas amostras, a carga parasitaria foi quantificada por PCR
quantitativa em tempo real (QPCR), sendo o gene alvo a SSU rRNA de Leishmania.
Evolugcado grave foi definida como internacdo em UTI ou administracdo de amina
vasoativa, ventilagdo mecanica ou hemotransfusdo. As manifestagdes clinicas mais
observadas a admissao foram febre, palidez e hepatosplenomegalia, associado a
pancitopenia, elevacdo das aminotransferases hepaticas e hipoalbuminemia. A
positividade da RIFI e dos testes rapidos Kalazar Detect® e Diamed-IT Leish® foi de
66,7%, 85,4% e 100%, respectivamente. Observou-se elevada positividade (100%)
em exames de PCR convencional em sangue periférico e aspirado de medula
O0ssea. Como tratamento especifico, administrou-se Glucantime® em 45,8%,
anfotericina B desoxicolato em 35,5%, anfotericina B lipossomal em 8,3% e
associacao de anfotericina B lipossomal e Glucantime® em 10,4% dos pacientes.
Considerou-se que 56,2% das criangas apresentaram evolugdo grave, mas sem
nenhum obito. Em T2, todos apresentavam melhora clinica. A classificagdo por
critérios de gravidade proposta pelo Ministério da Saude em 2006 foi aplicada a
admissao, nao apresentando boa acuracia para detecgdo de casos com evolugao
grave. O qPCR apresentou bom desempenho e foi positivo em todas as criangas em
T0. Observou-se variagdo ampla da carga parasitaria em TO, n&o correlacionada a
caracteristicas clinicas e laboratoriais, a critérios de gravidade e escores preditores
de o6bito a admisséo e a evolugao grave durante a internagdo. Reducéo significativa
do numero de copias do fragmento génico foi constatada em T1 e T2, que né&o
variou de acordo com a medicacdo usada. Identificaram-se como fatores de risco
para evolugdo grave idade menor do que 12 meses, taquidispneia, infecgao,

hepatomegalia volumosa, anemia, plaquetopenia e hipoalbuminemia a admissao.
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Abstract

In Brazil, there is an increasing number of cases of visceral leishmaniasis
(VL) in recent years, associated to a high case-fatality rate. It is necessary to identify
sensitive and specific clinical factors that may prompt to adequate and immediate
intervention. The purpose of this prospective study was to correlate clinical and
laboratory parameters and parasite load with clinical outcome in children with VL.
Forty-eight children diagnosed with VL and hospitalized in Hospital Infantil Joao
Paulo Il, in Belo Horizonte, Brazil, were included from June 2010 to June 2011. The
patients were assessed clinically and peripheral blood samples were obtained before
(TO), from 10 to 15 (T1) and from 40 to 60 days (T2) after starting treatment. In these
samples, the parasite load was quantified by real-time quantitative PCR (qPCR)
using as molecular target the SSU rRNA gene of Leishmania. Severe outcome was
defined as admission in intensive care unit, administration of vasoactive amines,
mechanical ventilation or blood transfusion. The most frequently observed features
were fever, pallor and hepatosplenomegaly associated with pancytopenia, elevated
liver aminotransferases and hypoalbuminemia. The positivity of IFAT and of the rapid
tests Kalazar Detect® and Diamed-IT Leish® was 66,7%, 85,4% e 100%,
respectively. There was a high positive rate (100%) in conventional PCR in
peripheral blood and bone marrow aspirates. The drugs used for specific therapy
were Glucantime® in 45,8%, amphotericin B deoxycholate in 35,5%, liposomal
amphotericin B in 8,3% and combination of liposomal amphotericin B and
Glucantime® in 10,4% of the patients. It was considered that 56,2% of the children
presented severe outcome but no deaths occurred. At T2, all patients had clinical
improvement. The classification of severity proposed by the Ministry of Health in
2006, applied at admission, showed low accuracy for detection of severe cases. The
quantitative PCR assay presented high performance and was positive in all children
in TO. There was a wide variation in parasite load at TO and no correlation was
observed with clinical and laboratory features, with severity at admission and with
severe outcome. Significant decrease in the number of copies of the gene fragment
was found in T1 and T2, which did not vary according to the drug used. The identified
risk factors for severe outcome were children younger than 12 months and the
presence of tachydyspnea, infection, hepatomegaly, anemia, thrombocytopenia and

hypoalbuminemia at admission.
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1.1 Agentes etioldgicos, reservatérios e vetores

A leishmaniose visceral (LV) € doenga causada por protozoarios
tripanosomatideos do género Leishmania, complexo donovani, que possui duas
espécies - L. (L.) donovani e L. (L.) infantum, sinbnimo de L. (L.) chagasi. A L. (L.)
donovani é o agente etiolégico da LV no leste da Africa e subcontinente indiano
(india, Nepal e Bangladesh). Nestes locais, a doenca é antropondtica e pacientes
com LV nao tratada e com leishmaniose dérmica pos-calazar sdo os principais
reservatorios do parasito (Desjeux, 2001).

Na América Latina, regido do Mar Mediterraneo e Asia central, a LV é uma
zoonose causada pela L. (L.) infantum. Na area urbana, os principais reservatorios
sd0 0s caes e, no ciclo silvestre, raposas e marsupiais detém este papel (Desjeux,
2001). No Brasil, os vetores da LV sao flebotomineos do género Lutzomyia e a
principal espécie transmissora é a Lu. longipalpis, que apresenta ampla distribuigao

no pais (Brasil, 2006a).

1.2 Epidemiologia

Cerca de 500 mil novos casos de LV ocorrem anualmente e a doenca
apresenta grande importancia médica e social devido a sua gravidade e a taxa de
letalidade muito alta. Em todo o mundo, 90% dos casos estdo concentrados em
apenas cinco paises: Brasil, Bangladesh, india, Nepal e Suddo (World Health
Organization, 2011a).

No subcontinente indiano, onde ocorrem mais de 60% dos casos mundiais, a
doenca acomete principalmente a populacdo de comunidades rurais, habitantes de
casas de barro proximas a colegbes de agua, tendo a pobreza como fator associado
importante (Bern et al., 2010). O numero de casos € de aproximadamente 40.000,
com 200 a 300 oébitos anuais. Contudo, tais numeros parecem ser subestimados,
com incidéncia de LV real de 21 casos/10.000 habitantes e perda de 400.000 anos
de vida ajustados por incapacidade - do inglés, disability-adjusted life years (DALYs)
- a cada ano (Joshi et al., 2008).

No leste do continente africano, a LV responde por cerca de 4.000 6bitos e

perda de 385.000 DALYs anualmente. Conflitos armados na regido contribuiram
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tanto para desestruturagao dos servigos de saude quanto para migragao de grandes
populagdes, culminando com aumento significativo do numero de casos da doencga
nas ultimas décadas (Reithinger et al.,, 2007). Ressalta-se a importéncia da
desnutricdo, agravada pelos periodos de seca, e da coinfec¢do com o virus HIV,
esta especialmente frequente na Etiépia, como fatores de risco para evolugédo grave
da parasitose (Berman, 2006).

A LV é a unica doenga tropical endémica na Europa, inicialmente
acometendo criancas ao sul do continente e, na atualidade, presente também em
adultos de regides mais ao norte. A incidéncia é relativamente pequena, variando de
0,02 a 8,53 casos/100.000 habitantes, com cerca de 700 casos anuais. Importancia
crescente a zoonose passou a ser dada apos a epidemia de aids, devido a
gravidade dos casos de coinfecgdo. Contudo, a introdugédo da terapia antiretroviral
altamente potente - do inglés, highly active anti-retroviral therapy (HAART) - a partir
da década de 90 levou a decréscimo destes casos (Dujardin et al., 2008).

No continente americano, 90% dos casos de LV ocorrem no Brasil, com
cerca de 65.000 doentes entre 1990 e 2010. Observa-se aumento do numero de
notificacdes pela doenga nas ultimas décadas, com média anual de casos de 1.601
entre 1985 e 1989, 2.662 entre 1990 e 1999 e 3.484 entre 2000 e 2010 (Werneck,
2010; Brasil, 2011a).

Concomitante a este aumento, houve mudangas significativas na
epidemiologia da LV. Antes considerada endemia rural presente principalmente no
Nordeste, constata-se dispersdo da doenga para todas as outras regides,
principalmente para o Centro-Oeste e Sudeste, com numero crescente de casos em
areas urbanas. Explicagbes possiveis para tais mudangas sao as migragdes do
interior do pais para suburbios de grandes cidades, destruicdo de areas verdes
periurbanas favorecendo ligacdo entre ciclos silvestres e urbanos, participagao de
outros animais além do cdo como reservatérios do parasito e mudanca no
comportamento e infectividade do flebotomineo (Costa, 2008; Dantas-Torres,
Brandao-Filho, 2006; World Health Organization, 2002).

Comparativamente as outras areas endémicas, em especial subcontinente
indiano e leste africano, a populagao acometida por LV no Brasil € mais jovem e
apresenta menores percentuais de mulheres em idade fértil e de desnutridos graves.
As condigdes socio-econdmicas distintas das regides, incluindo acesso a servigos de
saude e exposicdo a fatores de risco, e também a existéncia de espécies de

parasitos e padrdes de transmissao diferentes sao possiveis justificativas para estas
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diferencas (Harhay et al., 2011). E relatado que, em locais onde a ocorréncia da LV
€ recente, ha acometimento de maior propor¢ao de adultos e, com intensificacédo e
cronicidade da transmissao, a faixa etaria mais prevalente passa a ser a pediatrica,
possivelmente devido a imunidade adquirida ao longo da vida naqueles individuos
com maior idade (Costa, 2008).

A coinfeccao HIV-LV é relevante no Brasil, pois ha sobreposicdo de areas
com ambas as doengas devido a urbanizagdo da LV e a interiorizagdo da epidemia
de HIV (Rabello et al., 2003). Observa-se maior numero de homens coinfectados,
geralmente com imunossupressao avangada. Diante da maior chance de evolugao
desfavoravel da LV em pacientes com HIV, o Ministério da Saude (MS), atualmente,
sugere que seja realizada sorologia para esta infecgao viral em todos os pacientes
com a parasitose (Brasil, 2011b).

A letalidade por LV variou de 3,2% a 8,4% nos ultimos dez anos no Brasil.
As taxas das regides Centro-Oeste (9,4%) e Sudeste (8,8%), apesar do numero
menor de casos, foram superiores a meédia nacional neste periodo (Brasil, 2011c).
Em Minas Gerais (MG), ocorreram de 27 a 63 &bitos anuais por LV entre 2007 e
2010, sendo o estado com maior numero absoluto de casos com evolucao fatal
neste periodo (Brasil, 2011d).

Em Belo Horizonte (BH), observou-se aumento importante na incidéncia de
LV, com média anual de 38 casos no periodo de 1994 e 1999, de 83 casos entre
2000 e 2004 e de 132 casos entre 2005 e 2010. No periodo de 2006 a 2011, a
letalidade da doenga neste municipio foi superior a do pais, com variagao da taxa
anual de 8,1% a 23,0%, sem tendéncia de queda nos ultimos anos. Apesar de o
maior percentual de casos se concentrar em criangas e adolescentes até 14 anos
(36,8%), apenas 7,6% do total de obitos ocorreu nesta faixa etaria (Prefeitura de
Belo Horizonte, 2011). Esta tendéncia também estd presente na regido
metropolitana desta cidade, onde, de 2007 a 2011, observou-se taxa de letalidade
de 2,4% em menores de 14 anos e de 13,9% naqueles com mais de 15 anos
(Camila Freitas, Superintendéncia Regional de Saude de Belo Horizonte, Secretaria
Estadual de Saude — comunicagao pessoal).

Em 2001, estudo evidenciou expansdo das leishmanioses na regidao
metropolitana de BH e apontou necessidade de capacitagdo dos profissionais e
melhor estrutura para atendimento destes pacientes (Luz et al.,, 2001). Este

panorama persiste ainda hoje.
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1.3 Aspectos clinicos e laboratoriais

A infeccdo pela L. (L.) infantum apresenta espectro clinico muito amplo,
incluindo desde formas assintomaticas a quadros muito graves, com potencial de
evolugao fatal (Badaro et al, 1986a).

Os pacientes assintomaticos ndo apresentam manifestagdes clinicas ou
alteragcdes em exames hematoldgicos ou bioquimicos. Constituem a maior parte dos
infectados pela L. (L.) infantum e, em areas endémicas, sua prevaléncia varia de 0,5
a 73% (Michel et al., 2011). O diagnostico & realizado por meio de exames
laboratoriais e geralmente estes pacientes apresentam teste de hipersensibilidade
tardia (reacdo de Montenegro) positivo (Badaro et al., 1986a). Mais recentemente,
técnicas de biologia molecular ttm se mostrado bastante sensiveis para detec¢do do
parasito nestes portadores assintomaticos, levantando a hipotese de sua
participacdo no ciclo da doenga como reservatérios humanos (Costa et al., 2002;
Moreno et al., 2005; Marques, 2010; Fakhar et al., 2008; Michel et al., 2011).

Fatores associados a maior risco de evolugdo para doencga apos infecgao
pelo parasito ja foram descritos. E possivel que haja uma susceptibilidade genética
que, juntamente com caracteristicas demograficas e individuais, como baixa idade,
desnutricdo e condicdo socioecondmica precaria, culmine com o aparecimento do
quadro manifesto da LV (Badaro6 et al., 1986b; Kolaczinski et al., 2008; Blackwell et
al., 2009) . A positividade de testes imunoldgicos parece n&o predizer evolugdo para
doenca (Silva et al., 2011).

O periodo de incubagao da LV varia de 10 dias a 24 meses (Brasil, 2006a).
A forma classica da doenca caracteriza-se por febre prolongada e esplenomegalia,
critérios para suspeigao clinica de quadro, de acordo com o MS (Brasil, 2006a).
Contudo, é possivel que a doenga se manifeste na auséncia destes dois sinais (Silva
et al.,, 2001). Observa-se, também, acometimento importante do estado geral,
hepatomegalia, palidez, emagrecimento, diarréia e vOmitos. Pancitopenia,
diminuicdo da albumina sérica e aumento da globulina s&o alteragdes marcantes da
LV, que pode levar também a elevagcdo das aminotransferases hepaticas e
hiperbilirrubinemia. Linfadenomegalia, apesar de frequente em casos de calazar no
subcontinente indiano e Africa, ndo é achado comum na América e na Europa
(Zijlstra et al., 1992; Campos, 1995; Bhattacharya, et al., 2006; Petrela et al., 2010;
Rocha et al., 2011).
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Estudos identificaram maior percentual de palidez e niveis de hemoglobina
mais baixos em criangas com LV, quando comparadas a adultos com a doenca.
Visceromegalias também foram descritas mais frequentemente na populagéo
pediatrica (Zijlstra et al., 1992; Caldas et al., 2006).

Infecgbes e sangramentos sao as duas principais complicagbes da doencga,
estando associadas a evolugéao fatal muito frequentemente (Lyons et al., 2003; Collin
et al., 2004; Rey et al., 2005; Sampaio et al., 2010; Costa et al., 2010). Ha relato de
incidéncia 4,8 vezes maior de quadros infecciosos em criancas com LV do que em
desnutridos hospitalizados por outras causas (Andrade et al., 1990). Muito
provavelmente, esta tendéncia é secundaria a fatores multiplos, sendo relevante a
imunossupressao pela propria LV (Barati et al., 2008). Os sangramentos nestes
pacientes também tém origem multifatorial, com participagdo da produgédo hepatica
inadequada de fatores de coagulagao, plaquetopenia e, em alguns casos, ativagao
inflamatdria, com instalacdo de quadro de coagulagao intravascular disseminada
(CIVD) (Costa, 2009).

1.4 Métodos diagndsticos laboratoriais

Diante do quadro clinico inespecifico da LV, sao necessarios exames
laboratoriais para confirmacéao diagndstica.

Os testes parasitologicos sdo os mais especificos e, por este motivo, ainda
hoje considerados padréo-ouro para diagnéstico da LV. Podem ser realizados a
partir de aspirados de bago, linfonodo ou medula 6ssea (MO). O exame realizado
com amostra obtida da pungdo esplénica € o mais sensivel (93-99%), porém o
procedimento apresenta risco significativo de hemorragia (World Health
Organization, 2010; Srivastava et al., 2011; Singh, 2006). No Brasil, indica-se a
puncédo de MO para realizagdo de exame direto, por meio de esfregagco em lamina, e
de cultura em meio especifico (Brasil, 2006a). Deve-se ressaltar a sensibilidade
variavel dos testes parasitologicos, cuja positividade pode variar de 40,2 a 95,4% em
avaliacdo de esfregacos de MO (Silva et al., 2005). A acuracia dos exames
parasitologicos dependente do tipo de amostra avaliada, da experiéncia e técnica
dos coletores e examinadores e do tempo gasto na observacdo das laminas
(Srivastava et al., 2011; Silva et al., 2005).

Para confirmagdo do diagndstico de LV, os exames de deteccdo de

anticorpos especificos para Leishmania sdo os utilizados mais frequentemente. No
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Brasil, o teste mais realizado € a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
considerada positiva na presenca de titulos iguais ou superiores a 1:80 (Brasil,
2006a). Ha, também, disponibilidade de ensaio imunoenzimatico - do inglés, enzyme
linked immunosorbent assay - (ELISA). A producdo nacional da RIFI e do ELISA é
feita por Biomanguinhos, Fiocruz, e os kits sdo disponibilizados pelo MS ao Sistema
Nacional de Laboratérios (SISLAB). Contudo, ambos exigem aparelhagem
sofisticada e pessoal especializado, tornando-os mais caros e de realizagao restrita
a alguns laboratorios (Srivastava et al., 2011). Além disso, a RIFI mostrou eficiéncia
diagndstica inferior a de outros testes diagnosticos em estudo brasileiro e também
em metanalise recente (Pedras et al., 2008; Maia et al., 2012).

Devido a estas limitagdes, foram desenvolvidos outros dois métodos de
deteccdo de anticorpos mais baratos e simples: o teste de aglutinagdo direta — do
inglés, direct agglutination test (DAT) - e os testes imunocromatograficos com o
antigeno recombinante rK39, conhecidos como testes rapidos. A utilizacdo do
primeiro € recomendada pela OMS em hospitais regionais e centros terciarios e os
testes rapidos devem ser utilizados também em centros de atengao primaria (World
Health Organization, 2010).

O DAT utiliza o promastigota inteiro de L. (L.) donovani ou L. (L.) infantum
corado, que atualmente esta disponivel como antigeno seco, liofilizado, o que
dispensa sua refrigeragéo. O teste apresentou sensibilidade alta, variando de 92,7 a
96,4%, e especificidade entre 72,3 e 93,4% em metanalise envolvendo 30 estudos
em diferentes areas endémicas (Chappuis et al., 2006). No Brasil, avaliagédo
multicéntrica prospectiva evidenciou boa acuracia do teste, com sensibilidade de
90%, especificidade de 96%, valor preditivo positivo (VPP) de 97% e valor preditivo
negativo (VPN) de 84% (de Assis et al.,, 2011). Outro estudo brasileiro sugeriu
superioridade do DAT em relagdo a RIFI, evidenciando eficiéncias diagndsticas de
97,4% e de 87,6%, respectivamente (Pedras et al., 2008). Nao ha produgao nacional
de kits de DAT e apenas dois produtores europeus (Bélgica e Holanda)
disponibilizam o produto, por custo inacessivel para a maioria dos paises
endémicos.

Os testes imunocromatograficos vém se tornando populares em todo o
mundo, devido a facilidade de seu uso, sendo possivel realizacdo de exame com
sangue total por pungao digital em locais sem maiores recursos e obtengao imediata
do resultado. Utilizam antigeno recombinante derivado de sequéncia de 39

aminoacidos de Leishmania (World Health Organization, 2011b). Sua sensibilidade
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varia entre 87,7 e 97,1% e sua especificidade entre 66,8 e 97,9%, observando-se
heterogeneidade de resultados de acordo com a regiao avaliada e com os tipos de
controles negativos utilizados — individuos saudaveis ou com doengas de
apresentagao clinica semelhante a da LV (Chappuis et al., 2006).

Outra causa de variagao de acuracia entre os testes rapidos é a diversidade
de marcas disponiveis no mercado. A OMS publicou relatério que avaliou diversas
marcas de testes imunocromatograficos. Observou-se que todas as marcas
apresentaram melhor desempenho em pacientes do subcontinente indiano. No
Brasil, houve diferenca importante na sensibilidade dos quatro testes avaliados. O
mais sensivel foi o Diamed-IT Leish® (Biorads Laboratories), com valores entre 87,8
e 94,8%. A especificidade, por sua vez, foi alta com todas as marcas. Sugeriu-se,
deste modo, que, em pacientes brasileiros com clinica compativel com LV, um teste
rapido positivo confirmaria o diagnéstico. Contudo, caso o exame fosse negativo,
nao se poderia afastar com seguranga a doencga (World Health Organization, 2011b).

Estudo brasileiro multicéntrico que avaliou o teste Diamed-IT Leish®
também evidenciou boa acuracia deste, com sensibilidade, especificidade, VPP e
VPN de 93, 97, 98 e 89%, respectivamente (de Assis et al., 2011). Diante de tais
dados, o MS, em sua publicagdo mais recente sobre o tema, incluiu o teste rapido
como exame confirmatdrio em casos suspeitos de LV (Brasil, 2011b). Como nao ha
producdo nacional de kits de teste rapido, o MS adquiriu kits da marca Kalazar
Detect® (InBios International Inc.) por US$2,00/kit (M. Arruda, MS - comunicagao
pessoal). O custo de compra do Diamed-IT Leish® fica em torno de R$15,00/kit (G.
Santos, representante Diamed — comunicagao pessoal).

Todos os exames de detecgdo de anticorpos especificos apresentam trés
limitagdes com impacto significativo em sua aplicagdo clinica. A primeira é a
positividade destes testes em pacientes assintomaticos residentes em areas
endémicas, evidenciando contato anterior ou infecgdo assintomatica pelo parasito. A
segunda € a persisténcia de anticorpos apos resolugdo da doenga, o que faz com
gque a sorologia ndo possa ser utilizada para diagnostico em suspeita de recidivas. A
terceira € sua sensibilidade baixa em imunossuprimidos, populacao afetada pelas
leishmanioses de modo crescente nos ultimos anos (Alvar et al., 2008; World Health
Organization, 2010).

Devido as limitacbes dos exames que utilizam anticorpos especificos e
visando detectar a presenga do parasito por meio de métodos menos invasivos,

técnicas de biologia molecular foram desenvolvidas para avaliacdo da existéncia de
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seu material genético em diferentes amostras bioldgicas (Antinori et al., 2007; Assis
et al., 2009; Vaish et al., 2011).

A reagcdo em cadeia da polimerase - do inglés, polymerase chain reaction
(PCR) - € o método molecular mais usado. Consiste na amplificagdo de alvos
génicos a partir da agao de enzima DNA-polimerase termoestavel, na presenga de
par de iniciadores - do inglés, primers. Tais iniciadores sado oligonucleotideos com
sequéncia complementar ao alvo génico e, por meio de sua extensdo, pequenas
quantidades do DNA do parasito podem ser detectadas (Rodrigues et al., 2006).

Varias sequéncias sao utilizadas como alvo para PCR, como genes do RNA
ribossomal (rRNA), de minicirculos do cinetoplasto (kDNA), de RNA derivado de
mini-exon (medRNA) e GP63. In vitro, todos apresentam sensibilidades elevadas,
com capacidade de detecgdo de menos de dez parasitos (Rodgers et al., 1990; van
Eys et al., 1992; Hassan et al., 1993; Tupperwar et al., 2008).

Em amostras de pacientes com quadro sugestivo de LV, a PCR em
amostras de sangue periférico e de MO apresenta boa acuracia, com sensibilidade
superior a dos métodos parasitolégicos convencionais nestes mesmos espécimes e
especificidade proxima a 100% (Lachaud et al., 2000; Antinori et al., 2007; Fraga et
al., 2010).

A quantificacdo da carga parasitaria vem sendo realizada por métodos de
microscopia e imuno-histoquimica nas ultimas décadas, levando-se em
consideragao sua possivel importancia na patogenia da LV. Em estudo realizado no
Ceara, houve associagdo positiva entre carga parasitdria moderada ou alta,
mensurada microscopicamente em aspirado de MO, e neutropenia em sangue
periférico (Castro et al., 2011). Por meio desta mesma técnica, observou-se
tendéncia semelhante em pacientes do Piaui, nos quais contagem de neutrofilos
acima de 5.000 células/mm?® relacionou-se a menor carga parasitaria, enquanto
maior numero de parasitos associou-se a anemia grave (Costa et al.,, 2010).
Contudo, tais métodos apresentam limitagdes pela irregularidade da distribuicdo dos
parasitos nas amostras bioldgicas e pelo tempo excessivo exigido para sua analise
(Reis, et al., 2006; Giunchetti et al., 2008).

Neste contexto, a PCR quantitativa em tempo real (QPCR) possibilita a
quantificacdo parasitaria de maneira mais fidedigna em diferentes amostras. O
monitoramento da amplificagao de sequéncias especificas de DNA ocorre na medida

em que a reagao procede, fornecendo resultado mais rapido e com menor risco de

25



falso positivo por contaminagéao, ja que € realizada em sistema fechado (Wortmann
et al., 2001; Kubista et al., 2006; Marques, 2010).

Ha diferentes sistemas para deteccdo dos amplicons formados na reacao.
No sistema Tagman, sondas de hidrélise com corantes fluorescentes se anelam aos
iniciadores, s&o clivadas e levam a aumento da intensidade de fluorescéncia
proporcional a quantidade de amplicon produzido (Wortmann et al., 2001). Outro
sistema € o SYBR® Green |, que utiliza corante de mesmo nome para detectar a
formagdo de fragmentos génicos. Tem como desvantagem a possibilidade de
ligacao do corante a qualquer DNA dupla fita, gerando sinais falso positivos (Kubista
et al., 2006).

O ciclo em que o sinal de amplificagdo atinge uma intensidade de
fluorescéncia superior ao limiar de deteccdo, geralmente pré-determinado pelo
aparelho, é denominado Ct - do inglés, cycle threshold. O momento em que o Ct é
ultrapassado esta diretamente relacionado a quantidade de material amplificado,
sendo que, em amostras com DNA alvo em maior quantidade, um menor numero de
ciclos & necessario para se atingir o limiar estipulado (Kubista et al., 2006).

A sensibilidade do ensaio é dependente do alvo escolhido. Utilizando-se a
sequéncia génica que codifica a DNA polimerase da Leishmania, presente em copia
unica no genoma, ha perda de sensibilidade para diagndstico inicial. Em técnicas
empregando o kDNA, a sensibilidade para diagndstico inicial parece ser a mais
elevada, uma vez este gene esta presente em aproximadamente 1.000 copias por
célula. Contudo, sua heterogeneidade pode ser fator limitante a sua quantificagéo
(Antinori et al., 2007; Mary et al., 2004).

A sequéncia que codifica a pequena subunidade de RNA ribossomal — do
inglés, small subunit rRNA (SSU rRNA) — é outro alvo que vem sendo utilizado na
gPCR. O DNA nuclear da Leishmania contém aproximadamente 160 copias deste
gene, o que confere alta sensibilidade aos ensaios. Possui também a vantagem de
ser pouco variavel, mas ndo diferencia a espécie da Leishmania identificada (van
Eys et al., 1992).

Para avaliagdo da carga parasitaria em leishmaniose, a qPCR foi utilizada
inicialmente em modelos animais, visando estudos experimentais para drogas
(Bretagne et al., 2001).

Em cées, ja se evidenciou que cargas parasitarias mais altas, mensuradas
através do qPCR, estdo relacionadas a quadro clinico mais grave em animais

doentes (Rodriguez-Cortés et al., 2007; Manna et al., 2009). Contudo, a relagao
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entre maiores quantidades de parasitos e evolugado para doenga em caes infectados
inicialmente assintomaticos ainda & controversa. Outros estudos nao observaram
diferencas significativas entre carga parasitaria de animais sintomaticos e
assintomaticos, inclusive com descricdo de maior numero de parasitos na pele
daqueles sem sinais de doenca (Manna et al., 2006; Quaresma et al., 2009). Foi
demonstrada a redugao importante da carga parasitaria em diversos tecidos de caes
apos tratamento com droga leishmanicida eficaz, apesar de esta se manter
detectavel em alguns animais (Manna et al., 2008a; Manna et al., 2008b).

Em humanos, a qPCR vem sendo utilizada para avaliagdo da dindmica da
infeccdo em situagdes diversas. Observa-se grande variagdo da parasitemia ao
diagnostico inicial da LV. A carga em doentes é superior a dos individuos
assintomaticos, diferentemente do relatado para caes (Bossolasco et al., 2003; Mary
et al., 2006; Aoun et al., 2009; Marques, 2010).

Correlacdo do numero de parasitos com parametros imunoldgicos,
principalmente niveis teciduais e séricos de citocinas, também vem sendo estudada
nas diferentes apresentagdes das leishmanioses, no intuito de melhor compreensao
da sua patogenia (Kumar et al., 2009; Verma et al., 2010).

Reducgao significativa do material genético do parasito foi observada apés
administracdo de diferentes esquemas terapéuticos para LV (Mary et al.,, 2006;
Antinori et al., 2009; Aoun et al., 2009; Sudarshan et al., 2011). A despeito da
necessidade de estudos mais completos, a relevancia da quantificagdo da carga
parasitaria em pacientes imunossuprimidos € bem descrita. Tal relevancia refere-se
principalmente ao acompanhamento apos tratamento da doenga, uma vez que se
observa aumento do material genético do parasito prévio a recidiva do quadro,

evento frequente nesta populagao (Bossolasco et al., 2003; Mary et al., 2006).

1.5 Tratamento especifico

A escolha de esquemas terapéuticos para LV varia de acordo com a
apresentacao clinica da doencga, as contraindicagdes dos medicamentos e as
orientagdes do local de onde provém o paciente, que dependem, por sua vez, da
espécie de Leishmania envolvida e de seu padrao de resisténcia as medicacoes.

No Brasil, o MS sugere o0 uso do antimoniato de meglumina (Glucantime®)
como medicamento de primeira escolha, uma vez que apresenta eficacia terapéutica

comprovada (Brasil, 2006a). Em sua ultima publicagdo, o MS estendeu o tempo
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minimo de tratamento com Glucantime® para 30 dias, com dose diaria de 20 mg/kg,
seguindo orientacdo da OMS (World Health Organization, 2010; Brasil, 2011b). Tal
mudanca é embasada na observacdo da situag&o atual da india e de algumas areas
do Nepal, onde o uso irregular ou incompleto de esquemas mais curtos de
antimoniais levou a taxas de falha com esta medicacao superiores a 60% (Sundar et
al., 2000; Bern et al., 2006). Devem ser considerados, ainda, os efeitos colaterais do
antimonial, sendo os principais a cardiotoxicidade e a pancreatite (Thakur, Sinha,
Pandey, Kumar, Kumar, Hassan, et al., 1998; Rigo, Rigo, Honer, 2008).

As contraindicacdes para uso de antimonial pentavalente sio: insuficiéncia
renal, insuficiéncia hepatica, insuficiéncia cardiaca, uso concomitante de
medicamentos que alteram o intervalo QT corrigido, gravidez, idade maior de 50
anos e hipersensibilidade aos componentes da formulagéo (Brasil, 2011b).

Caso estas contraindicagcbes estejam presentes, indica-se a administragéao
de anfotericina B desoxicolato, que também deve ser a escolha para pacientes com
sinais de gravidade (idade inferior a seis meses ou superior a 65 anos, desnutricdo
grave, presenga de comorbidades, ictericia, fenbmenos hemorragicos, edema
generalizado ou sinais de toxemia) (Brasil, 2006b).

A anfotericina B € o medicamento com maior potencial leishmanicida e sua
formulacdo mais usualmente utilizada é o desoxicolato (Maltezou, 2010). O MS
sugere uso de dose diaria de 1mg/kg por 14 a 20 dias e a orientagcdo da OMS é
administracdo desta mesma dose por periodo mais prolongado, de 20 a 30 dias
(World Health Organization, 2010; Brasil, 2011b) . A anfotericina B desoxicolato esta
contraindicada em casos de insuficiéncia renal e hipersensibilidade a componentes
da formulacdo, tendo como principais efeitos colaterais tremores, calafrios e febre,
durante sua infus&o, e nefrotoxicidade associada a hipocalemia e hipomagnesemia
(Brasil, 2011b). Com o objetivo de diminuir a frequéncia dessas ultimas
intercorréncias, estudo indiano evidenciou que a infusdo diaria de solugdo salina
acrescida de cloreto de potassio em pacientes em tratamento com anfotericina B
desoxicolato diminuiu significativamente o risco de alteragdo da fungéo renal e dos
niveis séricos de potassio durante o tratamento com anfotericina B desoxicolato
(Thakur et al., 2010).

Em pacientes com insuficiéncia renal previamente conhecida ou que
evoluem com esta complicagdo apds instituicdo do tratamento, o MS indica
formalmente a administragcdo de anfotericina B lipossomal. Apesar da escassez de

publicagcbes, recomenda-se prescrever esta medicagdao também a pacientes maiores
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de 50 anos, transplantados renais, cardiacos ou hepaticos, nas doses diarias de
3mg/kg por sete dias ou 4mg/kg por cinco dias (Brasil, 2011b). Sugere-se que
melhor penetragdo e maior permanéncia tecidual sejam obtidas com doses iniciais
mais elevadas, a partir de 5mg/kg/dia (Bern et al., 2006), o que deve motivar
rediscussao da posologia da anfotericina B lipossomal proposta no Brasil.

Estudos brasileiros com outras formulag¢des lipidicas da anfotericina B
(complexo lipidico e dispersdo coloidal) e com medicamentos mais recentemente
aplicados no tratamento de LV, como a miltefosina e a paramomicina, ainda séo
necessarios para avaliar suas indicagdes na doenga por L. (L.) infantum.

Uma nova perspectiva, ja estudada na india, é a administracdo de dose
unica de anfotericina B lipossomal (10mg/kg), que se mostrou nao inferior a
tratamento convencional com anfotericina B desoxicolato (Sundar et al., 2010). Esta
em andamento investigacdo semelhante em paises do leste africano (Edwards et al.,
2011).

A utilizagdo de esquemas terapéuticos combinados tem sido avaliada em
varias areas endémicas, visando aumento da eficacia e da tolerancia dos
medicamentos, reducdo da duracdo e de custos do tratamento e limitacdo da
emergéncia de resisténcia do parasito (van Griensven et al., 2010). Estudos na india
ja evidenciaram que diferentes associacbes de drogas sdo eficazes, seguras e
apresentam melhor relagdo custo-beneficio do que monoterapias (Sundar et al.,
2011; Meheus et al., 2010).

Foi iniciada, em 2011, pesquisa denominada LV Brasil, o primeiro estudo
multicéntrico nacional com a finalidade de avaliar a eficacia e a seguranca da
farmacoterapia da LV, como monoterapia ou em combinagdo. Consiste em ensaio
clinico aberto, randomizado, no qual os seguintes esquemas serdo comparados:
Glucantime® (administracdo endovenosa por 20 dias), anfotericina B desoxicolato
(por 14 dias), anfotericina B lipossomal (por sete dias) e associacdo de anfotericina
B lipossomal (dose unica) e Glucantime® (administragcdo endovenosa por 10 dias).
Os resultados deste estudo serdo essenciais a indicagdo de tratamento mais

adequado aos quadros de LV no pais.

1.6 Fatores preditores de progndstico

Diante da gravidade da doenga, com potencial evolugao para o6bito, busca-se

definir fatores preditores de falha terapéutica, recidiva e Obito, que possam
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direcionar mais adequadamente a atengao prestada aos pacientes. Em locais onde
0 acesso a exames laboratoriais mais complexos é restrito, como na maior parte dos
paises onde a LV €& endémica, aspectos clinicos e propedéutica basica tém sido o
foco dos estudos de determinantes de gravidade.

As diferentes definicbes de melhora e cura devem ser levadas em
consideragao na analise dos fatores de risco para faléncia do tratamento. A OMS
propde cura inicial da LV como melhora ao fim do tratamento e cura definitiva como
auséncia de recidiva em seis meses, o que € corroborado pelo MS (World Health
Organization, 2010; Brasil, 2011b). Ainda de acordo com o MS, o controle
parasitologico é considerado dispensavel (Brasil, 2011b), mas estudos tém utilizado
a presenca de Leishmania em aspirados de MO e de baco para avaliar falha
terapéutica (Rijal et al., 2010; Kajaia et al., 2011).

Apesar de ainda ser a droga de escolha em muitos paises, inclusive no
Brasil, os antimoniais vém apresentando taxas crescentes de resisténcia, secundaria
a fatores relacionados a prépria medicacdo, ao parasito e também aos doentes
(Sundar et al., 2000). Estudo no Nepal identificou febre de duragéo superior a 12
semanas, proximidade de regides indianas com transmissao de L. (L.) donovani com
alta taxa de resisténcia, interrupcao do tratamento e administragdo da medicagéo em
atengao ambulatorial como fatores de risco para falha do esquema terapéutico com
estibogluconato de sdédio (Rijal et al.,, 2010). No Piaui, resposta insatisfatoria a
tratamento com Glucantime® foi observada mais frequentemente em pacientes
menores de 10 anos e naqueles com infecgdo bacteriana concomitante a LV (Santos
et al., 2002).

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular proporcionou
perspectivas novas no acompanhamento de pacientes com LV. Sugeriu-se que a
negativagcdo da PCR ao término do tratamento estaria associada a resposta
terapéutica adequada (Osman et al., 1998; Disch et al., 2004; Maurya et al., 2005;
Salam et al., 2010). Contudo, ha relatos de detecgdo persistente de material
genético do parasito em pacientes imunocompetentes clinicamente curados, apos
meses do término do tratamento (Cruz et al., 2006). No entanto, questiona-se a
possibilidade real de realizagdo deste tipo de exame em doentes com LV,
considerando-se o custo elevado e a complexidade de sua execugcdo como fatores
limitantes a sua oferta.

Em pacientes curados apdés administragdo de tratamento inicial com

antimonial, as chances de recidiva foram maiores naqueles menores de um ano,
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com diagndstico apdés mais de 90 dias de sintomas ou com anemia grave em estudo
na Geodrgia (Kajaia et al., 2011). Observou-se que esplenomegalia volumosa a alta
na primeira internagdo e tratamento com a associagdo de antimonial e paramomicina
por 17 dias, em detrimento a administracdo somente de antimonial por 30 dias,
estiveram associados a recidiva de LV no Sudao. A influéncia da terapéutica inicial
ainda precisa ser esclarecida, uma vez que a taxa de letalidade foi reduzida apos
introdugdo do esquema combinado (Gorski et al., 2010). Contudo, a duragao
prolongada da doenga, refletida na maioria destes fatores, provavelmente favorece o
reaparecimento do quadro apds cura inicial.

Na Africa, desnutricdo, anemia grave, vomitos, diarréia e extremos de idade
(criangas menores de dez anos e adultos maiores de 40 anos) foram associados a
obito (Seaman et al., 1996; Lyons et al., 2003; Collin et al., 2004; Mueller et al.,
2009). No Sudao, observou-se que densidade parasitaria alta em aspirado esplénico
também consistiu em risco para evolugao fatal de LV (Seaman et al., 1996). Na
Etidpia, a parcela dos doentes mais sujeita a obito foram aqueles coinfectados pelo
HIV (Lyons et al.,, 2003). Em estudo retrospectivo em Uganda, associou-se
coinfeccdo com tuberculose, hepatopatia manifestada por meio de ictericia e
presenca de antigenos do virus da hepatite B no sangue e efeitos adversos da
medicagcdo com maior risco de morte (Mueller et al., 2009).

No Piaui, foram relatados anemia grave, episodios de diarréia, febre de
longa duracéo (acima de 60 dias) e ictericia como fatores progndsticos para éxito
letal (Werneck et al., 2003). Em estudo posterior neste mesmo estado, associou-se
Obito a idade menor do que um ou maior do que 40 anos, vomitos, histéria de
sangramento, dispnéia, ictericia, edema, coinfeccdo pelo HIV, leucocitose,
neutropenia grave ou neutrofilia (Costa et al, 2010).

Em estudos pediatricos no Brasil, varias destas caracteristicas também
foram descritas mais frequentemente nos pacientes que evoluiram para obito.
Dentre elas, destacam-se idade inferior a um ano, desnutricdo, ictericia,
hemorragias, edema, infeccdo concomitante, dispnéia, plaquetopenia e neutropenia
grave (Rey et al., 2005; Sampaio et al., 2010).

Observa-se espectro amplo de apresentagdes clinicas e laboratoriais que
sugerem maior risco de evolugao fatal. Entretanto, a letalidade por LV persiste
elevada no Brasil, a despeito do conhecimento destas caracteristicas (Brasil, 2011b).
Deste modo, é necessaria a identificagdo de um conjunto de fatores de risco

sensiveis e, ao mesmo tempo, especificos, para que os pacientes mais graves
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sejam prontamente reconhecidos e as medidas de suporte necessarias sejam
tomadas em tempo oportuno. Devem-se considerar, ainda, diferengas regionais na
apresentacao e evolugao distinta da doenca entre as faixas etarias na formulagao

destes parametros.
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2 OBJETIVOS

33



2.1 Objetivo geral

Correlacionar parametros clinicos e laboratoriais e carga parasitaria em

sangue periférico com a evolugdo da LV em criangas.

2.20bjetivos especificos

o Descrever a apresentacdo e a evolucdo de parametros clinicos e
laboratoriais em criancas portadoras de LV.

o Aplicar a classificagdo de gravidade e o escore de predigdo para 6bito,
propostos pelo MS, em criangas portadoras de LV.

o Mensurar a carga parasitaria em sangue periférico de criangas
portadoras de LV antes, durante e apds tratamento especifico.

o Correlacionar a carga parasitaria em sangue periférico de criancas
portadoras de LV com parametros clinicos e laboratoriais da doenga, critérios de
gravidade, escores de predi¢do de 6bito e evolugao.

o Identificar fatores de risco para evolugao grave da LV em criangas.
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3 PACIENTES E METODOS
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3.1 Local do estudo

O estudo foi realizado no Hospital Infantil Jodo Paulo Il (HIJPIl) da Fundagéo
Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG), unidade publica do estado
exclusiva para atendimento pediatrico. Situado em BH, é considerado instituicdo de
ensino devido a oferta de estagios para grande numero de estudantes de graduagao
na area de saude e a existéncia de residéncias médicas em pediatria e em areas de
atuacgao pediatrica, que oferecem cerca de 23 novas vagas anualmente.

O HIJPII conta com 184 leitos para internacdo hospitalar, atendendo a
urgéncias e emergéncias clinicas. E referéncia para o estado de MG, com unidade
de internacdo de 45 leitos para pacientes com doencas infecciosas. Ha também
ambulatério de urgéncia especifico para quadros infecciosos, onde sdo atendidos,
em média, 90 pacientes por més e, destes, 50% sao hospitalizados. Entre 2007 e
2011, os numeros de internagdes de criangas com diagnostico confirmado de LV em
cada ano foram 53, 78, 64, 44 e 31, respectivamente (Aline Fonseca, Nucleo

Hospitalar de Epidemiologia, HIJPIl — comunicagéo pessoal).

3.2 Delineamento do estudo

Trata-se de estudo de coorte prospectivo que teve como populacdo alvo
criangas internadas por LV no Hospital Infantil Jodo Paulo Il (HIJPII) entre junho de
2010 e junho de 2011. As caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais € a
carga parasitaria observadas a admissao foram consideradas “fatores de exposigao”

e a evolugao grave ao longo da internacéo hospitalar foi avaliada como “desfecho”.

3.3 Critérios e definicdes

3.3.1 Casos suspeitos e confirmados

Foram considerados casos suspeitos de LV os pacientes provenientes de
area endémica com febre, associada a hepatomegalia ou esplenomegalia.
Definiram-se como casos confirmados de LV aqueles pacientes suspeitos de
LV, com um ou mais dos seguintes exames laboratoriais com resultado positivo:
36



o pesquisa direta de amastigotas no esfregago de MO;

° cultura de promastigotas a partir do aspirado de MO;

o amplificagdo da regido conservada do k-DNA de Leishmania de
aspirado da MO ou sangue periférico (reagcdo em cadeia de polimerase —
PCR);

o reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em sangue periférico com
titulo igual ou superior a 1:80;

o teste imunocromatografico de antigeno rk39 em sangue periférico.

3.3.2 Critérios de inclusédo e exclusao

No estudo, foram incluidas criangas de até 12 anos de idade, internadas no
HIJPII e que preencheram a definicdo de caso confirmado de LV.

Foram excluidos do estudo os pacientes com idade acima de 12 anos e que
haviam recebido algum tipo de medicagao especifica para LV (Glucantime® ou
anfotericina B desoxicolato ou anfotericina B lipossomal) antes da realizagdo da

primeira avaliagdo clinica.

3.3.3 Defini¢des clinicas e laboratoriais

O tempo de aparecimento de sintomas foi o intervalo, em dias, entre o relato
do primeiro sintoma, independentemente de qual fosse, e a avaliacio inicial.

Edema foi considerado como presenga deste sinal em no minimo um sitio e
edema generalizado como aquele presente em dois ou mais locais.

Taquidispneia foi observada quando a crianga apresentava frequéncia
respiratoria acima do limite para sua faixa etaria (Singh, Aneja, 2011) (Tabela 1) ou
qualquer sinal de esforgco respiratorio, como batimento de asas de nariz, tiragem

intercostal, tiragem subdiafragmatica e balancgo toraco-abdominal.
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Tabela 1 - Limites de normalidade de frequéncia respiratoria por faixa etaria

Faixa etéaria Limite de Frequéncia Respiratéria (incursées por minuto)
Menor de 2 meses 60
2 meses a 12 meses 50
1a4 anos 40
Maior de 4 anos 30

Sinal de ma perfusdo foi diagnosticado se observado tempo de reperfusao
periférica superior a dois segundos.

A medida do figado foi realizada a partir do rebordo costal direito (RCD), na
linha hemiclavicular direita, e a do bago a partir do rebordo costal esquerdo (RCE),
na linha hemiclavicular esquerda, sempre com o paciente em decubito dorsal.
Hepatomegalia foi considerada como figado palpavel além de dois centimetros do
RCD em criancas menores de dois anos e acima de um centimetro nas demais
faixas etarias. Esplenomegalia foi definida como baco palpavel além de um
centimetro do RCE em menores de um ano e com qualquer dimensao nas demais
idades (Martins, Carvalho, 2005).

Nas dimensdes utilizadas para definir hepatomegalia e esplenomegalia,
considerou-se a medida absoluta (ndo ajustada) do tamanho das visceras. Para
calculo das médias de tamanho de figado e bago e comparagdes entre estas, optou-
se por utilizar valor ajustado pela superficie corporal (SC) devido a variagdo muito
grande de peso e estatura das criangas incluidas no estudo, conforme ja descrito na
literatura (Costa et al., 2009). O ajuste foi realizado dividindo-se a medida da
viscera, em centimetros, pelo valor da SC do paciente. A SC do paciente foi
calculada a partir da férmula: SC= [(peso*4) +7] / (peso+90), com a medida do peso
em quilogramas (Wang et al., 1992).

Na avaliacao clinica realizada entre 10 e 15 dias apos inicio do tratamento
(T1), as criangas ndo foram pesadas. Para calculo da SC neste momento, utilizou-se
o valor obtido na avaliagao inicial.

Para caracterizar o estado nutricional dos pacientes, foi adaptado o critério
proposto pela OMS (World Health Organization, 1999; World Health Organization
and United Nations Children’s Fund, 2009). Naqueles menores de 60 meses,
diagnosticou-se desnutricdo grave se a relagdo peso altura estivesse abaixo de trés
desvios-padrao e desnutricho moderada caso esta medida estivesse entre menos
dois e trés desvios-padrao. Para as criangas com idade superior a cinco anos, foi

considerado desnutrido grave aquele com indice de massa corporal (IMC) menor do

38



que trés desvios-padrao e desnutrido moderado aquele com IMC entre menos dois e
trés desvios-padrao. Baixa estatura grave foi constatada nas criangas com relagao
estatura idade abaixo de trés desvios-padréo e baixa estatura moderada naquelas
com esta medida entre menos dois ou trés desvios-padrao.

Os valores de referéncia utilizados para analise dos exames laboratoriais
foram os fornecidos pelo laboratério do HIJPII, local onde eles foram realizados
(Anexo 1).

Para avaliagao da funcao renal, calculou-se o clearance de creatinina a partir
da férmula: altura*k/creatinina sérica, com medida da altura em centimetros, o k
equivalente a 0,55 (constante utilizada para criangas) e a creatinina sérica com valor
em mg/dL. Considerou-se como insuficiéncia renal valor de clearance de creatinina
inferior a 60 mL/min/1 ,73m2 (Vogt, Avner, 2007).

Dentre os fatores descritos para contraindicacdo de Glucantime® ou para
decisdo de troca de medicamento, gravidade clinica foi considerada presenca de
sinais de gravidade, conforme proposto pelo MS (Brasil, 2006b). Em alguns poucos
pacientes, a contraindicacao de Glucantime® como terapéutica inicial ou decisédo de
troca de medicacdo foram definidas unicamente por orientacdo da equipe
assistencial e, nestes casos, tais condutas foram também enquadradas na categoria
de gravidade clinica. Alteracdes em exames de funcdo hepatica foram entendidas
como valores de aminotransferases hepaticas superiores a cinco vezes o limite
superior da referéncia e alteracdes do eletrocardiograma foram consideradas como
anormalidades deste exame para a idade, especialmente prolongamento do
intervalo QT corrigido com valor superior a 0,45 segundos (Bernstein, 2007).

Como tratamento efetivo, foi considerado aquele administrado por ultimo
(apbs troca de medicagao), uma vez que somente este foi realizado de maneira
completa.

A resolucdo da febre foi definida como intervalo minimo de 24 horas sem
ocorréncia de picos febris, apds inicio de tratamento especifico para LV.

Os quadros de infeccdo bacteriana foram constatados a partir da definicéo
deste diagndstico pela equipe assistencial, com introdu¢do de tratamento com
antimicrobiano. Considerou-se infeccdo a admissdo o quadro diagnosticado até 72
horas apds a entrada do paciente no hospital e infecgdo hospitalar aquela detectada
apos este periodo.

Neutropenia febril foi definida como introducdo de antibiético de amplo

espectro na presenca de febre e contagem de neutréfilos inferior a 500 cél/mm?® ou,
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em alguns casos, mesmo com neutropenia menos grave, mas associada a
acometimento mais intenso do estado geral do paciente, ainda que na auséncia de
comprovagao microbiolégica. Pneumonia foi diagnosticada em criangas com febre,
sinais e sintomas respiratérios, em especial tosse e taquidispneia, e com radiografia
de térax com imagem sugestiva de alteracdo de etiologia bacteriana, nas quais foi
administrado antimicrobiano. A infeccdo do trato urinario (ITU) foi observada nos
casos com febre e urocultura positiva (crescimento acima de 10° unidades
formadoras de colonia/mL) em que tratamento com antibidtico foi instituido. As
infeccbes nos demais sitios — vias aéreas superiores (IVAS), infeccao de pele e
flebite — foram definidas com base em dados clinicos sugestivos, diante de
tratamento antimicrobiano efetivo.

Sangramento digestivo foi caracterizado em casos de hematémese, melena
ou enterorragia. Sangramento respiratorio foi definido em casos de hemoptise.
Gengivorragia e epistaxe nao foram considerados como sangramentos digestivos e
respiratorios, respectivamente, sendo classificadas a parte. Sangramento de trato
urinério foi diagnosticado a partir da presenga de mais de dez hemacias por campo
em analise de sedimento urinario. Petéquias e equimoses foram também
denominadas de sangramentos cutaneos.

Melhora clinica ao final do acompanhamento foi definida como resolugao de

febre, melhora do estado geral e reducao de visceromegalias.

3.3.4 Critérios de gravidade e escores preditores de Obito

A classificagdo de gravidade proposta pelo MS em seu manual de 2006
(denominada neste estudo de MS-2006) foi aplicada aos pacientes incluidos no
estudo, considerando o quadro clinico da admissdo. Como pacientes graves, foram
classificados os lactentes com idade inferior a seis meses, os desnutridos graves, 0s
pacientes ictéricos, os com edema generalizado e aqueles com fendmenos
hemorragicos exceto epistaxe. (Brasil, 2006b).

O escore preditor de 6bito, presente no Manual do MS publicado em 2011
(denominado neste estudo de MS-2011), também foi utilizado para caracterizagéo
da coorte estudada. O escore propde pontuagao diferenciada para maiores e
menores de dois anos. Ha, ainda, um modelo clinico e outro clinico e laboratorial

para cada faixa etaria, visando classificagdo de todos os pacientes, mesmo na
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auséncia de propedéutica laboratorial. Todo paciente que atingir quatro pontos ou
mais no modelo clinico ou seis pontos ou mais no modelo clinico e laboratorial

apresenta risco aumentado de evoluir para obito (Tabelas 2 e 3) (Brasil, 2011b).

Tabela 2 - Escore preditor de ébito proposto pelo MS (MS-2011) para pessoas com
idade acima de dois anos

Variavel Peso no modelo Peso no modelo clinico e
clinico laboratorial

Idade
2 — 20 anos - -
20 — 40 anos
> 40 anos
Sangramento
1 - 2 sitios
3 — 4 sitios
5 — 6 sitios
Aids
Edema
Ictericia
Dispnéia
Infeccao bacteriana
Leucdcitos < 1.500/mm?
Plaquetas < 50.000/ mm?®
Insuficiéncia renal
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Tabela 3 - Escore preditor de 6bito proposto pelo MS (MS-2011) para lactentes com
idade menor de dois anos

Variavel Peso no modelo Peso no modelo clinico e
clinico laboratorial

Idade

< 12 meses 1 1

> 12 meses
Sangramento

1 - 2 sitios 1 1

3 — 4 sitios 2 2

5 — 6 sitios 4 4
Edema 1 2
Ictericia 1 -
Dispnéia 1 1
AST ou ALT > 100 UI/L - 3
Pontuacdo maxima 8 11

Priorizou-se a aplicacado dos modelos clinicos e laboratoriais para as duas
faixas etarias, sendo empregado o modelo clinico somente quando os exames
utilizados como critérios nao haviam sido realizados a admissao hospitalar.

Outro escore preditor de evolucdo fatal aplicado nas criangas do estudo foi o

proposto por Sampaio et al., direcionado especificamente para menores de 15 anos
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(Tabela 4). Considerou-se como risco para ébito a pontuagao igual ou superior a trés

pontos (Sampaio et al., 2010).

Tabela 4 - Escore preditor de 6bito proposto por Sampaio et al. para criancas
menores de 15 anos

Variavel Pontuacéo

Dispnéia

Infeccdo associada
Neutréfilos < 500/mm?®
Ictericia

Sangramento de mucosa
Plaquetas < 50.000/ mm?®

AWMNDN_ A

3.3.5 Definic&o de evolugéo grave

Foi considerado paciente com evolugcéo grave todo aquele que exigiu, no
minimo, uma das seguintes intervencdes: internacdo em unidade de terapia
intensiva (UTI), administracdo de aminas vasoativas, ventilagdo mecénica (VM) ou
transfusdo de algum tipo de hemoderivado (concentrado de hemacias, plaguetas ou
plasma fresco concentrado).

Diante da conduta do servico de nao estabelecer valores pré-definidos
indicativos de hemotransfusdo, entendeu-se que apenas pacientes mais graves
necessitariam desta medida e, por isso, incluiu-se esta intervencao na definicdo de

evolucdo grave.

3.3.6 Fatores de risco para evolugéo grave

Foram avaliadas, como fatores de risco para evolugéo grave, caracteristicas
demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes, além da carga parasitaria.

Para as variaveis continuas que ja haviam sido descritas como fatores
associados a maior risco de oObito no ultimo manual do MS (Brasil, 2011b) e na
literatura (Sampaio et al., 2010), utilizaram-se como pontos de corte os valores
empregados nestas publicagdes. Com relagdo a dimensao do figado e do baco,
tamanho superior a 10 centimetros, com medida ajustada pela SC, foi considerado

como ponto de corte.

42



Quando mensurada por métodos de biologia molecular, a carga parasitaria
em sangue periférico ndo possui limites claros sobre valores definidos como altos ou
baixos, devendo-se considerar, ainda, as variagbes de alvos génicos e métodos de
normalizagdo empregados nos diferentes estudos. Deste modo, optou-se por definir
dois pontos de corte - carga maior ou igual a trés logio +1 € carga maior ou igual a
quatro logqo +1 - para avaliar o numero de coépias de SSU rRNA como fator de risco

para evolugao grave.

3.4 Propedéutica e tratamento especifico

A admissdo no HIJPII, os pacientes suspeitos de LV foram submetidos &
coleta de sangue periférico para realizacdo de RIFI e testes imunocromatograficos
(Kalazar Detect® e Diamed-IT Leish®). O teste Kalazar Detect®, fornecido ao hospital
pela prefeitura de BH desde maio de 2010, é empregado na rotina da investigagao
de doencga. A utilizagao do teste Diamed-IT Leish® foi realizada no presente estudo.

Apos um resultado de teste rapido positivo e/ou resultado da RIFI positivo
em titulo igual ou superior a 1:80, era iniciada medicagcdo especifica para LV,
conforme orientado pela equipe médica assistente, nas doses preconizadas pelo
MS, ou de acordo com randomizagédo do Projeto LV Brasil (Brasil, 2006b; Brasil,
2011b).

Quando os testes de pesquisa de anticorpos especificos foram negativos,
ou, em alguns casos, quando apresentaram resultados discordantes, procedeu-se a
coleta de aspirado de MO para pesquisa direta de amastigotas ou a coleta de
sangue periférico para realizacdo de PCR convencional.

Para aqueles pacientes que apresentaram amastigotas visualizados ao
exame direto do aspirado de MO ou detecgdo de material genético do parasito em
sangue periférico também foi iniciado tratamento especifico para LV, conforme
orientado pela equipe médica assistente ou de acordo com randomizagao do Projeto
LV Brasil.

3.5 Projeto de pesquisa LV Brasil

43



Desde marco de 2011, o HIJPII participa do estudo multicéntrico LV Brasil,
cujo objetivo é avaliar a eficacia e a seguranga da farmacoterapia para LV, utilizada
como monoterapia ou em esquema de combinacdo. Sao critérios de inclusao: idade
maior do que seis meses e menor do que 50 anos, caso confirmado de LV e
concordancia com participacado voluntaria na pesquisa. Sao definidos como critérios
de excluséo: gravidez, infeccdo pelo HIV, doencas cronicas ou agudas que interfiram
na evolucdo do quadro, comorbidades que levem a disfuncdo imune, uso de
medicagcdes que interfram na resposta terapéutica ou causem interacdes
medicamentosas prejudiciais, dependéncia quimica, hipersensibilidade a farmacos
em teste, condigbes que impecam acompanhamento adequado, recidiva de LV,
encefalopatia hepatica, edema generalizado, toxemia, desnutricdo grave, ictericia,
creatinina acima do valor de referéncia para a idade, razdo normalizada
internacional (RNI) menor do que dois, bilirrubina acima do limite superior da
normalidade e plaquetas menores do que 20.000/mm>.

A propedéutica realizada neste estudo € mais ampla do que a proposta pela
rotina do hospital para casos suspeitos de LV, incluindo, além do teste rapido
Kalazar Detect®, a pesquisa direta de parasitos em aspirado de MO, cultura de
promastigotas neste material e realizagdo de PCR em sangue periférico e em
amostra de MO em todos os pacientes.

O tratamento a ser administrado nos pacientes incluidos no estudo é
definido por randomizacgao. As quatro possibilidades de esquemas terapéuticos sao:
20 dias de Glucantime® por via endovenosa (20mg/kg/dia), 14 dias de anfotericina B
desoxicolato (1mg/kg/dia), sete dias de anfotericina B lipossomal (3mg/kg/dia) ou
combinagdo de um dia de anfotericina B lipossomal (10mg/kg/dia) e dez dias de
Glucantime® (20mg/kg/dia).

Algumas das criangas incluidas no presente estudo também participaram do
projeto LV Brasil, sendo, deste modo, submetidas a propedéutica e ao tratamento

conforme as orientagdes deste ultimo.

3.6 Acompanhamento clinico, exames laboratoriais e coleta de amostras para

quantificacdo da carga parasitaria

No momento da inclusdo (chamado TO0), sempre antes do inicio de

tratamento especifico para LV, os pacientes foram submetidos a avaliagdo clinica
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minuciosa — incluindo anamnese e exame fisico — e iniciou-se o preenchimento da
ficha de acompanhamento clinica e laboratorial.

Avaliagbes clinicas foram repetidas entre 10 e 15 dias (T1) e novamente
entre 40 e 60 dias (T2) apds o inicio do tratamento. Nos casos em que o paciente ja
havia recebido alta em algum destes dois momentos, foi realizado contato telefénico
e agendada consulta no ambulatério de urgéncia em doencas infecciosas do HIJPII.
Os exames clinicos foram realizados, em sua grande maioria, pelo mesmo
profissional médico responsavel pela pesquisa.

Os exames laboratoriais — hemograma, atividade de protrombina,
aminotransferases oxalacética (AST) e piravica (ALT), bilirrubina total e albumina e
globulina séricas — foram solicitados a critério da equipe médica assistente e
realizados por meio das técnicas padronizadas (Anexo 1). Foram anotados, na ficha
de acompanhamento clinica e laboratorial, os resultados dos exames realizados a
admisséao hospitalar, apés uma semana de internagdo e os com a data mais préxima
da alta, sempre precedente a esta. Para analises e comparagdes, contudo,
consideraram-se apenas 0s exames da admissao e alta hospitalares.

Na mesma ficha, foram relatados, além das informacdes sobre as avaliacbes
clinicas e exames laboratoriais, dados sobre o tratamento para LV, tratamentos
complementares e complicagbes observadas durante a evolugdo do paciente. Os
prontuarios médicos foram pesquisados de modo a complementar as informacgdes
obtidas.

Foram obtidas amostras de sangue periférico dos pacientes para
quantificacdo de DNA de Leishmania nos mesmos trés momentos em que foram
realizadas as avaliagbes clinicas: a inclusdo do paciente no estudo (T0O), entre 10 e
15 dias (T1) e entre 40 e 60 dias (T2) apds inicio do tratamento especifico. Em cada
tempo, foram coletados quatro mL sangue periférico de cada crianga em tubo

contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA), por meio de técnica adequada.

3.7 Calculo da amostra

Foram avaliados os casos suspeitos de LV hospitalizados de junho de 2010
a junho de 2011 no HIJPII e incluidos todos os pacientes que preencheram os

critérios previamente determinados.

45



3.8 Andlises estatisticas

As informagdes coletadas nas fichas clinicas foram inseridas, através do
programa Teleform® (Autonomy Cardiff - San Diego, CA, USA), em banco de dados
no programa SPSS® 14.0 (IBM Corporation - New York, NY, USA). Este programa
também foi utilizado, juntamente com o GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad Software -
San Diego, CA, USA), para realizagao das analises estatisticas.

As variaveis continuas foram descritas como propor¢cbes, médias e
medianas e suas dispersdes foram apresentadas através de desvios-padrao e
intervalos dos valores maximos e minimos. A distribuicdo normal foi verificada
individualmente por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para as variaveis com
distribuicdo normal, utilizou-se o teste t de Student para comparacao de médias das
amostras independentes e também das pareadas. Para os dados nao paramétricos,
foi utilizado o teste de Wilcoxon para analise de duas amostras pareadas, o teste de
Mann-Whitney para a de duas amostras independentes e o teste de Kruskal-Wallis
para mais de duas amostras independentes. A correlacdo de Spearman foi
empregada para testar a concordancia entre as variaveis continuas de distribuicéo
nao parameétrica.

As variaveis categoricas e dicotbmicas foram descritas quanto as suas
frequéncias relativas. Para analise, utilizou-se o teste do qui-quadrado e, quando
uma ou mais caselas apresentavam valor esperado inferior a cinco, empregou-se 0
teste exato de Fisher.

O teste de Mantel-Cox foi utilizado para se avaliar o clareamento da carga
parasitaria nos diferentes tratamentos para LV.

Calculou-se o risco relativo (RR) e intervalo de confiangca de 95% (IC95%)
como medida da magnitude do efeito de variaveis categéricas ou dicotbmicas sobre
o desfecho (evolugao grave).

Variaveis com perda de informagdo acima de 50% foram excluidas das

analises. O nivel de significancia empregado foi de 5% em todas as analises.
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3.9 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR), da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) — protocolo n° 11/2010 — e no Comité de Etica em Pesquisa da FHEMIG
— parecer n° 027/010. Todos os pais ou guardides das criangas assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE — Anexo 3), cientes de que n&o

receberiam beneficios diretos para participacdo no estudo.

3.10 Técnicas laboratoriais

A RIFI foi realizada pela Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED), Laboratorio
Central (LACEN) do estado de MG, de acordo com as normas do SISLAB, com kit
de imunofluorescéncia produzido por Biomanguinhos, FIOCRUZ. Foram
considerados positivos os soros que apresentaram fluorescéncia a partir da diluicao
1:80, inconclusivos os com resultado 1:40 e negativos os demais.

Os testes rapidos Kalazar Detect® foram realizados por bioquimicos e
médicos treinados, no laboratério do HIJPII, segundo as instrugdes do fabricante.

A pesquisa direta de amastigotas no esfregago de MO corado com Giemsa
foi realizada por equipe do préprio hospital, composta de hematologistas pediatricos
experientes. A amostra de aspirado de MO foi semeada em meio cultura Novy-
MacNeal-Nicolle (NNN) e encaminhada para Centro de Referéncia de
Leishmanioses do CPqRR, vinculado ao Laboratério de Pesquisas Clinicas (LPC). A
pesquisa de formas promastigotas de Leishmania foi realizada a cada sete dias em
l&amina — laminula em microscépio 6tico.

Para as PCR convencionais em sangue periférico e MO, as amostras foram
também encaminhadas ao LPC, onde se empregou como alvo a regido conservada
do kDNA (Degrave et al., 1994).

3.10.1 Teste imunocromatografico DiaMed-IT Leish®
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A despeito da possibilidade de emprego de sangue total, utilizaram-se
amostras de soros, mais facilmente disponiveis no ambiente hospitalar, para
realizagcédo do teste DiaMed-IT Leish®. Foram seguidas as instrugdes do fabricante.
Inicialmente, pingou-se uma gota de tamp&o no primeiro pogo e aguardou-se um
minuto; em seguida, foram colocadas quatro gotas de tamp&o no segundo pocgo e
aguardou-se mais um minuto. Foram dispensados 10 uL de soro no primeiro pogo,
homogeneizando-o com tampdo. Apés um minuto, colocou-se a tira dentro do
primeiro po¢o e, apos dez minutos, esta foi passada para o segundo poco.
Aguardaram-se mais dez minutos para realizagdo da leitura do teste. Ele foi
considerado positivo caso fossem percebidas duas bandas na tira e negativo se
somente a banda controle estivesse corada. O exame foi definido como invalido nos

casos em que a banda controle ndo estava visivel.

3.10.2 Extracdo de DNA para qPCR

O DNA total das amostras dos pacientes foi extraido utilizando o kit QlAamp
DNA Mini® (Qiagen) seguindo protocolo do fabricante para extracdo de sangue total.
Acrescentou-se o0 volume de Buffer AL, proteinase K e etanol (96-100%)
proporcional para 200 uL de amostra. Para a elui¢cao final, utilizaram-se 200 uL de
Buffer AE. Os devidos cuidados foram considerados para nao haver contaminagao
entre as amostras. Apds a extracao total do DNA, determinou-se sua concentragao
utilizando o aparelho Qubit® Fluorometer (Invitrogen Life Techhnologys), usando o
Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen Life Techhnologys).

3.10.3 Fragmento alvo e iniciadores para qPCR

O gene de SSU rRNA, conservado em todas as espécies de Leishmania, foi
escolhido como alvo. Ele apresenta aproximadamente 160 cépias no genoma do
parasito, o que confere sensibilidade e estabilidade quantitativa em potencial para o

ensaio (van Eys et al.,1992).
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Os iniciadores senso LEISH.U1 (5°- AAGTGCTTTCCCATCGCAACT - 3') e
o antisenso Leish.P1 ( 5- GACGCACTAAACCCCTCCAA - 3°), que geram um
fragmento de 67 pares de bases (pb) do SSU rRNA, foram utilizados conjuntamente
com uma sonda TagMan, LEISH.P1 (FAM 5- CGGTTCGGTGTGTGGCGCC -3°
TAMRA) (Wortmann et al., 2001), por conferirem sensibilidade e especificidade ao

ensaio.

3.10.4 Construcao da curva padréo para q PCR

O ensaio molecular em tempo real foi do tipo quantitativo, necessitando,
portanto, de uma curva padrao construida com quantidades conhecidas de copias do
fragmento do genoma de Leishmania a ser amplificado. Essa curva foi elaborada a
partir de plasmideos contendo o fragmento de interesse clonado. Dessa maneira, os
produtos de PCR do SSU rRNA foram clonados no vetor pCR 4-TOPO (Invitrogen
Life Techhnologys) seguindo instrugdes do fabricante. A linhagem TOP10 da bactéria
Escherichia coli foi submetida a ensaio de competéncia, por meio de choque térmico,
a fim de torna-la apta ao recebimento do vetor contendo o inserto. Apos essa etapa,
as colbénias de bactérias foram avaliadas em PCR convencional com os iniciadores ja
mencionados para verificar a presenga do fragmento de interesse, o qual foi
submetido ao sequenciamento. Apds essa confirmacéao, as bactérias foram crescidas
por 12 horas a 37°C em meio Luria-Bertani suplementado com ampicilina. Os
plasmideos foram extraidos seguindo protocolo de extragdo plasmidial (Kit Wizard
Plus SV Minipreps DNA Purification System, PROMEGA) e, posteriormente, foram
submetidos a reagao de restricdo enzimatica para linearizagado. A concentragcéo dos
plasmideos lineares foi dosada apds purificagédo (Kit Healthcare lllustra Microspin G-
25, GE) estando, dessa maneira, apropriados a serem utilizados na curva padrao da
gPCR.

3.10.5 Reagéo da gPCR

A gPCR em tempo real foi utilizada para detectar a presengca do DNA do

parasito e para determinar sua quantidade em amostras clinicas. O DNA extraido
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das amostras de sangue foi submetido a amplificagdo e quantificagdo das copias do
fragmento de 67pb do SSU rRNA de Leishmania.

As reagdes foram preparadas utilizando os iniciadores descritos e o sistema
de detecgdo TagMan® (Applied Biosystems) para as amostras. Todas as amostras
foram avaliadas em duplicata. As curvas padroes foram utilizadas em cada
experimento com quantidades conhecidas (diluicbes seriadas em base decimal) e
em triplicata dos plasmideos pCR- 4 TOPO (Invitrogen Life Techhnologys) com o
gene de interesse clonado. O volume final destas reagdes foi 20 uL, incluindo trés L
de DNA, 10 yL de TagMan® Universal PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems), 0.3
MM de cada primer e 0.25 uM de sonda.

O programa de amplificagédo foi realizado nas seguintes etapas: 50 °C por
dois minutos para ativagado da uracil-DNA glicosilase (UNG), 95°C por 10 minutos,
seguido de 40 ciclos de 95°C por 30 segundos para desnaturagcéo e 60°C por um
minuto para anelamento. As analises seguiram padrdes do equipamento StepOne
Plus (Applied Biosystems).

Como controle do procedimento de extracdo, de amplificacdo e para
normalizagdo do ensaio de gPCR para o gene SSU rRNA de Leishmania spp., um
ensaio de gPCR foi usado para o gene humano da B-actina, utilizando os iniciadores
Aco1 e Aco2 (118), que geram um fragmento de 120pb. O sistema de detecgao
utilizado nesse caso foi o SYBR Green (Applied Biosystems). Todas as amostras
foram avaliadas em duplicata. As curvas padroes foram utilizadas em cada
experimento com quantidades conhecidas (diluicbes seriadas em base decimal) e
em triplicata dos plasmideos pCR- 4 TOPO (Invitrogen Life Techhnologys) com o
gene de interesse clonado. A mistura desta reagdo era composta por 12.5 uL de
Syber® Green PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems), 0.1 uM de cada primer and
trés pl de DNA, para um volume final de 25 uL. O programa de amplificagao foi
realizado nas seguintes etapas: 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C
por 30 segundos para desnaturagédo e 60°C por 1 minuto para anelamento. A analise
de dissociacéo foi realizada apds o programa de ciclagem em todos os experimentos
e seguiu padrao especifico do equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems).

A carga parasitaria foi expressa pela carga de DNA de Leishmania (numero
de copias de fragmentos de SSU rRNA) normalizada em relagcdo ao gene de
referéncia da -actina, seguindo instrugbes de Overbergh et al. (1999). Para calcular

o fator de correcdo da [-actina utilizado na normalizagdo, dividiu-se o valor de
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numeros de copias da B-actina de cada amostra pelo valor mais alto de numero de

copias obtidos nos experimentos.
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4 RESULTADOS
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4.1 Caracteristicas clinicas e laboratoriais na primeira avaliagéo

Entre junho de 2010 e junho de 2011, foram internadas 53 criangas com
diagnostico confirmado de LV, numero discretamente inferior ao dos anos de 2008 e
2009. Quatro iniciaram tratamento especifico antes da avaliagdo pela equipe do
estudo e familiares de uma optaram por ndo assinar o TCLE. Deste modo, foram
incluidos 48 pacientes.

A idade variou de trés meses a nove anos, com média de 39,7 meses; 20
(41,7%) e 37 criangas (77,1%) eram menores de dois e cinco anos,
respectivamente. Vinte e cinco individuos (52,1%) eram do sexo masculino.

Dezessete pacientes (35,4%) pacientes residiam na cidade de BH e 23
(47,9%) procediam da regidao metropolitana de BH. Os demais moravam no interior
do estado de MG (oito pacientes - 16,7%).

O tempo médio de aparecimento de sintomas antes da internagao foi de 26
dias, variando de quatro a 180 dias. Metade das criancgas foi internada até 15 dias
apoés inicio do quadro. Nao foi observada diferenca no tempo de sintomas de
pacientes provenientes de BH, de sua regido metropolitana ou daqueles
procedentes do interior do estado (teste de Kruskal Wallis — p=0,89).

A admissao hospitalar (antes do inicio do tratamento - T0), os sintomas mais
relatados pelos responsaveis foram palidez (87,5%), distensdo abdominal (81,2%) e
prostracao (81,2%), além de febre (100%), que foi critério de inclusdo no estudo. O
sinal detectado em maior numero de pacientes foi palidez (100%). Hepatomegalia
estava presente em 46 pacientes (95,8%) e esplenomegalia em 47 (97,9%). A

freqUéncia dos sintomas e sinais esta apresentada na Tabela 5.

53



Tabela 5 - Sintomas e sinais observados em TO (antes do inicio do tratamento) de
48 pacientes internados por LV no HIJPII, de junho de 2010 a junho de 2011

Sintomas N (%) Sinais N (%)
Febre* 48 (100) Palidez 48 (100)
Palidez 42 (87,5) Esplenomegalia 47 (97,9)
Prostracao 39 (81,2) Hepatomegalia 46 (95,8)
Distensdao Abdominal 39 (81,2) Prostracao 27 (56,2)
Hiporexia 32 (66,7) Edema 11 (22,9)
Perda de peso 27 (56,2) Petéquia/equimose 3 (6,3)
Vémito 26 (54,2) Taquidispneia 3 (6,3)
Dor Abdominal 23 (47,9) Ictericia 2(4,2)
Diarréia 14 (29,2) Sinal de ma perfusao 0(0,0)
Edema 11 (22,9)

Epistaxe 7 (14,6)

Petéquia/equimose 5(10,4)

Gengivorragia 1(2,1)

Sangramento digestivo 1(2,1)

Sangramento respiratério 1(2,1)

*Critério de inclusdo

Ao exame fisico a admissao hospitalar, as medidas de figado ajustadas pela
SC variaram de 2,7 a 21,9 cm, com média de 7,7 cm e desvio padrédo (DP) de 3,5
cm. A média da dimensao do bacgo ajustada pela SC foi de 12,7 cm, com DP de 5,0
cm e valores entre 2,8 e 26,1 cm.

Trés pacientes (6,3%) apresentaram quadro de desnutricdo — dois (4,2%)
com moderada e um (2,1%) com grave. Duas destas trés criangas nao apresentaram
baixa estatura significativa, sugerindo quadro de desnutrigho aguda e uma
apresentou baixa estatura moderada, indicativa de déficit de crescimento crénico.
Outros trés pacientes (6,3%) apresentaram quadro de baixa estatura sem
comprometimento significativo da relacdo peso altura ou do IMC, perfil também
compativel com quadro de desnutricdo cronica.

Nenhum paciente era infectado pelo HIV ou estava em uso de drogas
imunossupressoras.

Observou-se que o0s pacientes apresentaram valores meédios de
hemoglobina, plaquetas, leucdcitos totais, neutréfilos e albumina abaixo dos valores
de referéncia. Por outro lado, as aminotransferases (AST e ALT) encontravam-se
acima dos valores de referéncia (Anexo 1). Os niveis de bilirrubina total e de
atividade de protrombina tiveram média proxima dos valores de referéncia. As
médias, desvios-padrdo, valores minimos e maximos de exames hematoldgicos e

bioquimicos dos pacientes a admissao estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6 - Exames hematoldgicos e bioquimicos a admissao hospitalar de pacientes
internados por LV no HIJPII, de junho de 2010 a junho de 2011

Exame Laboratorial N (%) Média (xDP) Minimo Maximo
Hemoglobina (mg/mm?) 48 (100) 7,5 (x1,5) 4,3 10,1
Hematdcrito (%) 48 (100) 22,9 (¢4,2) 13,4 32,5
Plaquetas (unid/mm?) 48 (100) 99.270 (+45.478) 17.000 202.000
Leucdcitos (cél/mm?®) 48 (100) 3.785 (£1.736) 1.200 9.300
Neutréfilos (cél/mm?®) 48 (100) 1.354 (£971) 231 5508
Atividade de protrombina (%) 41 (85,4) 65,6 (£17,0) 8 100
AST (UI/L) 44 (91,7) 168 (£313) 18 1.496
ALT (UI/L) 44 (91,7) 78 (£130) 18 783
Bilirrubina total (mg/dL) 40 (83,3) 0,9 (£2,2) 0,1 14,0
Albumina (g/dL) 44 (91,7) 2,4 (£0,6) 0,8 3,6
Globulina (g/dL) 44 (91,7) 4,3 (x1,1) 24 7,6

Os valores de hemoglobina, plaquetas, leucdcitos, neutrofilos, atividade de

protrombina, aminotransferases, bilirrubina total e albumina a admissdo foram
categorizados em variaveis dicotdmicas, tendo como pontos de corte valores
descritos na literatura para casos de LV (Sampaio et al.,, 2010; Brasil, 2011b)

(Tabela 7).

Tabela 7 - Frequéncia de alteracbes laboratoriais a admissdo hospitalar dos

pacientes internados por LV no HIJPII, de junho de 2010 a junho de 2011

Exame laboratorial N (%) Alterado (% do N)
Hemoglobina < 5 mg/mm?® 48 (100) 4 (8,3)
Hemoglobina < 7 mg/mm?® 48 (100) 18 (37,5)
Plaquetas < 50.000 unid/mm?® 48 (100) 9(18,8)
Leucdcitos < 1.500 cél/mm? 48 (100) 3(6,3)
Neutréfilos < 500 cél/mm?® 48 (100) 5(10,4)
Atividade de protrombina < 70% 41 (85,4) 26 (63,4)
AST =100 UI/L 44 (91,7) 14 (31,8)
ALT =100 UI/L 44 (91,7) 5(11,4)
Bilirrubina total = 1,0 mg/dL 40 (83,3) 5(12,5)
Albumina < 2,5 g/dL 44 (91,7) 22 (50,0)
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O nivel sérico de creatinina foi avaliado em 43 pacientes (89,6%). Verificou-
se que dois pacientes (4,6%) apresentaram insuficiéncia renal antes da

administragao de droga especifica para leishmaniose.

4.2 Diagnéstico laboratorial

Todos os pacientes da casuistica tiveram o diagndstico de LV corroborado
por meio de exame laboratorial, com intervalo médio de 1,2 dias e maximo de cinco
dias entre a hospitalizacéo e a confirmacgao diagndstica laboratorial.

A RIFI e os dois testes rapidos - Kalazar Detect® e Diamed-IT Leish®- foram
realizados em todos os 48 pacientes, sendo positivos em 32 (66,7%), 41 (85,4%) e
48 (100%) criangas, respectivamente. Dez amostras (20,8%) foram inconclusivas na
RIFI (titulo de 1:40).

Dentre os 37 pacientes que nao participaram do estudo LV Brasil, apenas
dois (5,4%) realizaram pesquisa direta de Leishmania em aspirado de MO, com
resultado positivo em ambos. Outras duas criangas (5,4%) tiveram o DNA do
parasito detectado por meio de PCR convencional em amostra de sangue periférico.
Nao foi realizada mielocultura ou PCR em amostra de MO de nenhum destes
pacientes.

Os 11 pacientes incluidos no estudo LV Brasil foram submetidos a
propedéutica mais extensa, com realizacao de pesquisa direta em aspirado de MO,
PCR em sangue periférico e em MO e mielocultura. Ressaltam-se a baixa
positividade deste ultimo método (18,2%) e os resultados da PCR que foram
positivos em todos os pacientes, tanto em amostras de sangue periférico quanto nas
de MO. A tabela 8 mostra a positividade dos exames diagndsticos para LV em

pacientes ndo incluidos e incluidos no estudo LV Brasil.
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Tabela 8 - Positividade dos métodos diagnésticos para LV em 48 pacientes
internados no HIJPII ndo incluidos e incluidos no estudo LV Brasil, de junho de 2010
a junho de 2011

Pacientes ndo incluidos (n = 37) Pacientes incluidos (n = 11)

Método Positivos/ Positividade Positivos/ Positividade

total realizado (%) total realizado (%)
RIFI 24/37 64,9 8/11 72,7
Kalazar Detect® 32/37 86,5 9/11 81,8
Diamed-IT 37/37 100 11/11 100
Leish®
Pesquisa direta - 2/2 100 9/11 81,8
MO
PCR -sangue 2/2 100 11/11 100
periférico
PCR - MO - - 11/11 100
Mielocultura = = 2/11 18,2

4.3 Tratamento especifico

O tratamento especifico foi iniciado em todos os 48 pacientes assim que
confirmado laboratorialmente o diagnostico de LV.

Nas 37 criangcas nao incluidas no estudo LV Brasil, a primeira medicagao
administrada e eventuais trocas desta foram orientadas pela equipe médica
assistente, de acordo com manuais do MS e indicagcdo clinica. Vinte e quatro
criangas (64,9%) iniciaram o tratamento com Glucantime®, 12 (32,4%) com
anfotericina B desoxicolato e uma (2,7%) com anfotericina B lipossomal. As
contraindicacbes a administracdo de Glucantime® como terapéutica inicial foram
gravidade clinica (seis casos), alteracbes em exames de fungcdo hepatica (trés
casos), idade inferior a seis meses (dois casos), alteragdes ao eletrocardiograma
inicial (um caso) e insuficiéncia renal (um caso). Este ultimo paciente foi o unico a
receber anfotericina B lipossomal como primeiro tratamento; nos demais, foi
administrada anfotericina B desoxicolato.

Em seis (16,2%) dos 37 pacientes, foi necessaria troca da medicagao
inicialmente administrada. Em quatro (10,8%), apds administragdo por tempo médio
de 3,2 dias, o Glucantime® foi trocado por anfotericina B desoxicolato devido a
gravidade clinica. Para duas criangas (5,4%) que receberam anfotericina B
desoxicolato por tempo médio de 6,0 dias como medicacido inicial foi indicado

tratamento sequencial com anfotericina B lipossomal — uma devido a piora das
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escorias renais e outra por decisao da equipe assistente (lactente com cinco meses
de idade).

Os 11 pacientes incluidos no estudo LV Brasil tiveram seus esquemas
terapéuticos selecionados a partir de randomizag¢do. Dois (18,2%) foram tratados
com Glucantime® por via endovenosa durante 20 dias, trés (27,3%) receberam
anfotericina B desoxicolato por 14 dias, um (9,1%) recebeu anfotericina B lipossomal
por sete dias e para cinco pacientes foi administrado esquema combinado de dose
unica de anfotericina B lipossomal no primeiro dia, seguido de 10 dias de
Glucantime® endovenoso. Nenhum destes necessitou de troca do esquema
terapéutico.

Considerando-se todos os 48 pacientes do estudo, no tratamento final e
efetivo foi empregado Glucantime® em 22 (45,8%), anfotericina B desoxicolato em
17 (35,5%), anfotericina B lipossomal em quatro (8,3%) e combinagcédo de
anfotericina B lipossomal e glucantime em cinco criangas (10,4%). A duragao média
foi de 28,2 dias, 19,7 dias, 6,5 dias e 11,0 dias para os tratamentos com
Glucantime®, anfotericina B desoxicolato, anfotericina B liposssomal e combinacao

de anfotericina B lipossomal e Glucantime®, respectivamente.

4.4 Caracteristicas clinicas na segunda e terceira avaliacdes

A resolugdo da febre ocorreu, em meédia, no terceiro dia apds inicio de
tratamento especifico, variando de um a 10 dias.

A avaliagao clinica entre o0 10° e 0 15° dias apds inicio de tratamento (T1) foi
realizada em 46 (95,8%) dos 48 pacientes. Dois pacientes ja haviam recebido alta
hospitalar e ndo retornaram para a avaliagao.

Em T1, constatou-se menor frequéncia de prostracdo, edema e petéquias ou
equimoses do que em T0. Houve reducao do percentual de pacientes com palidez,
mas este ainda permaneceu alto em T1. Os dois pacientes que estavam ictéricos em
TO também apresentaram este sinal em T1 (Tabela 9 e Figura 1).

Trinta e sete pacientes (80,4%) apresentaram hepatomegalia ao exame
fisico em T1. A média da hepatimetria ajustada por SC dos pacientes com figado
palpavel em T1 foi de 7,3 cm (£3,8 cm), variando de 1,0 a 18,4 cm, com reducéao de

5,2% em relagdo a TO (antes do inicio do tratamento). Nao foi constatada diferenca
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significativa entre as medidas do figado observadas nestes momentos (teste de
Wilcoxon — p=0,13) (Figura 2).

Esplenomegalia foi observada em 42 criangas (91,3%). O tamanho médio do
baco ajustado pela SC dos pacientes com bago palpavel foi de 10,2 cm (4,9 cm),
com valores entre 1,0 e 26,1 cm. Houve reducédo de 19,7% na dimensao do baco,
com diferencga significativa entre as medidas de TO e T1 (teste t pareado - p<0,0001)
(Figura 2).

A terceira avaliagédo clinica (T2), entre os 40° e 60° dias apds inicio de
tratamento especifico, foi realizada em 42 pacientes (87,5%), inclusive nas duas
criangcas nado submetidas a avaliagdo em T1. Seis pacientes ndo compareceram a
este retorno, a despeito de varias tentativas de agendamento.

Nenhum paciente apresentava prostracdo, ictericia, edema, petéquias ou
equimoses. Vinte e quatro criangas (57,1%) mantinham palidez, 26 (61,9%) ainda
estavam com hepatomegalia e 22 (52,4%) apresentavam esplenomegalia ao exame
fisico (Tabela 9 e Figura 1).

A medida média do figado ajustada por SC em T2 foi de 4,6 cm (x2,4 cm),
variando de 1,1 a 9,1 cm, nos pacientes em que esta viscera era palpavel. Houve
reducao de 40,3% em relagédo a TO, sendo significativa a diferenca entre os valores
de TO e T2 (teste de Wilcoxon — p<0,0001) e também entre T1 e T2 (teste de
Wilcoxon — p < 0,0001) (Figura 2).

A dimensdo média do bago ajustada por SC foi de 6,0 cm (3,0 cm),
variando de 1,8 a 11,1 cm, considerando-se os pacientes com este 6rgao palpavel.
Houve reducao de 52,8% em sua medida, comparando-se TO e T2, e esta diferenga
foi significativa entre TO e T2 (teste de Wilcoxon — p<0,0001) e também entre T1 e
T2 (teste de Wilcoxon — p < 0,0001) (Figura 2).

Todos os pacientes avaliados haviam apresentado melhora clinica em T2.
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Tabela 9 - Percentual de sinais observados em TO (antes do inicio do tratamento),
T1 (entre 10 e 15 dias ap0s inicio do tratamento) e T2 (entre 40 e 60 dias apos inicio
do tratamento) de pacientes internados por LV no HIJPII, de junho de 2010 a junho
de 2011

. TO (%) T1 (%) T2 (%)
Sinais n=48 n=46 n=42
Palidez 100 89,1 57,1
Esplenomegalia 97,9 91,3 52,4
Hepatomegalia 95,8 80,4 61,9
Prostracao 53,3 21,7 0,0
Edema 22,9 15,2 0
Petéquia/equimose 6,3 2,2 0
Ictericia 42 4.3 0

100 4
E E’a; 75 | ——Palidez
g E ——Prostragao
'g S 50 ——Edema
g o —— Petéquias e equimoses
§ o — Ictericia
-
& S—

T2

T1
Momentos da avaliagao

Figura 1 - Percentual de sinais observados em TO (antes do inicio do tratamento), T1
(entre 10 e 15 dias ap0s inicio do tratamento) e T2 (entre 40 e 60 dias apds inicio do
tratamento) de pacientes internados por LV no HIJPII, de junho de 2010 a junho de
2011.
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Figura 2 - Média do tamanho de visceras ajustadas por SC, em cm, observadas em
TO (antes do inicio do tratamento), T1 (entre 10 e 15 dias apds inicio do tratamento)
e T2 (entre 40 e 60 dias ap0s inicio do tratamento) de pacientes internados por LV
no HIJPII, de junho de 2010 a junho de 2011. As diferengas significativas (p <0,05)
estdo representadas no grafico.

4.5 Evolucéo dos exames laboratoriais

Observou-se aumento significativo nos valores de hemoglobina, hematdcrito,
plaquetas, leucdcitos, neutrdfilos e atividade de protrombina a alta hospitalar,
comparado-os aos exames da admissao. Houve reducao significativa nos niveis de

AST, o que nao foi observado para ALT. (Tabela 10).
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Tabela 10 - Médias dos valores de exames hematolégicos e bioquimicos a admissao
e alta hospitalares de pacientes internados por LV no HIJPII, de junho de 2010 a
junho de 2011

Exame Laboratorial N (%) Média (xDP) Valor p
Hemoglobina (mg/mm?)

Admissao 48 (100) 7,5 (x1,5) < 0,0001
Alta 44 (91,7) 9,1 (x1,4)

Hematécrito (%)

Admissao 48 (100) 22,9 (4,2) < 0,0001
Alta 43 (89,6) 30,2 (£11,6)

Plaquetas (unid/mm?)

Admissao 48 (100) 99.270 (+45.478) < 0,0001*
Alta 44 (91,7) 318.000 (+119.865)

Leucdcitos (cél/mm?®)

Admissao 48 (100) 3.785 (£1.736) < 0,0001*
Alta 44 (91,7) 6.290 (£2.929)

Neutréfilos (cél/mm?)

Admissao 48 (100) 1.354 (x971) < 0,0001*
Alta 44 (91,7) 2.517 (£1.438)

Atividade de protrombina (%)

Admissao 41 (85,4) 65,6 (x17,0) < 0,0001
Alta 24 (50) 83,2 (x11,7)

AST (UI/L)

Admissao 44 (91,7) 168 (+313) < 0,0001*
Alta 37 (77,1) 49 (+35)

ALT (UI/L)

Admisséao 44 (91,7) 78 (£130) 0,43*
Alta 37 (77,1) 47 (£30)

Bilirrubina total (mg/dL)

Admissao 40 (83,3) 0,9 (¥2,2) NR**
Alta 18 (37,5) 0,4 (x0,7)

Albumina (g/dL)

Admissao 44 (91,7) 2,4 (+0,6) NR**
Alta 19 (39,6) 3,1(x0,4)

Globulina (g/dL)

Admissao 44 (91,7) 4,3 (x1,1) NR**
Alta 19 (39,6) 4,3 (£0,7)

*Utilizado teste de Wilcoxon
** Nao realizado — perda de informagdes superior a 50%
Os valores p que evidenciam diferenga significativa (p <0,05) estdo em negrito.

4.6 Intercorréncias e tratamento de suporte durante a internacdo hospitalar

Dentre os 48 pacientes avaliados, 31 (64,6%) apresentaram infeccao
bacteriana diagnosticada pelo médico assistente e receberam tratamento com
antimicrobiano. Em 20 destes (41,7% do total de pacientes), a infeccdo estava
presente a admiss&o hospitalar, tendo sido instituido o tratamento para neutropenia

febril sem foco em 16, para pneumonia em dois, para ITU em um e para infecgao de
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pele em um. A duracdo média de administracao de antimicrobiano foi de 10,1 dias
(£5,2 dias), variando de dois a 21 dias.

Onze criangas (22,9% do total de pacientes) evoluiram com infecgéo
hospitalar. Os focos foram pneumonia (trés pacientes), IVAS - incluindo sinusite e
otite média - (trés pacientes), ITU (dois pacientes), infeccdo de pele (um paciente),
flebite (um paciente) e neutropenia febril sem foco (um paciente). O tempo médio de
tratamento com antibiotico foi de 9,1 dias (3,3 dias), variando de trés a 15 dias de
duracgao.

Trés criangas apresentaram varicela durante o periodo de internacéo.
Apesar de nao ser investigado sistematicamente, quadro de parasitose intestinal foi
diagnosticado em duas criangas — uma com giardiase, tratada ainda no hospital, e
outra com estrongiloidiase e ascaridiase, para a qual o anti-helmintico foi prescrito a
alta.

Onze pacientes (22,9% do total de pacientes) evoluiram com algum tipo de
sangramento durante a internagdo. Dentre estes, cinco (45,4%) apresentaram
epistaxe, dois (18,2%) tiveram sangramento de trato urinario, dois (18,2%)
apresentaram sangramento de trato digestivo, um (9,1%) evoluiu com gengivorragia
e um (9,1%) apresentou gengivorragia e sangramento de trato digestivo.

Nenhum paciente evoluiu para 6bito no grupo avaliado. Cinco criancas
(10,4%) necessitaram de internacdo em UTI, uma (2,1%) recebeu aminas
vasoativas, duas (4,2%) precisaram de VM e 15 (31,2%) receberam transfusao de
algum tipo de hemoderivado.

O tempo de internagao hospitalar entre os pacientes nao incluidos no estudo
LV Brasil foi ditado pela avaliagdo da equipe clinica assistente, tendo média de 22,8
dias (£9,1 dias), variando de 10 a 44 dias. Dentre os pacientes do estudo LV Brasil,
a duragao da hospitalizacdo atendeu também aos protocolos da pesquisa, variando
de 12 a 25 dias, com média de 16,4 (+3,9 dias).

4.7 Quantificacdo do material genético de Leishmania

4.7.1 Confiabilidade dos ensaios quantitativos

O desempenho do ensaio foi avaliado através de diluicbes seriadas de uma

curva padrdo, com pontos com concentracdes conhecidas e pré-definidas que
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variaram de 1,6x10% a 1,6x10® copias de DNA do plasmideo contendo o fragmento
de 67pb do gene SSU rRNA de Leishmania.

A partir de quatro experimentos distintos, calculou-se a média das
concentracbes de DNA da curva padrdo, que foi linear até sete diluicbes. O
coeficiente de correlagao linear médio (R?) foi de 0,99 e a eficiéncia da amplificagéo
média foi de 100%. Como medidas de precisdo, foram determinados os coeficientes
de variagéo (CV) interensaio (entre os quatro experimentos) e intraensaio (entre as
triplicatas de um unico ensaio), baseados na relagdo entre os DP e as médias dos
Cts de cada ponto (Tabela 11). Resultados semelhantes foram obtidos nos ensaios

utilizando o gene codificador para B-actina humana.

Tabela 11 - Numero de cépias de DNA do plasmideo contendo o fragmento de 67pb
do gene SSU rRNA e coeficientes de variagao (CV), em percentual, dos pontos da
curva padrio

Cépias de DNA do CV Interensaios (%) CV Intraensaio (%)
plasmideo
Ponto 1 1,6 x 102 2,33 1,27
Ponto 2 1,6 x 10° 2,78 0,61
Ponto 3 1,6 x 10* 1,34 0,12
Ponto 4 1,6 x 10° 2,26 0,46
Ponto 5 1,6 x 10° 0,83 0,37
Ponto 6 1,6 x 107 1,07 0,90
Ponto 7 1,6 x 108 1,65 0,63

Os ensaios mostraram um bom limite de detecgdo, com amostras com
1,6x102% copias do DNA do plasmideo linearizado positivas, o equivalente a conteudo
de DNA (fragmento de 67pb do gene SSU rRNA) de uma célula de Leishmania (van
Eys et al., 1992).

4.7.2 Namero de copias de SSU rRNA nas trés avaliacfes

Antes do inicio de tratamento especifico para LV (TO0), foi realizada avaliagao
do numero de copias de SSU rRNA em sangue periférico em todas as criangas,
positivas em sua totalidade. Em T1 (entre 10 e 15 dias apds inicio do tratamento) e
T2 (entre 40 e 60 dias apds inicio do tratamento), foram dosadas as cargas
parasitarias de 46 e 43 pacientes respectivamente, sendo que as duas criangas que

nao foram avaliadas em T1 tiveram amostra coletada e analisada em T2.
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As médias, DP, mediana e valores minimo e maximo do numero de copias
de SSU rRNA nos diferentes momentos estdo apresentados na Tabela 12. Houve
grande variagdo entre os valores encontrados entre os diferentes pacientes em um

mesmo momento.

Tabela 12 - Copias de SSU rRNA em TO (antes do inicio do tratamento), T1 (entre
10 e 15 dias apos inicio do tratamento) e T2 (entre 40 e 60 dias apos inicio do
tratamento) dos pacientes internados por LV no HIJPII, de junho de 2010 a junho de
2011

Momento de Média (£ DP) Mediana Minimo Méaximo
avaliacdo

TO (n=48) 8.592.371 (56.187.103) 1.662 44 389.089.853
T1 (n=46) 248 (618) 0 0 2.321
T2 (n=43) 311 (1.902) 0 0 12.478

Somente dois pacientes apresentaram numero absoluto de copias de SSU
rRNA superior a média em TO (23.052.253 e 389.089.853 cépias de SSU rRNA).
Eram criangas de 17 e 24 meses de vida, ambos do sexo masculino. O inicio dos
sintomas destes pacientes ocorreu 25 e 30 dias antes da admissao hospitalar e nao
foram relatados ou observados sangramentos, ictericia ou desnutricao grave.

Observou-se diferenga estatistica significativa entre os niumeros de cépias
de SSU rRNA nos momentos TO-T1 (teste de Wilcoxon - p< 0,0001) e TO-T2 (teste
de Wilcoxon - p< 0,0001), mas ndo houve diferenga entre os valores nos tempos T1-
T2 (teste de Wilcoxon -p=0,12) (Figura 3).
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Figura 3 - Numero das copias de SSU rRNA (em logio + 1) em TO (antes do inicio do
tratamento), T1 (entre 10 e 15 dias apds inicio do tratamento) e T2 (entre 40 e 60
dias apés inicio do tratamento) de 48 pacientes internados por LV no HIJPII, de
junho de 2010 a junho de 2011. As diferengas significativas (p <0,05) estdo
representadas no grafico.
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Entre os 46 pacientes com coleta de amostra em T1, 35 (76,1%) ja haviam
apresentado negativagao da carga parasitaria. Quatro (8,7%) criangas apresentaram
reducdo da carga sem negativa-la e sete (15,2%) mantiveram numero de copias de
SSU rRNA semelhante ao de TO (Figura 4).
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Figura 4 - Numero de coépias de SSU rRNA (em logip + 1) em TO (admisséo
hospitalar) e T1 (entre 10 e 15 dias apds inicio do tratamento) de 46 pacientes
internados por LV no HIJPII, de junho de 2010 a junho de 2011. A — 35 pacientes
com negativagdo das copias em T1; B — quatro pacientes com redugdo sem
negativacdo do numero de copias em T1; C — sete pacientes com persisténcia de
numero semelhante de copiasem TO e T1.

Entre os 43 pacientes com amostra analisada em T2, 39 (90,7%) nao
apresentaram copias de SSU rRNA detectaveis em sangue periférico. Em 29 destes,
manteve-se a carga negativa ja verificada em T1; em nove, a carga ainda era
positiva em T1 e negativou em T2; em um paciente, ndo havia sido realizado exame
em T1. Em duas criangas (4,65%), observou-se decréscimo do numero de cépias de
SSU rRNA com relagdo as avaliagbes anteriores, sem negativagdo — em uma
destas, ndo havia sido coletada amostra em T1. Em outros dois pacientes (4,65%), a
carga parasitaria tornou-se positiva novamente, com numero de copias do fragmento

génico semelhante ao de T0, a despeito de sua negativagao em T1 (Figura 5).
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Figura 5 - Numero de copias de SSU rRNA (em logio + 1) em TO (antes do inicio do
tratamento), T1 (entre 10 e 15 dias ap0s inicio do tratamento) e T2 (entre 40 e 60
dias apés inicio do tratamento) de 43 pacientes internados por LV no HIJPII, de
junho de 2010 a junho de 2011. A — 29 pacientes com negativagdo das copias em
T1 e T2; B — dez pacientes com negativagao das cépias somente em T2; C — dois
pacientes com redu¢cdo sem negativacédo de copias em T2; D — dois pacientes com
positivagao do numero de copias em T2, apds negativagao em T1.

4.7.3 Numero de copias de SSU rRNA e caracteristicas clinicas e laboratoriais

na primeira avaliagao

Foram avaliadas as caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais em
TO (antes do inicio do tratamento) e sua relagcdo com o numero de cépias de SSU
rRNA dos pacientes neste momento. (Tabela 13 e 14).

Ndo se observou correlagdo ou influéncia de nenhuma caracteristica em

relacdo a carga parasitaria em TO.
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Tabela 13 - Correlagdo entre numero de copias de SSU rRNA e caracteristicas
demograficas, clinicas e laboratoriais em TO (antes do inicio do tratamento), em
pacientes internados por LV no HIJPII, de junho de 2010 a junho de 2011

Caracteristica N Coeficiente de Correlacéo Valor p*
Idade (meses) 48 -0,14 0,34
Tempo de doenga (dias) 48 0,01 0,93
Tamanho de figado ajustado por SC 48 0,08 0,60
(cm)

Tamanho de bago ajustado por SC 48 -0,01 0,97
(cm)

Hemoglobina (mg/mm?) 48 -0,06 0,66
Hematécrito (%) 48 0,02 0,88
Plaquetas (unid/mm?) 48 0,02 0,88
Leucodcitos (cél/mm3) 48 0,18 0,21
Neutréfilos (cél/mm?®) 48 0,12 0,41
Atividade de protrombina (%) 41 -0,14 0,37
AST (UI/L) 44 -0,06 0,69
ALT (UI/L) 44 0,11 0,49
Bilirrubina total (mg/dL) 40 0,03 0,87
Albumina (g/dL) 44 0,23 0,13
Globulina (g/dL) 44 0,06 0,72

*Utilizada correlagao de Spearman.

Tabela 14 - Comparagao entre numero de copias de SSU rRNA e caracteristicas
demograficas e alteragbes clinicas em TO (antes do inicio do tratamento), em
pacientes internados por LV no HIJPII, de junho de 2010 a junho de 2011

Caracteristicas N Valor p*
Sexo (n=48)

Masculino 25 0,57
Feminino 23

Desnutri¢cdo grave (n=48)

Sim 1 0,26
Néo 47

Diarréia (n=47)

Sim 14 0,96
Nao 33

Vomitos (n=47)

Sim 26 0,96
Nao 21

Sangramentos (exceto cutaneos) (n=48)

Sim 10 0,30
Nao 38

Ictericia (N=48)

Sim 2 0,88
Nao 46

Edema (n=48)

Sim 11 0,91
Nao 37

Taquidispneia (n=48)

Sim 3 0,26
Néo 45

*Utilizado teste de Mann-Whitney
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4.7.4 Nimero de cOpias de SSU rRNA e medicagao utilizada

A média, DP, mediana e valores minimos e maximos do numero de copias
de SSU rRNA em TO (antes do inicio do tratamento), avaliados de acordo com a
medicamento efetivo, estdo na tabela 15. Nao foi observada diferenca significativa
da carga parasitaria inicial nos diferentes grupos de tratamentos especificos para LV
(teste de Kruskal-Wallis — p=0,92).

Tabela 15 - Copias de SSU rRNA em TO (antes do inicio do tratamento) dos
pacientes internados por LV no HIJPII, de junho de 2010 a junho de 2011, de acordo
com tratamento efetivo

Tratamento

. Média (+ DP) Mediana Minimo Maximo
efetivo

Glucantime®
(n=22)

Anfotericina B
desoxicolato 24.247.975 (94.182.976) 1899 80,28 389.089.853
(n=17)

Anfotericina B
lipossomal 31.946 (62.647) 699 469,8 125.917
(n=4)

Combinado

(Anfotericina B

lipossomal + 3.279 (3.707) 726 299,3 7.499
Glucantime®)

(n=5)

3.366 (4028) 1811 43,8 14.558

Tanto em T1 (10 a 15 dias apés inicio de tratamento) quanto em T2 (40 a 60
dias apods inicio do tratamento), ndo se observou diferenga na dindmica da carga
parasitaria dos pacientes que receberam tratamentos efetivos distintos (teste de
Mantel-Cox — p=0,97).

Embora o numero de pacientes seja pequeno (cinco criangas), ressalta-se a
auséncia de copias de SSU rRNA em todos os pacientes tratados com a
combinacgao de anfotericina B lipossomal e Glucantime® em T2 (Tabela 16 e Figuras
6e’7).
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Tabela 16 - Negativagdo da carga parasitaria dos pacientes internados por LV no
HIJPII, de junho de 2010 a junho de 2011, de acordo com tratamento efetivo

Pacientes com negativagéo Total de pacientes
Tratamento efetivo de copias de SSU rRNA (%) tratados
T1 T2 (%)

Glucantime® 16 (72,7) 21 (95,4) 22 (100)
Anfotericina B desoxicolato 12 (70,6) 15 (88,2) 17 (100)
Anfotericina B lipossomal 3 (75) 3 (75) 4 (100)
Combinado (Anfotericina B

lipossomal + Glucantime®) 4 (80) 5(100) 5(100)
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Figura 6: Numero de copias de SSU rRNA (em logio + 1) em TO (antes do inicio do
tratamento), T1 (entre 10 e 15 dias apos inicio do tratamento) e T2 (entre 40 e 60
dias ap6s inicio do tratamento) de pacientes internados por LV no HIJPII, de junho
de 2010 a junho de 2011, de acordo com tratamento efetivo. A — 22 pacientes
tratados com Glucantime®; B — 17 pacientes tratados com anfotericina B
desoxicolato; C — quatro pacientes tratados com anfotericina B lipossomal; D — cinco
pacientes tratados com combinacao de anfotericina B lipossomal e Glucantime®.
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Figura 7 - Negativagdo do numero de cépias de SSU rRNA ao longo do tratamento
efetivo com diferentes medicagbes em pacientes internados por LV no HIJPII, de
junho de 2010 a junho de 2011.

Um dos dois pacientes que apresentaram, em T2, queda no numero de
copias de SSU rRNA sem negativa-las foi tratado com anfotericina B desoxicolato. O
outro recebeu anfotericina B liposssomal. Nas duas criangas em que foi observada
nova positivagdo da carga em T2 apds sua negativagdo em T1, o tratamento foi

realizado com Glucantime® em uma e anfotericina B desoxicolato em outra.

4.8 Avaliagéo de gravidade

4.8.1 Avaliacdo de critérios de gravidade e escores preditores de 6bito a
admisséao hospitalar

De acordo com a definicdo proposta pelo MS em manual de 2006 (MS-
2006), nove criangas (18,7%) preenchiam, a admissao hospitalar, os critérios de
paciente grave: duas com idade inferior a seis meses, uma desnutrida grave, duas
com sangramentos (exceto epistaxe e petéquias ou equimoses), duas com edema
generalizado, uma com ictericia e uma com edema e ictericia.

Por meio do escore proposto pelo MS em 2011 (MS-2011), 17 dos 20

pacientes menores de dois anos foram classificados utilizando-se o modelo clinico e
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laboratorial e trés foram classificados pelo modelo que utiliza somente parametros
clinicos. Dentre os 28 pacientes com idade acima de dois anos, 26 foram
classificados pelo modelo clinico e laboratorial e dois pelo modelo clinico. Entre os
48 pacientes do estudo, apenas um (2,1%) obteve pontuagédo superior ao limite
proposto pelo MS, apresentando, assim, risco aumentado para evolucio para o6bito.
A avaliacao inicial, o paciente estava edemaciado, ictérico e com aminotransferases
de valor superior a 100 UI/L, além de ser lactente jovem (sete meses de idade).
Aplicando o escore prognostico proposto por Sampaio et al.,, 11 pacientes

(22,9%) atingiram pontuacgéao preditora de evolugéao fatal a admissao hospitalar.

4.8.2 Tratamento especifico em pacientes com critérios de gravidade ou

pontuacao preditora de 0bito a admisséo

Entre os nove pacientes considerados graves pelo critério do MS-2006, trés
realizaram tratamento completo com Glucantime®. Em seis, foi administrado
inicialmente anfotericina B desoxicolato, sendo necessaria a troca para anfotericina
B lipossomal em dois destes pacientes — em um, devido a piora das escérias renais
e, em outro, por decisdo da equipe assistente (lactente com cinco meses de idade).

A Unica crianga que atingiu pontuagao superior ao limite no escore do MS-
2011, apresentando, assim, maior risco de evolugao para obito, recebeu tratamento
com anfotericina B desoxicolato.

Entre os 11 pacientes com pontuagcdo preditora para evolucido fatal pelo
escore proposto por Sampaio et al., quatro receberam tratamento completo com
Glucantime®. Em sete, administrou-se inicialmente anfotericina B desoxicolato;
contudo, em um foi realizada troca para anfotericina B lipossomal por decisdo da

equipe assistente (lactente com cinco meses de idade).

4.8.3 Evolugéo grave: definicdo e aplicacéo de critérios de gravidade e escores
preditores de Obito

Durante o periodo de internagcdo hospitalar, 16 pacientes (33,3%)

preencheram o critério de evolugéo grave: 11 devido a hemotransfusao, trés devido
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a hemotransfusao e internacdo em UTI, um por internacdo em UTI e necessidade de
VM e um por hemotransfusao, internacdo em UTI e necessidade de VM e aminas
(Figura 8).

O Hemotransfusao

B Hemotransfusao + UTI

OouUTl +
VM
11 O Hemotransfusao + UTI

+ VM + Aminas

Figura 8 - Distribuicdo, de acordo com intervengdes instituidas, dos 16 pacientes
internados por LV que apresentaram evolugao grave no HIJPII, de junho de 2010 a
junho de 2011.

Avaliou-se o critério de gravidade a admisséo hospitalar do MS-2006 como
um teste preditor de evolugdo grave durante a internagdo. Quatro pacientes
classificados como graves pelo MS-2006 nao exigiram nenhuma intervencao
caracteristica da evolugéo grave. Onze criangas que nao foram consideradas graves
pelo MS-2006 necessitaram, ao longo da internacdo, das intervengcbes mais
invasivas, caracterizando-as como de evolugao grave.

Deste modo, observou-se sensibilidade de 31,2%, especificidade de 87,5%,
VPP de 55,5% e VPN de 71,8% do critério de gravidade do MS-2006, considerando-
o como teste preditor de evolugéo grave.

Aplicando-se os escores preditores para 6bito do MS-2011 e de Sampaio et
al. na coorte estudada, foi possivel calcular apenas a especificidade e o VPN, uma
vez que nenhum paciente apresentou evolucdo fatal. A especificidade do modelo
preditor de risco para ébito proposto pelo MS-2011 foi de 97,9% e seu VPN foi de
100%. A especificidade do sistema de pontuagao elaborado por Sampaio et al. foi
de 77,1% e seu VPN de 100%.
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4.8.4 Numero de coOpias de SSU rRNA, critérios de gravidade e escores
preditores de Obito a admissdo hospitalar e evolugcdo grave durante a

internagcao

O numero de copias de SSU rRNA em TO (antes do inicio do tratamento) foi
comparado entre as categorias das diferentes classificagdes de gravidade e escores
preditores de &bito.

Quando utilizado o critério de gravidade do MS-2006 a admissao, nao foi
observada diferenga significativa na carga parasitaria entre os pacientes
classificados como graves (nove criangas) e nédo graves (39 criangas) (teste de
Mann-Whitney — p = 0,47).

A Unica crianga que atingiu pontuagdo acima do limite no escore do MS-
2011 apresentava numero de cépias de SSU rRNA superior a mediana. Contudo,
nao foi constatada diferenca significativa entre o numero de cépias do fragmento
génico do parasito desta crianga e o dos demais 47 participantes do estudo (teste de
Mann-Whitney — p = 0,14).

As 11 criancas que obtiveram pontuagcao preditora para 6bito pelo escore
proposto por Sampaio et al., de acordo com caracteristicas apresentadas a
admissao hospitalar, ndo tiveram carga parasitaria diferente da dos demais 37
pacientes (teste de Mann-Whitney — p = 0,78).

Classificando os pacientes pelo critério proposto no presente estudo, os 16
que evoluiram com gravidade durante a internagdo nao tinham, em TO, numero de
copias de SSU rRNA significativamente diferente dos outros 32 (teste de Mann-
Whitney — p = 0,08).

As médias, os DP e as medianas do numero de copias de SSU rRNA em T0,
estratificados por grupos pela classificagdo de gravidade do MS-2006 a admisséo,
pelo escore preditor de 6bito de Sampaio et al. também a admissao e pelo critério de
evolucdo grave durante a internagao hospitalar proposto no presente estudo estao

apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17 - Médias, DP e medianas do numero de coépias de SSU rRNA em T0
(antes do inicio do tratamento) dos 48 pacientes internados por LV no HIJPII, de
junho de 2010 a junho de 2011, de acordo com o critério de gravidade do MS-2006,
0 escore preditor de 6bito de Sampaio et al. e a classificagdo de evolugédo grave
proposta pelo presente estudo

Grave* N&o grave**
Classificacdo Média Mediana Média Mediana
(x DP) (x DP)

MS-2006 4.484 10.574.191

(+ 7.459) i (+ 62.315.329) otz
Sampaio et al. 5.007 11.145.371

(+ 7.844) 1.899 (+ 63.971.830) 1.622
Evolugao 3.124 12.886.995

(x 5.756) AL (£ 68.769.824) el

*Grave: pacientes classificados como graves ou com pontuagéo preditora de 6bito
** Nao grave: pacientes classificados como nao graves ou sem pontuagao preditora de 6bito

As duas criangas que apresentaram carga parasitaria acima da média em TO
nao preencheram o critério de gravidade do MS-2006 nem atingiram pontuagao
preditora de oObito nos escores avaliados a admissao hospitalar. Estes pacientes
também nao apresentaram evolugao grave ao longo da internagéo.

Das 11 criangas que persistiam com carga parasitaria positiva em T1 (10 a
15 dias apos inicio do tratamento), apenas duas (18,2%) foram classificadas como
graves pelos critérios do MS-2006 a admissdo. Quando se avaliou de acordo com o
critério evolutivo proposto, outros dois pacientes (18,2%) apresentaram evolugéo
grave durante a internacao hospitalar.

Entre os quatro doentes que permaneceram com material genético do
parasito detectavel em T2 (40 a 60 dias apds inicio do tratamento), apenas um
(25%) foi classificado como grave pelo MS-2006 na admissdo e dois (50%)
evoluiram com gravidade ao longo da internagéo hospitalar.

A Unica crianga que atingiu pontuagéao preditora de 6bito pelo escore MS-
2011 voltou a apresentar carga parasitaria positiva em T2, apds té-la negativado em
T1.

4.8.5 Fatores de risco para evolugéo grave

Com a finalidade de predizer a evolugéo grave ainda a admisséo hospitalar,

foram avaliadas caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais observadas
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antes do inicio do tratamento (TO) que pudessem apontar para maior risco deste
desfecho (Tabela 18).

Idade menor que 12 meses, taquidispneia, infecgdo bacteriana, figado com
medida ajustada por SC superior a 10 cm, hemoglobina menor ou igual a 7 mg/mm?®,
plaquetas menores ou iguais a 50.000 unidades/mm?® e albumina sérica com valor
inferior a 2,5 g/dL foram fatores de risco para evolugao grave. Ictericia, apesar de ter
apresentado risco relativo com intervalo de confianga superior a um, nao foi
considerada fator de risco devido a auséncia de significancia estatistica (valor de p=
0,11), possivelmente pela presenga de zero em uma das caselas. A carga
parasitaria, mesmo utilizando-se diferentes pontos de corte para se caracterizar os

grupos com carga alta e baixa, ndo se associou a evolugao grave.
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Tabela 18 - Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais como fatores de
risco para evolugdo grave em pacientes internados por LV no HIJPII, de junho de
2010 a junho de 2011

Evolucao RR
Fatores N grave Valor p
Sim N&o (IC 95%)

Idade < 12 meses 48 Sim 6 1 0,01* 3,51 (1,89-6,52)
Nao 10 31

Tempo de doenga = 60 dias 48 Sim 2 3 1,00* 1,23 (0,39-3,90)
Nao 14 29

Desnutricdo grave ou moderada 48 Sim 1 2 1,00* 1,00 (0,19-5,22)
Nao 15 30

Diarréia 47 Sim 5 9 0,74* 1,18 (0,49-2,82)
Nao 10 23

Vomitos 47 Sim 9 17 0,66 1,21 (0,51-2,86)
Nao 6 15

Sangramentos (exceto cutaneos) 48 Sim 1 6 0,40* 0,39 (0,60-2,50)
Nao 15 26

Ictericia 48 Sim 2 0 0,11* 3,29 (2,12-5,09)
Nao 14 32

Edema 48 Sim 6 5 0,14* 2,02 (0,95-4,30)
Nao 10 27

Taquidispneia 48 Sim 3 0 0,03* 3,46 (2,19-5,47)
Nao 13 32

Infeccao bacteriana 48 Sim 11 9 0,01 3,08 (1,27-7,48)
Nao 5 23

Figado ajustado por SC = 10 cm 48 Sim 8 4 0,01* 3,00 (1,44-6,23)
Nao 8 28

Baco ajustado por SC = 10 cm 48 Sim 13 19 0,13 2,17 (0,72-6,53)
Nao 3 13

Hemoglobina <7 mg/mm3 48 Sim 11 7 0,01 3,67 (1,52-8,85)
Nao 5 25

Plaquetas < 50.000 unid/mm?® 48 Sim 6 3 0,04* 2,60 (1,28-5,27)
Nao 10 29

Leucdcitos < 1.500 cél/mm? 48 Sim 1 2 1,00* 1,00 (0,19-5,22)
Nao 15 30

Neutrofilos < 500 cél/mm? 48 Sim 3 2 0,32* 1,98 (0,85-4,63)

Nao 13 30
Atividade de protrombina < 70% 41  Sim 10 16 0,74 1,15 (0,49-2,74)

Nao 5 10

AST ou ALT =100 UI/L 44  Sim 4 10 1,00* 0,86 (0,32-2,26)
Nao 10 20

Bilirrubina total = 1,0 mg/dL 40 Sim 3 2 0,32* 1,91 (0,80-4,54)
Nao 11 24

Albumina < 2,5 g/dL 44  Sim 14 8 <0,0001 7,00 (1,80-

27,24)

Nao 2 20

Clearance de creatinina <60 43  Sim 1 1 1,00* 1,58 (0,38-6,77)

mL/min/1,73m? Nao 13 28

Copias de SSUrRNA =3 logio+1 48 Sim 1 7 0,15 0,56 (0,25-1,24)
Nao 15 25

Copias de SSUrRNA =4 logp+1 48 Sim 4 4 0,24* 0,33 (0,05-2,18)

Nao 23 17

*Utilizado teste exato de Fisher.
Os valores p que evidenciam diferenga significativa (p <0,05) estdo em negrito.
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O presente estudo teve como proposta acompanhar a apresentacdo e a
evolucéo clinica e laboratorial de criangas internadas por LV no HIJPII, instituicao de
referéncia em doencgas infecciosas em pediatria em MG. Concomitantemente,
avaliou-se a dindmica da carga parasitaria nestes pacientes ao longo do curso da
doencga, visando melhor compreensao da sua fisiopatologia.

O numero de casos de LV em menores de 14 anos residentes da cidade de
BH foi de 33 em todo o ano de 2010 e de 18 até a primeira semana de dezembro de
2011 (Prefeitura de Belo Horizonte, 2011). Na regido metropolitana, foram
notificados 94 casos em 2010 e 51 em 2011, considerando-se esta mesma faixa
etaria (Camila Freitas, Superintendéncia Regional de Saude de Belo Horizonte,
Secretaria Estadual de Saude — comunicagao pessoal). Apesar de corresponderem
a faixa etaria diferente da exigida para inclusdo de pacientes no estudo (menores de
12 anos), estes dados sugerem que o numero de criangas avaliadas no estudo (48
pacientes) é representativo dos casos pediatricos de LV ocorridos ao longo de um
ano, entre 2010 e 2011, em residentes da regido metropolitana de BH.

Deve-se destacar que se tratou de estudo prospectivo, sendo as avaliagcbes
realizadas por equipe médica pequena. Mais de 90% dos exames clinicos foram
executados pela mesma profissional, gerando dados comparaveis.

A maioria dos pacientes avaliados tinha menos de cinco anos de idade
(77,1%), o que é descrito em estudos brasileiros (Campos Jr, 1995; Pastorino et al.,
2002; Pedrosa, Rocha, 2004; Queiroz et al., 2004; Rey et al., 2005; Oliveira et al.,
2006; Prado et al., 2011; Rocha et al., 2011) e de outras regides (Cascio et al.,
2002a; Petrela et al., 2010; Pace et al., 2011). A populacao na faixa etaria pediatrica
€ considerada mais susceptivel a evolugao para doenga apos infeccdo e, em areas
endémicas como MG, é esperado que a maioria dos casos ocorra em criangas
jovens, ainda suscetiveis ao parasito (Badaré et al.,, 1986a; Davies, Mazloumi
Gavgani, 1999; Costa, 2008).

A discreta predominancia do sexo masculino entre os incluidos no estudo
também foi observada em outras séries pediatricas (Pastorino et al., 2002; Cascio et
al., 2002a; Oliveira et al., 2006; Braga, 2007; Costa, 2009). Este dado difere do
maior numero de homens acometidos pela LV na idade adulta, possivelmente devido
a maior exposigao ao fleb6tomo em atividades laborais e a vulnerabilidade devido a
fatores hormonais (Snider et al., 2009; Harhay et al, 2011).

O tempo de sintomas prévio a admisséo hospitalar (média de 26 dias;

mediana de 15 dias) foi maior do que o relatado em série de criangas com LV na
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Italia (Cascio et al., 2002a), mas menor do que o descrito em hospital pediatrico na
Albania (Petrela et al.,, 2010) e do que os relatados em estudos brasileiros em
hospitais das cidades de S&o Paulo (Pastorino et al., 2002), Fortaleza (Rey et al.,
2005), Recife (Queiroz et al., 2004), Trés Lagoas (MS) (Oliveira et al., 2006), Maceid
(Pedrosa, Rocha, 2004) e Brasilia (Campos Jr, 1995). Em pacientes internados entre
2001 e 2005 no mesmo servigco de Belo Horizonte, a duragdo média do quadro antes
da hospitalizagdo foi de 30,5 dias, numero préximo ao observado entre os casos
internados do presente estudo, realizado entre 2010 e 2011 (Braga, 2007). A
persisténcia deste intervalo entre inicio de sintomas e hospitalizagao aponta para a
necessidade de capacitagao de profissionais de saude em MG, visando suspeigao
do quadro de LV em momento mais precoce, o que, possivelmente, reduziria a
necessidade de internagao e a evolugdo mais grave de muitas criangas.

O quadro clinico das criangas hospitalizadas no HIJPIl foi semelhante ao
relatado na literatura (Campos Jr, 1995; Cascio et al., 2002a; Pastorino et al., 2002;
Pedrosa, Rocha, 2004; Queiroz et al., 2004; Rey et al., 2005; Braga, 2007; Petrela et
al., 2010; Rocha et al., 2011). Os sintomas mais relatados por familiares foram febre
(100%), palidez (87,5%), distensdo abdominal (81,2%) e prostragdo (81,2%) e, ao
exame fisico na primeira avaliagao, foi observada palidez e detectada hepatomegalia
ou esplenomegalia em todos os pacientes. A presenca de figado ou baco
aumentados, juntamente com a febre, era previamente esperada na totalidade das
criangas, ja que eram os critérios clinicos de inclusdo no estudo. Ressalta-se que a
presenca de palidez foi subestimada e a de prostracdo mais frequentemente
relatada pelos responsaveis, quando comparadas as observag¢des do exame fisico,
apontando a subjetividade de percepcdo destes sinais. Diante de quadro
inespecifico de febre e acometimento do estado geral, especialmente nas areas
endémicas, a distensdo abdominal, citada pelos responsaveis na maioria dos casos,
deve ser questionada sistematicamente e pode acrescentar a suspei¢cao do
diagnodstico de LV.

Conforme proposto pela OMS, em menores de cinco anos optou-se por
utilizar a medida de peso por estatura para diagndstico de desnutricdo, uma vez que
este parametro relaciona-se ao estado recente de nutricdo. Para maiores de cinco
anos, foi usado o IMC, com este mesmo intuito. A avaliacdo da estatura por idade,
por sua vez, permitiu inferéncia sobre a cronicidade de acometimento do
crescimento (Waterlow, 1972; World Health Organization, 1999; Keane, 2007; World
Health Organization and United Nations Children’s Fund, 2009). Em sua
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classificagdo, a OMS sugere, ainda, que todo paciente com edema bilateral seja
classificado como desnutrido grave, uma vez que o peso encontra-se superestimado
nesta situacdo. Contudo, em pacientes com LV, o edema apresenta causas
multiplas, decorrendo também do comprometimento prolongado da funcdo de
producado hepatica de albumina, que leva a hipoalbuminemia sérica, menor pressao
oncotica intravascular e consequente extravasamento de fluidos para o terceiro
espaco (Gangneux et al., 2006). Deste modo, o critério de edema para classificagéo
da desnutricdo deve ser avaliado com restricdo em pacientes com esta parasitose.

Apesar do emprego de diferentes critérios nas publicacbes, no presente
estudo observou-se percentual de desnutridos (6,3%) préximo ao relatado em
estudo italiano (15,3%) (Cascio et al., 2002a) e inferior ao descrito em séries
brasileiras (26% a 66%) (Campos Jr, 1995; Pastorino et al., 2002; Queiroz et al.,
2004; Rey et al., 2005; Braga, 2007). Tal fato pode estar relacionado as melhores
condi¢cbes socioecondmicas na regiao sudeste do Brasil e aos programas de
transferéncia de renda recentemente implantados no pais, ambos impactando na
ingesta caldérica de criangas (Victora et al., 2011). Diferentemente, verificou-se
semelhancga do valor médio da albumina sérica das criancas internadas no HIJPII
(2,4 g/dL) com as relatadas em estudos de Brasilia (Campos, 1995) e de Sao Paulo
(envolvendo principalmente imigrantes nordestinos) (Pastorino et al., 2002), que
foram inferiores ao das criangas italianas (Cascio et al., 2002a). Tal dado sugere
uma outra hipotese, considerando que o peso menos comprometido dos pacientes
estudados em Belo Horizonte se deva a ingestdo predominantemente de
carboidratados, mais facilmente disponiveis para camadas sociais menos
favorecidas, e ndo de fontes de proteinas, usualmente mais caras e de aquisigao
menos frequente por esta populacao.

Ainda é discutido o impacto da desnutricdo na evolugao para doenca a partir
da infeccdo e no desenvolvimento de formas graves de LV (Caldas et al., 2002;
Costa, 2009). E reconhecido que a desnutricdo pode comprometer as respostas
imunes inatas e adaptativas, essenciais ao controle deste quadro infeccioso.
Contudo, a elaboracdo destas respostas pelo organismo leva a catabolismo
adicional, com comprometimento do estado nutricional (Harrison et al., 1986;
Pearson et al.,, 1992; Malafaia, 2009). No presente estudo, a desnutrigdo ndo se
associou a evolugdo grave, mas este resultado ndo deve ser interpretado como

conclusivo devido ao pequeno numero de pacientes com esta comorbidade.
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As solicitagdes de exames laboratoriais complementares ficaram a cargo da
equipe médica assistente, ndo sendo influenciadas pelo protocolo da pesquisa.
Alguns exames, apesar de solicitados, ndo foram realizados por auséncia temporaria
de reagentes, o que, lamentavelmente, ocorre com alguma frequéncia no HIJPII.
Deste modo, observou-se variagcdo no numero de dados disponiveis e restricido de
comparagoes entre resultados de exames laboratoriais. Apenas o0 hemograma foi
realizado na totalidade dos pacientes a admissdo hospitalar. Observou-se, em
alguns casos, auséncia de exames que avaliam func&o hepatica (aminotransferases,
atividade de protrombina, bilirrubinas, albumina e globulina) e renal (creatinina),
cujas realizagdes sao indicadas pelo MS em todos os doentes hospitalizados (Brasil,
2006b). Tais dados apontam para a necessidade de capacitagdo permanente da
equipe assistencial, mesmo em servigos de referéncia como o HIJPII, e de estrutura
laboratorial adequada a atengao destes pacientes.

As alteragdes laboratoriais observadas estavam de acordo com as descritas
para quadros classicos de LV: pancitopenia, inversdo da relagao entre albumina e
globulina, elevacdo de aminotransferases hepaticas e alteragdo das provas de
coagulagao sanguinea (Brasil, 2006b). A média do valor de hemoglobina (7,5
mg/mm?®) foi semelhante a de estudo na Sicilia (Italia) (7,8 mg/mm?® (Cascio et al.,
2002a), em Tirana (Albania) (7,0 mg/mm?®) (Petrela et al., 2010), em Brasilia (7,3
mg/mm?) (Campos Jr, 1995) e em série anterior do mesmo hospital em BH (7,3
mg/mm?®) (Braga, 2007), mas superior a relatada em Fortaleza (6,2 mg/mm?®) (Rey et
al., 2005), Recife (6,1 mg/mm?®) (Queiroz et al., 2004) e Sao Paulo (6,9 mg/mm?®)
(estudo envolvendo principalmente imigrantes nordestinos) (Pastorino et al., 2002).
Valores médios de leucdcitos totais (3.785 células/mm?), neutrdfilos (1.354 células/
mm3) e plaquetas (99.270 unidades/mm?®) inferiores aos valores de referéncia foram
relatados; contudo, assemelharam-se aos apresentados por criancas de outras
séries (Campos Jr, 1995; Cascio et al., 2002a; Pastorino et al., 2002; Queiroz et al.,
2004; Rey et al., 2005; Braga, 2007; Petrela et al., 2010). Ressalta-se que as médias
das aminotransferases (AST de 168 UI/L e ALT de 78 UI/L) no presente estudo
foram semelhantes as descritas anteriormente no mesmo servigo (AST de 90,3 UI/L
e ALT de 69,3 UI/L) (Braga, 2007), mas superiores a de série da ltalia (AST de 53
Ul/L e ALT de 33 UI/L) (Cascio et al., 2002a) e a de Brasilia (AST de 50,97 UI/L e
ALT de 27,89 UI/L) (Campos Jr, 1995). Sugere-se, assim, lesdo de hepatocitos mais
intensa pela cepas circulantes em MG, o que apresenta importancia especialmente

na doenga em menores de dois anos, faixa etaria para a qual elevacdo de
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aminotransferases superior a 100 UI/L é considerada fator de risco para 6bito pelo
escore do MS-2011 (Brasil, 2011b).

O intervalo entre a admisséo hospitalar e a confirmagdo do diagndstico de
LV (1,2 dia) foi menor do que o relatado em Fortaleza (6 dias) (Rey et al., 2005) e do
que o do HIPJII entre 2001 e 2005 (3,5 dias) (Braga, 2007), aproximando-se do
encontrado em estudo italiano (2 dias) (Cascio et al, 2002a). Provavelmente, a
diminuicdo deste intervalo foi devido a introdugcdo de testes imunocromatograficos
que utilizam o antigeno recombinante rk39 (Kalazar Detect® e Diamed-IT Leish®.)
na investigacao diagnostica de LV.

Desde maio de 2010, kits do teste rapido Kalazar Detect® foram fornecidos
pelo MS e distribuidos pela Prefeitura Municipal de BH a hospitais de referéncia
(inclusive ao HIJPII) e a unidades de pronto atendimento. Concomitantemente, foi
iniciado o presente estudo, que propds a utilizagado do teste Diamed-IT Leish® em
casos suspeitos de LV. Deste modo, otimizou-se a realizagdo do diagnostico
laboratorial e houve a possibilidade de comparacdo da validade destes exames em
servico assistencial.

Maior positividade foi observada com o teste imunocromatografico Diamed-
IT Leish® (100%), resultado que estad de acordo com a avaliagdo multicéntrica da
OMS, na qual a maior sensibilidade foi observada com este teste (92,0%) (World
Health Organization, 2011b). Estudo multicéntrico também confirmou a alta
sensibilidade do Diamed-IT Leish® (93%) no Brasil (de Assis et al., 2011). Quanto
ao Kalazar Detect®, sua positividade de 85,4% ficou proxima aos valores de
sensibilidade descritos na avaliagdo da OMS (84,7%) (World Health Organization,
2011b) e em séries no Irad (82,4%) (Alborzi et al., 2006), Uganda (82,0%) (Chappuis
et al.,, 2005) e Quénia (84,7%) (Boelaert et al., 2008). Foi, contudo, inferior as
sensibilidades relatadas em pacientes de Montes Claros (MG) e Vitoria (90%)
(Carvalho et al. 2003) e em criangas hospitalizadas em Barcelona (96%) (Cruz et al.,
2006).

Deve-se ressaltar, ainda, a possibilidade de uso de sangue total, coletado
por puncao digital a beira do leito, para utilizagdo no kit Diamed-IT Leish®. Para o
Kalazar Detect®, ha necessidade de centrifugacdo da amostra e de pipetas para
obtencao de soro. Apesar de n&o configurarem restricbes para seu uso no HIJPII, as
demandas para uso deste ultimo teste sdo limitacbes a serem consideradas em

servigcos com menor estrutura laboratorial.
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A baixa positividade da RIFlI (66,7%) é dado relevante e difere da
sensibilidade observada em estudo brasileiro (92,0%) (Pedras et al.,, 2008) e de
resultados de pesquisa anterior no HIJPIl entre 2001 e 2005 (95,9%) (Braga, 2007).

Considerando que este método sorolégico é o teste diagndstico sugerido e
disponibilizado pelo MS para o sistema de laboratérios publicos do pais, sua
sensibilidade oscilante pode levar a atrasos no esclarecimento de quadros
sugestivos da doenga e na instituicdo de terapéutica adequada. Cabe comentar,
ainda, a orientagdo do MS que sugere repeticdo da RIFI em nova amostra apos 30
dias de resultado igual a 1:40 (Brasil, 2006a). Entendendo a LV como doenca
sistémica grave e potencialmente letal, o prazo de 30 dias € demasiado longo para
se aguardar a elucidacao diagnostica e, no HIJPII, optou-se por repetir a RIFI em
prazo mais curto e, concomitantemente, utilizar outros exames (pesquisa direta em
aspirado de MO e PCR em sangue periférico) para este fim.

Entre os pacientes nao participantes do estudo LV Brasil, apenas quatro
realizaram exames diagnosticos além da pesquisa de anticorpos especificos. Tal
propedéutica difere da relatada em estudos no Brasil e na Europa (Campos Jr, 1995;
Cascio et al., 2002a; Pastorino et al., 2002; Queiroz et al., 2004; Rey et al., 2005;
Petrela et al., 2010), onde a pesquisa direta do parasito em aspirado de MO foi
exame de primeira linha. Contudo, apdia-se nas diretrizes do MS, que consideram
caso confirmado de LV o paciente procedente de area endémica com quadro clinico
sugestivo e RIFI ou teste rapido positivo (Brasil, 2011b). No HIJPII, a pun¢do de MO
€ realizada somente em casos de diagndstico duvidoso.

Nos pacientes participantes do estudo LV Brasil, nos quais foi realizada
propedéutica mais extensa, observou-se pequena positividade da mielocultura
(18,2%), discrepante da pesquisa direta do parasito em aspirado de MO (81,8%).
Em estudos na Sicilia (Italia) (Cascio et al., 2002a) e em Sao Paulo (Pastorino et al.,
2002), também houve maior positividade na pesquisa direta do parasito do que na
mielocultura. Diferenca t&o significativa, semelhante a do presente estudo, foi
relatada em Trés Lagoas (MS), onde se observou positividade da pesquisa direta de
90,6% e da mielocultura de 23% (Oliveira et al., 2006). Contrariamente, em estudo
na india houve maior sensibilidade da cultura (97,8%), quando comparada ao exame
direto (60%) (Sinha et al., 1993). Como n&o se trata de procedimento executado na
rotina do HIJPII, é possivel que tenham ocorrido dificuldades técnicas para a coleta

de material adequado nestes casos, com amostras muito diluidas.
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Alta positividade do PCR em sangue periférico e em MO foi relatada em
estudos na ltalia (100% tanto para amostras de sangue periférico quanto para
amostras de MO) (Cascio et al., 2002b) e em Campo Grande (95,6% em sangue
periférico e 91,1% em MO) (Fraga et al., 2010), o que foi comprovado na presente
casuistica (100% de positividade tanto para amostras de sangue periférico quanto
para amostras de MO).

Questiona-se o emprego de métodos parasitolégicos, com amostras obtidas
a partir de puncdo de MO ou de baco, como base para a propedéutica da LV na
maior parte das areas endémicas. Tais procedimentos sao invasivos e dolorosos e a
pungao esplénica leva a risco de sangramento nos pacientes que apresentam
disturbios de coagulagdo, condicdo muito frequente naqueles com suspeita da
parasitose (Werneck et al., 2003). Além disso, a pesquisa direta € dependente de
examinador experiente e a cultura também exige equipe com destreza na coleta de
material adequado. O presente estudo aponta para a utilizagao dos testes rapidos no
diagndstico de casos iniciais da doenga, sendo possivel o emprego da PCR em
sangue periférico em recidivas ou casos duvidosos, tendo em vista a sensibilidade
elevada deste método. O manual mais recente do MS ja coloca os testes
imunocromatograficos, juntamente com a RIFI, como critério de confirmagao
laboratorial, mas mantém a indicacao de realizagdao de pungcdo de MO em todos os
casos suspeitos da doencga (Brasil, 2011b).

Todas as comparagbes realizadas entre os métodos diagndsticos
empregados em regides distintas devem ser avaliadas com certa restricdo, uma vez
que é necessario considerar as variagdes de acesso a propedéutica e qualidade de
sua execugao, especificas para cada local, além das diferengcas de espécies de
Leishmania envolvidas na doenga. Em especial, devem-se ressaltar as diferencas de
comportamento entre a L. (L.) infantum, prevalente na América, Europa e Asia
Central, e a L. (L.) donovani, agente etiolégico da LV no subcontinente indiano € no
leste africano. E bem documentado que os testes rapidos, independemente de
marca, apresentam maior sensibilidade nos pacientes do subcontinente indiano
(World Health Organization, 2011b).

Nos 37 pacientes nao incluidos no estudo LV Brasil, a indicagao de
tratamento seguiu, de um modo geral, as orientagbes do MS de 2006, que
preconizam a anfotericina B desoxicolato como medicacdo de escolha para
pacientes que preencham o critério de gravidade proposto no manual (Brasil,

2006b). Possivelmente, esta orientacdo mais recente justificou a menor utilizagao do
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Glucantime® como terapéutica inicial nos pacientes do HIJPIl em 2010 e 2011
(64,9%), quando comparado as séries brasileiras anteriores, incluindo a do mesmo
servigo entre os anos de 2001 e 2005 (93,6% a 100%) (Campos, 1995; Pastorino et
al., 2002; Queiroz et al., 2004; Rey et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Braga, 2007).

Trés pacientes com critérios de gravidade pelo MS-2006 receberam
Glucantime® como tratamento efetivo e evoluiram com melhora, sem necessidade
de troca de esquema terapéutico. Situagcdo semelhante foi descrita em hospital
universitario de Campo Grande, em que 11 pacientes graves pelo critério do MS-
2006 foram tratados com antimonial, porém com um obito e necessidade de troca de
esquema em outras trés criancas. O achado deste ultimo estudo corroborou, assim,
a indicac&o da anfotericina B desoxicolato nestes casos (Brustoloni et al., 2010). A
unica paciente que atingiu pontuagéo preditora de 6bito no escore do MS-2011 foi
tratada com anfotericina B desoxicolato. Entretanto, ressalta-se que, a despeito da
proposicdo do escore, neste ultimo manual ndo ha clareza na indicagao de
esquemas terapéuticos preferenciais para os pacientes com maior risco de evolugao
fatal, provavelmente pela escassez de literatura para embasa-la.

Com relacédo as trocas de medicagao realizadas, observou-se sua relativa
precocidade (média de 3,2 dias quando medicacao inicial foi Glucantime® e de 6,0
dias quando medicacéo inicial foi anfotericina B desoxicolato), sugerindo que estas
alteragbes foram baseadas mais provavelmente em reavaliagdo e mudanca de
conduta diante do quadro clinico inicial e ndo consistiam em resposta a falha
terapéutica. O paciente que necessitou de troca para anfotericina B lipossomal
devido a nefrotoxicidade da anfotericina B desoxicolato configura excecédo a esta
observacgao.

Em um lactente de cinco meses, a equipe assistencial optou por administrar
anfotericina B lipossomal apds suspensao da anfotericina B desoxicolato, que é a
medicacao indicada para criangcas menores de seis meses (Brasil, 2011b). Apesar
de nado estar apoiada pelas orientagcbes do MS, esta conduta foi respaldada pela
menor toxicidade e necessidade de menor tempo de internagao para tratamento da
LV com o uso da formulagdo lipossomal (Bern et al.,, 2006), associada a
disponibilidade e acesso facil a ela no municipio de BH.

A resolugcdo da febre ocorreu, em meédia, trés dias apds instituicdo de
medicacao especifica, o que esta de acordo com o descrito em manual do MS e com
resultados de séries pediatricas (trés a dez dias) (Pastorino et al., 2002; Cascio et
al., 2002a; Queiroz et al., 2004; Brasil, 2006a).
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Resposta clinica, com menores percentuais de prostracdo, edema,
petéquias e equimoses, foi evidenciada em T1 (entre 10 e 15 dias apds tratamento),
comprovando que a eficacia dos esquemas terapéuticos especificos € ponto a ser
observado nas avaliagdes clinicas sequenciais, ainda que o tratamento n&o tenha
sido ainda administrado na dose total preconizada (Brasil, 2006a).

Em T1 e T2 (40 a 60 dias apds inicio do tratamento), a persisténcia da
palidez, indicativo da anemia, reflete suas causas multiplas. A despeito de seu
aumento significativo, a alta hospitalar ainda observou-se valor médio da
hemoglobina inferior ao de referéncia, muito provavelmente devido a ferropenia, ja
descrita em criancas com LV em BH (Braga, 2007). Deste modo, sao necessarios
investigacdo da caréncia deste elemento e tratamento com suplemento em casos
especificos, visando recuperacdo completa da anemia e da palidez. Diferentemente,
os valores de plaquetas, leucdcitos e neutréfilos ja haviam atingido a normalidade no
momento da liberag&o hospitalar.

Em T1, a persisténcia da ictericia, indicando manutengdo da
hiperbilirrubinemia nas duas criangas que apresentavam este sinal em TO (antes do
inicio da medicagao), € justificada pela resolugao mais lenta desta anormalidade em
quadros de acometimento hepatico (Kader, Balistreri, 2007). Ressalta-se a melhora
da atividade inflamatéria no figado a alta, demonstrada pelas médias das
aminotransferases dentro dos valores de referéncia a alta hospitalar. A auséncia
significativa (maior de 50%) de informagdes sobre os valores de bilirrubina, albumina
e globulina a alta hospitalar impossibilitou a comparagédo com valores da admisséao.
Contudo, esta auséncia nao teve impacto na conducao dos casos, entendendo-se
que a recuperagao da hiperbilirrubinemia e da inversdo entre albumina e globulina
se da mais tardiamente (Brasil, 2006a).

Observou-se diminuicao discreta do numero de pacientes que apresentavam
visceromegalias em T1. Em T2, constatou-se, ainda, percentual significativo de
criangas com hepatomegalia (61,9%) e esplenomegalia (52,4%), apesar de redugéo
estatisticamente significativa da média do tamanho de ambos os 6rgéos. Houve
reducao de 40,3% do figado e 52,8% do bago neste ultimo momento, tendo como
base TO. De acordo com as observagdes de Pedrosa et al., a diminuicdo de
tamanho das visceras ocorreria mais rapidamente em pacientes com menor tempo
de evolucdo de doenca (Pedrosa, Rocha, 2004). A demora de reducdo das
visceromegalias das criangas internadas no HIJPII entre 2010 e 2011, cujo tempo de

sintomas foi inferior ao de outros estudos nacionais (Campos Jr, 1995; Pastorino et

87



al., 2002; Pedrosa, Rocha, 2004; Queiroz et al., 2004; Rey et al., 2005; Oliveira et
al., 2006), nao confirma estas observacgoes.

Ha relatos de redugao de figado entre 20,8% e 54,0% e de bago entre 37,3%
e 63,2%, considerando-se seus tamanhos absolutos a admissao e a alta hospitalar
(Pastorino et al., 2002; Pedrosa, Rocha, 2004; Rey et al., 2005; Caldas et al., 2006).
Contudo, comparacgdes dos dados do presente estudo com estas casuisticas devem
ser elaboradas criteriosamente, uma vez que, no primeiro, foram analisadas as
medidas das visceras ajustadas por SC entre TO e T2 (40 a 60 dias apds inicio do
tratamento), momento em que a grande maioria das criangas ja havia terminado o
tratamento ha algum tempo e encontrava-se no domicilio. Optou-se pelo emprego de
medidas de figado e bago ajustadas por SC, ja utilizado em outro estudo de casos
de LV (Costa, 2009), devido a grande variagdo de idade, peso e estatura dos
pacientes avaliados, o que dificultaria a interpretacdo e comparacdo dos valores
absolutos.

Percentual significativo das criangas (64,6%) apresentou infecgdo em algum
momento de sua evolucdo. A maior parte das infecgdes presentes a admissao foi
classificada como neutropenia febril sem foco identificado (16 casos - 33,3% do total
de pacientes) e, entre as hospitalares, a pneumonia e as IVAS foram as mais
frequentes (seis pacientes — 12,5% do total de pacientes).

A definigcdo de neutropenia febril em pacientes com LV é bastante complexa,
uma vez que a febre e a pancitopenia, incluindo neutropenia, sdo caracteristicas da
doencga. Além disso, a situagao clinica e imunolégica de pacientes oncoldgicos com
neutropenia secundaria a quimioterapia difere significativamente da dos pacientes
com a parasitose, ndo havendo estudos que validem a aplicagao das diretrizes
propostas para os primeiros naqueles com LV (Freifeld et al., 2011). Contudo, como
0s quadros infecciosos estdo associados a evolugdo grave e oObito (Barati et al.,
2008; Sampaio et al., 2010; Costa et al., 2010), o MS recomenda administracéo de
antibidticos para todos os doentes com neutropenia inferior a 500 células/mm?®
(Brasil, 2011b).

No HIJPIlI, estas recomendagbes s&o seguidas e, dependendo das
condicdes gerais do paciente, eventualmente o antimicrobiano é introduzido mesmo
com valores de neutrofilos acima deste limite. Neste estudo, por definicdo, a
administracao de antibiético por indicacao clinica foi considerada como indicativo de
infeccdo, ainda que na auséncia de comprovacdo microbioldgica. E possivel que

esta definicdo, juntamente com a conduta de introdugdo precoce de antibioticos,

88



justifique o maior percentual de infec¢des relatado neste hospital de BH, tanto a
admissdo quanto durante a internagdo hospitalar, quando comparado a literatura
(10,8% a 52,5%) (Cascio et al., 2002a; Pastorino et al., 2002; Pedrosa, Rocha, 2004;
Rey et al., 2005). Em estudo retrospectivo no Piaui, neutropenia aumentou a chance
de evolugdo para o6bito, sugerindo-se que a pesquisa de quadro infeccioso e a
introdugcédo empirica de antimicrobiano sejam precoces nestes casos, 0 que respalda
a conduta adotada no HIJPII (Costa et al., 2010).

Em estudos na Italia (Cascio et al., 2002), Recife (Queiroz et al., 2004), Sado
Paulo (Pastorino et al., 2002), Macei6é (Pedrosa, Rocha, 2004) e Fortaleza (Rey et
al., 2005; Rocha et al.,, 2011), o sitio mais freqlente de infecgdo foi o pulmao.
Excetuando-se os casos de neutropenia febril, a pneumonia também apresentou a
maior frequéncia entre os quadros infecciosos no presente estudo. Deve-se atentar
para a limitacao da definicdo de pneumonia da OMS nestes casos, na qual apenas a
presenca de febre, tosse e taquipneia sdo definidoras deste quadro (Singh, Aneja,
2011). A febre é sinal muito inespecifico e a tosse e a taquipneia podem resultar de
pneumonite intersticial relacionada a LV (Duarte et al., 1989; Tuon et al., 2009) e de
restricdo toracica causada por hepatosplenomegalia volumosa. Deste modo, esta
justificada a orientacdo do MS sobre solicitagdo de radiografia de térax a admissao
de pacientes com LV, uma vez que o exame podera ser util para definicdo de
infeccdo pulmonar neste momento ou como parametro de comparagédo no caso de
suspeita diagnostica de tal quadro posteriormente, sempre considerando-se o
quadro clinico do paciente (Brasil, 2006b).

Ressalta-se que, em alguns pacientes, o tempo de tratamento (dois ou trés
dias) de infecgdes foi inferior ao considerado efetivo na literatura (Singh, Aneja,
2011; Freifeld et al., 2011), possivelmente devido a reavaliagdo clinica que
descartou a hipotese infecciosa.

Sangramento é fator de risco reconhecido para 6bito em LV (Lyons et al.,
2003; Collin et al., 2004; Costa et al., 2010) e, em séries pediatricas, esteve
associado a oObito em até 59% dos casos (Campos Jr, 1995; Rey et al.,, 2005;
Sampaio et al., 2010). Apesar de apresentar frequéncia significativa (22,9%),
inclusive superior a descrita no mesmo hospital entre 2001 e 2005 (16,6%) (Braga,
2007), a maior parte dos sangramentos foi caracterizada como epistaxe, geralmente
de menor volume e gravidade.

A indicagcdo de hemoderivados nos casos de LV conduzidos no HIJPII

segue, prioritariamente, definigdo clinica individualizada e nao parametros
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hematolégicos pré-estabelecidos, diferentemente do que ocorre em outras doencgas
(Fundagdao Centro de Hematologia e Hemoterapia de Minas Gerais, 2010). A
frequéncia de pacientes que necessitaram de alguma hemotransfuséo (31,2%) foi
inferior a relatada em Recife (49,4%) (Queiroz et al.,2004).

Deve-se ressaltar a auséncia de obitos na coorte acompanhada, sendo que
0 ultimo paciente internado no HIJPIl com evolugao fatal foi notificado em 2008.
Possivelmente, a introdugcdo dos testes rapidos, que conferiu maior rapidez a
investigacdo diagnostica, e a administracdo de anfotericina em pacientes com
quadro grave, influenciaram esta taxa de letalidade baixa.

Entre todos os residentes de BH que apresentaram a doencga entre 2006 e
2011, a taxa de letalidade foi de 14,1% e, quando avaliadas somente as criangas e
adolescentes até 14 anos, tal taxa foi bem inferior, com valor de 2,9% (Prefeitura de
Belo Horizonte, 2011). Este ultimo numero aproxima-se do relatado em estudo no
HIJPIl entre os anos de 2001 e 2005, que observou letalidade de 3,6% (Braga,
2007). Também ¢é notoria a diferenga destes percentuais de Obitos com os
constatados em outras séries pediatricas no Brasil, cujas taxas de letalidade
variaram de 6,4% a 12,6% (Campos Jr, 1995; Pastorino et al., 2002; Pedrosa,
Rocha, 2004; Rey et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Sampaio et al., 2010). Estes
dados indicam a necessidade de estudos detalhados que comparem fatores de risco
para Obito entre criangas de localidades com taxas de sucesso terapéutico
diferentes, e entre as populagdes pediatricas e adultas portadoras de LV no
municipio de BH, visando identificar medidas capazes de diminuir o niumero de
casos com evolucgao fatal. Nestes estudos, além da investigacdo do quadro clinico e
de comorbidades no momento da internacéo, deveriam ser pesquisados o0 acesso de
pacientes ao servigo de saude, desde o nivel ambulatorial até o hospitalar, e o grau
de capacitacdo das equipes assistenciais com relacdo a LV.

Para quantificacdo da carga parasitaria, optou-se pelo uso do fragmento do
gene SSU rRNA, que esta presente em aproximadamente 160 copias no genoma de
Leishmania e, assim, confere alta sensibilidade ao ensaio. No estudo, comprovou-se
esta caracteristica, com positividade detectada em todos os doentes em TO (antes
do inicio do tratamento) e com limite de detecgao equivalente a conteudo de DNA
uma célula de Leishmania (van Eys et al., 1992).

Optou-se, ainda, pelo emprego do numero de copias de SSU rRNA
normalizado em relagdo ao gene da [(-actina humano, em detrimento da utilizagdo

de medida de parasitos por volume de sangue total, mais usual na literatura. Caso
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esse método fosse usado, a inexatiddo do numero de cépias do fragmento avaliado
no genoma levaria a estimativa imprecisa do numero de protozoarios nas amostras.
Deste modo, a utilizacdo do numero de cépias de SSU rRNA reflete mais fielmente a
carga de DNA em sangue total e ajusta os dados quanto a diferengas nos processos
de extracao de DNA e pipetagem das amostras. Deve-se ressaltar que, devido ao
uso de alvos génicos e processos de normalizagao distintos, ndo é possivel
comparar, em termos absolutos, o numero de copias do fragmento génico com os
relatados em estudos anteriores, mas é relevante analisar a dindmica da carga em
momentos especificos do curso clinico nas séries ja descritas.

Observou-se variacdo muito ampla entre o numero de cépias de SSU rRNA
dos pacientes em T0, o que também foi relatado por outros autores que
acompanharam pacientes com quadro clinico de LV na Franga (Mary et al., 2004;
Mary et al., 2006), Italia (Bossolasco et al., 2003), Tunisia (Aoun et al., 2009) e india
(Sudarshan et al., 2011). No presente estudo, ndo foram constatadas diferencas
entre as cargas parasitarias apresentadas pelos pacientes com distintas
caracteristicas demograficas, clinicas ou laboratoriais. O numero de copias de SSU
rRNA antes do inicio de tratamento especifico também nao apresentou associagao
com categorias de gravidade e escores preditores de o6bito, utilizando diferentes
critérios. O relativamente pequeno numero de pacientes incluidos pode ter limitado
estas comparacgdes, exigindo-se, assim, avaliagdo com amostra mais ampla.

Na Italia, foi constatada menor carga parasitaria em criangcas, comparado-a
aos valores encontrados em adultos coinfectados e nao coinfectados pelo HIV, que
foram semelhantes (Antinori et al., 2009). Auséncia de diferenca na carga entre
paciente imunossuprimidos e imunocompetentes foi relatada na Franca (Mary et al.,
2006), o que difere do encontrado em estudo no Piaui, em que maior conteudo de
DNA do parasito foi dosado em pacientes com LV e infecgdo pelo HIV (Zacarias et
al., 2011).

A associagado da carga parasitaria com idade e coinfecgdo com HIV, ainda
que controversa, aponta para a influéncia da resposta imune na determinacédo da
multiplicacdo do parasito. Ha relato de correlagao significativa entre o conteudo de
DNA e niveis de interleucina 10 (IL-10) em sangue periférico de pacientes com LV
na india, sugerindo esta citocina reguladora como biomarcador de gravidade da
infeccdo (Verma et al., 2010). Em céaes, foram descritos niveis elevados de IL-4
relacionados a carga mais alta em linfonodos durante quadro inicial da doenca

(Manna et al., 2008c) e, paradoxalmente, observou-se, em outro estudo, correlagao
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entre niveis de TNF-a e numero de cépias de fragmento génico em amostras de
baco (De F Michelin et al., 2011). Tais dados denotam a complexidade da relagao
entre a resposta imune e a infeccdo por Leishmania e estudos envolvendo a
quantificacdo do parasita poderao acrescentar muito na compreensao desta.

Queda significativa no numero de cépias de SSU rRNA foi observada
quando comparados T1 (10 a 15 dias ap6s inicio do tratamento) e T2 (40 a 60 dias
apos inicio do tratamento) a TO, o que & compativel com a administragdo de
tratamentos efetivos para LV e ja foi descrito em outros estudos, nos quais foram
empregadas técnicas de PCR convencional ou quantitativa (Osman et al., 1998;
Lachaud et al., 2000; Pizzuto et al., 2001; Cascio et al., 2002b; Maurya et al., 2005;
Mary et al., 2006; Aoun et al., 2009; Antinori et al., 2009; Sudarshan et al., 2011).

Constatou-se persisténcia de carga parasitaria positiva em 11 pacientes
(23,9% do total de pacientes testados neste momento) em T1 e em quatro (9,3% do
total de pacientes testados neste momento) em T2. Todas estas criangas
apresentaram melhora clinica ao final do acompanhamento. Este dado é
concordante com o observado em estudos com pacientes pediatricos
imunocompetentes na Tunisia (Aoun et al., 2009) e na Espanha (Cruz et al., 2006),
onde queda ou negativacdo da PCR foram relatadas apds periodo longo apds
tratamento (até seis meses de acompanhamento).

Clareamento mais lento da parasitemia ¢é descrito em pacientes
imunossuprimidos (Lachaud et al., 2000; Fisa et al., 2002; Bossolasco et al., 2003;
Antinori et al., 2007), o que nao justifica o achado na casuistica estudada, uma vez
que nao havia nenhuma crianga com comorbidade que influenciasse
significativamente a resposta imune.

A queda do numero de cépias de SSU rRNA ocorreu independentemente do
tipo de medicacdo administrada, o que difere do relatado na Italia, onde observou-
se, por meio de PCR convencional, auséncia de fragmentos génicos mais
precocecemente em criangas tratadas com anfotericina B lipossomal (mediana de
seis dias) do que naquelas que receberam antimonial (mediana de 14 dias) (Cascio
et al., 2002b). Divergindo desse achado, em estudo realizado em BH, 94,7% dos
pacientes tratados com Glucantime® apresentou resultado negativo de PCR
convencional em intervalo maximo de sete dias apos o término do tratamento (Disch
et al., 2004).

Cabe ressaltar que a reducédo da carga parasitaria parece ocorrer muito

precocemente, com declinio mais significativo até a primeira semana apds inicio de
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tratamento (Mary et al., 2006; Sudarshan et al., 2011). Deste modo, as inferéncias
do presente estudo sobre a queda do numero de cépias de SSU rRNA, em especial
sobre a influéncia do tipo de medicagdo nesta diminuigdo, sao limitadas, ja que o
intervalo entre a introducdo de esquema terapéutico e a coleta subsequente de
amostra foi de 10 a 15 dias.

Diante da tendéncia mundial de avaliagdes sobre tratamento combinado, a
negativacdo da carga parasitaria em todos os pacientes que foram tratados com
dose unica de anfotericina B lipossomal seguida de Glucantime® intravenoso pode
ser considerada favoravel a sua adog¢ao. No entanto, tal resultado foi obtido em
namero muito pequeno de pacientes (cinco) e estudos avaliando a cinética dos
fragmentos génicos, inclusive apos cada etapa do tratamento, devem ser realizados.

Em T2, dois pacientes apresentaram nova positivagdo da carga parasitaria,
apos té-la negativado em T1. Ambos apresentavam melhora clinica significativa e
foram considerados clinicamente curados. Assim, de modo diferente ao descrito
para imunossuprimidos (Bossolasco et al.,, 2003; Mary et al., 2006), este
reaparecimento de parasitemia parece nido estar associado a recidiva da doenca.
Aventa-se a possibilidade de ocorrer liberagdo de parasitos de o6rgaos para a
corrente sanguinea apoés o inicio do tratamento, o que justificaria incremento em
relacdo a carga pré-tratamento (Sudarshan et al.,, 2011). Contudo, como o
reaparecimento dos fragmentos génicos foi posterior ao término do tratamento (entre
40 e 60 dias apos o inicio do tratamento), € pouco provavel que esta seja a
justificativa para este achado. A detec¢cao de DNA livre, e ndo de parasitos viaveis, €
outra explicacao plausivel para o achado (Fisa et al., 2002). Como as criangas, em
T2, ja estavam em seus domicilios em areas endémicas, a hipétese de reinfeccéo
nao pode ser excluida.

A gPCR mostrou sensibilidade muito alta, identificando todas as criangas
com LV. Além desta caracteristica, a identificacdo do material genético do parasito
propicia especificidade elevada a técnica que fornece, também, resultados mais
rapidos do que as técnicas de biologia molecular convencionais, com menor risco de
contaminagao durante sua execucao.

No entanto, a demanda por equipamentos e pessoal capacitado e seu custo
elevado, de US$9,00 por amostra (Dra. Luciana Gomes, LPC, CPgRR, FIOCRUZ —
comunicagéo pessoal), podem restringir sua aplicaco rotineira. E necessario que se
avalie fluxo propedéutico capaz de otimizar o emprego da qPCR, priorizando casos

de diagnostico duvidoso e aqueles com maior risco de recidivas.
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E relevante ressaltar a limitacdo da classificacdo de evolucdo grave
empregada no atual estudo. Todas as intervencdes que compuseram este desfecho
— internagdo em UTI, administracdo de aminas, VM e transfusdo de hemoderivados
— estdo sujeitas a decisbes subjetivas, dependentes da avaliagdo da equipe
assistencial. Apesar de o HIJPII ser instituicdo de referéncia e, na grande maioria
das vezes, disponibilizar estas medidas a todas as criangas que delas necessitam, a
oportunidade diferenciada destes tratamentos também pode ter influenciado a
evolucdo de cada individuo.

Existe descricdo escassa na literatura sobre aplicacdo e validacdo de
critérios para gravidade de LV. No presente estudo, 18,7% das criangas foram
classificadas como graves pelo critério do MS-2006, percentual superior ao descrito
em populagéo pediatrica hospitalizada pela doenga em Campo Grande (11,2%), na
qual, paradoxalmente, observou-se letalidade superior (2,6%) a da série do HIJPII,
entre 2010 e 2011 (Brustoloni et al., 2010). Possivelmente, existem fatores
relacionados a assisténcia durante a internagdo hospitalar que justifiquem esta
incongruéncia entre o numero de pacientes graves a admisséo e a taxa de letalidade
nos dois servigos, mas deve-se questionar também se o critério de gravidade do MS-
2006 tem realmente poder de identificar os pacientes com maior chance de evolugao
grave ou fatal.

Este questionamento é reforgado pela sensibilidade baixa (31,2%) deste
critério para detectar aqueles que, ao longo da internagao, apresentaram evolugéo
grave no presente estudo. Destaca-se, ainda, seu VPP de 55,5%, indicando que
quase metade das criancas classificadas como graves a admissao evoluiram sem
necessidade de medidas mais invasivas para resolugéo do quadro.

O escore preditor de o6bito proposto pelo MS-2011 é passo a frente na
classificagao de gravidade, considerando variaveis multiplas, com pesos diferentes,
a fim de se identificar, de maneira mais acurada, aqueles com risco de evolugao
fatal. Contudo, sua validagdo ocorreu somente no servico em que foi elaborado, em
Teresina, sendo necessaria sua aplicagcao e avaliacdo criteriosa em outras areas
endémicas, com realidades demograficas e assistenciais distintas (Costa, 2009;
Brasil, 2011b).

Houve restricdo importante da validacdo dos escores preditores de obito
devido a auséncia de 6bitos na coorte estudada. A despeito disso, a especificidade
muito alta do sistema de pontuagdo do MS-2011 (97,9%) faz com que seja aventada

a hipotese de que o ponto de corte estabelecido seja muito alto, favorecendo a
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especificidade em detrimento da sensibilidade. Entende-se que, nestas
classificagdes, a sensibilidade é a medida que deve ser mais acurada, visando a
instituicdo precoce de intervencdes capazes de evitar o 6bito em todos aqueles com
maior risco para este desfecho.

Na avaliacédo de fatores de risco para evolugao grave, além da limitagao da
definicao de critério de evolugao grave, deve-se destacar que o nimero pequeno de
criangas acompanhadas restringiu as conclusées. Contudo, acredita-se que os
parametros que apresentaram associagao significativa nesta amostra apontam para
caracteristicas que deverao ser sempre investigadas na condugao do paciente.

Todos os fatores significativamente associados a evolugdo grave — idade
menor que 12 meses, taquidispneia, infecgao, figado com medida ajustada por SC
superior a 10 cm, hemoglobina menor ou igual a 7mg/mm?®, plaquetas menores ou
iguais a 50.000 unidades/mm?® e albumina sérica com valor inferior a 2,5g/dL — s&o
caracteristicas clinicas e laboratoriais facilmente acessiveis aos pacientes admitidos
no HIJPII, o que possibilita sua pesquisa sistematica em casos suspeitos de LV.

Idade inferior a um ano ja foi relacionada a maior letalidade em estudo de
Fortaleza (Rey et al., 2005). Estudos na Africa, incluindo populagbes de todas as
faixas etarias, descreveram, também, maior risco de 6bito em criangas mais velhas,
0 que possivelmente ¢é influenciado pelas condigcbes socioecondmicas muito
precarias neste continente (Collin et al., 2004; Mueller et al., 2009).

Taquidispneia foi descrita como fator de risco para ébito em outros estudos
pediatricos e sua relagdo com a gravidade pode ser multicausal, sugerindo
pneumonite intersticial pela prépria LV, quadro infeccioso pulmonar ou restricao
toracica devido a visceromegalias muito volumosas (Costa, 2009; Sampaio et al.,
2010). Deste modo, sua etiologia deve ser investigada criteriosamente, para que
medidas adequadas a cada situagcao sejam tomadas em tempo habil.

A presenca de infeccao concomitante a quadro de LV é causa de o6bito
reconhecida (Rey et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Barati et al., 2008; Sampaio et
al., 2010; Costa et al., 2010). Entretanto, com relagéo aos dados do presente estudo,
cabe a ressalva de que foram incluidos todos os que receberam tratamento para
neutropenia febril, independentemente de confirmagao laboratorial, o0 que ampliou o
grupo de pacientes que apresentou infecgdo, de modo diferente ao descrito na
literatura. Deste modo, notou-se que, mesmo com prescricdo de antimicrobiano

profilatica, observou-se que aqueles que necessitaram dela evoluiram com maior
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gravidade, com risco potencial de 6ébito, que talvez tenha sido evitado por esta
medida.

A hepatomegalia foi fator de risco para evolugdo grave nas criangas
internadas no HIJPII. Este achado ndo apresenta descricdo nos estudos anteriores.
A presenca de esplenomegalia, por sua vez, foi considerada fator de risco para
evolugao fatal no Sudao, em menores de 16 anos (Collin et al., 2004).

A anemia e a plaquetopenia aumentam o risco para 6bito (Werneck et al.,
2003; Collin et al., 2004; Sampaio et al., 2010; Costa et al., 2010), dado que foi
corroborado pelos achados do presente estudo, relacionando-as a evolugao grave.
Nao se pode considerar que estas duas variaveis estiveram intrinsecamente ligadas
ao desfecho grave, que tinha como um de seus componentes a administragdo de
hemoderivados, uma vez que a indicagdo das hemotransfusdes seguiu parametros
clinicos, e nao pontos de corte previamente definidos.

Niveis baixos de albumina, por sua vez, nado haviam sido anteriormente
associados a gravidade do quadro de LV, talvez pela dificuldade de acesso a este
exame bioquimico em areas endémicas com recursos mais restritos. Importante
ressaltar que o edema, que tem como uma de suas causas a hipoalbuminemia, nao
foi identificado como fator de risco para evolugao grave.

A carga parasitaria, avaliada por meio da gPCR, ndo mostrou associagao
significativa com evolugdo grave nos pacientes estudados, o que difere do
inicialmente esperado. Difere, também, do descrito em estudo no Sud&o, onde
parasitismo elevado em aspirado esplénico foi relacionado a maior risco de 6bito
(Seaman et al., 1996) e do observado em Teresina, onde numero elevado de
parasitos em MO levou a maior chance de evolugao fatal por sangramento (Costa et
al., 2010). Deve-se destacar, contudo, que estes resultados foram obtidos em
avaliagbes microscépicas de orgaos diretamente parasitados pelas espécies de
Leishmania, o que pode divergir de achados de métodos de biologia molecular em
sangue periférico.

E bem determinado que pacientes assintomaticos apresentam menor
quantidade de material genético do parasito detectavel, quando comparados aos
sintomaticos (Mary et al., 2006). Utilizando o mesmo alvo génico empregado no
presente estudo, observou-se que o valor médio da carga parasitaria em criangas
assintomaticas residentes em BH foi de 56,5 parasitos/mL de sangue, considerado
expressivamente inferior a média da carga dos pacientes com a doenga manifesta
(3.499.697 parasitos/mL) (Marques, 2010).
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As divergéncias sobre a influéncia da carga parasitaria na evolugéo clinica e
a diferenca do numero de fragmentos génicos em pacientes sintomaticos e
assintomaticos sugerem que, de alguma maneira, a carga parasitaria influencia a
apresentacado da infeccdo e da doenca, com provavel intermediacdo da resposta
imune, e evidenciam a necessidade de estudos na area.

Os manuais do MS, que ressaltam os pontos mais relevantes da LV e
orientam quanto a propedéutica e tratamento especifico e suportivo, sdo de grande
importancia na assisténcia dos pacientes com quadro suspeito da doenca,
principalmente em localidades de acesso mais dificil e onde os profissionais de
saude possuem menos experiéncia na conducdo dos casos. Contudo, persistem
ainda muitas lacunas em suas diretrizes, decorrentes da insuficiéncia de estudos.

Algumas destas lacunas foram evidenciadas neste trabalho prospectivo, que
descreveu a evolugao clinica e a da carga parasitaria de criangas hospitalizadas
com LV. Mais significativamente, a presente pesquisa apontou para campos a serem
estudados com maior urgéncia — necessidade real de procedimentos invasivos para
diagndstico de LV, comparagdo da evolugdo clinica dos doentes internados no
HIJPIl com as de servicos com taxas maiores de letalidade, padrao de redugao do
material genético do parasito em diferentes esquemas terapéuticos, significado
clinico da persisténcia da carga parasitaria apdés tratamento, validagdo de
classificagdes e escores de gravidade ja propostos e definigdo de fatores de risco
para gravidade, especificos para cada instituicdo ou localidade.

Visando assisténcia de melhor qualidade aos pacientes pediatricos com LV,
em especial aqueles internados no HIJPII, o presente estudo propde a realizagao de
PCR em sangue periférico, método que demonstrou positividade elevada, nos casos
em que exames de pesquisa de anticorpos (RIFI ou testes rapidos) ndo sejam
conclusivos, em substituicido a pesquisa direta do parasito e cultura de aspirado de
medula 6ssea. Propbe-se, ainda, a avaliacdo dos fatores de risco identificados em
todos os pacientes, com objetivo de identificagdo precoce daqueles com maior

potencial de evolugao desfavoravel.
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6 CONCLUSAO
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e O quadro clinico e laboratorial das criangas hospitalizadas com
diagnostico confirmado de LV foi semelhante ao descrito na literatura, sendo
caracterizado por febre, distensdo abdominal, palidez, prostracdo e
hepatosplenomegalia, associadas a anemia, plaquetopenia, leucopenia, diminui¢ao
da atividade de protrombina, elevacao de aminotransferases hepaticas e redugao da
albumina sérica.

e O diagnéstico do primeiro episoddio de LV pbéde ser definido a partir de
técnicas ndo invasivas, como os testes imunocromatograficos, em todas as criangas,
sem necessidade de realizacdo de procedimentos como a pungdo de MO. Nos
casos em que a pesquisa de anticorpos especificos ndo for conclusiva para o
diagndstico, como em recidivas, a realizacdo de PCR em sangue periférico, pelo
método convencional ou quantitativo, € alternativa que mostrou adequada
sensibilidade.

e Apds administracdo de tratamento especifico, houve melhora clinica de
todos os pacientes, mas com resolugdo mais lenta da palidez e da anemia.

e A classificagdo de gravidade proposta pelo MS-2006 ndo se mostrou
acurada para predizer evolugao grave em criangas hospitalizadas por LV.

e A carga parasitaria antes do inicio do tratamento especifico apresentou
ampla variagdo em criangas com LV e esta variagdo n&o se associou a
caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais a admissdo. Houve queda
significativa do numero de cépias de SSU rRNA apds inicio de tratamento especifico
nos pacientes avaliados. Contudo, quatro apresentaram melhora clinica mas
persistiram com carga detectavel em sangue periférico apds término de esquema
terapéutico.

e Nao foi observada correlagcdo entre a carga parasitaria e diferentes
classificagdes de gravidade a admissdo e evolugdo grave durante a internacao
hospitalar.

¢ |dade menor que 12 meses, taquidispneia, infecgao, figado com medida
ajustada por SC superior a 10 cm, hemoglobina menor ou igual a 7 mg/mm?,
plaquetas menores ou iguais a 50.000 unidades/mm? e albumina sérica com valor
inferior a 2,5 g/dL foram considerados fatores de risco para evolugdo grave em

criangas com LV.
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7 ANEXOS
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7.1 Métodos e valores de referéncia de exames laboratoriais do HIJPII

Tabela 19 - Valores de referéncia para hemograma, por faixa etaria (limite minimo -
limite maximo)

Exame Laboratorial Até 6 6-12 1-2 2-6 6-12
meses meses anos anos anos

Hemoglobina (mg/mm3) 10,8 — 11,3 — 11,3 - 11,7 — 12,0 —

12,2 12,5 12,3 13,7 14,4

Hematocrito (%) 35 - 41 37 - 41 37 - 41 34 - 41 36-42

Plaquetas (unid/mm?) 150.000 — 450.000

Leucdcitos (cél/mm’) (x10°) 6,0-17,5 6,0-175 60-170 50-145 45-135

Neutréfilos (cél/mm?®) 1,0-8,5 1,5-8,5 1,5-8,5 1,5-8,0 1,8 —8,0

Método: Citoquimica e citometria de fluxo

Tabela 20 - Métodos e valores de referéncia de atividade de protrombina e exames
bioquimicos (limite minimo - limite maximo)

Exame Laboratorial Método Valores de Referéncia

Atividade de protrombina Mecanica de coagulagao 70-100

(%)

AST (UI/L) IFCC 15-37

ALT (UI/L) IFCC 30 - 65

Bilirrubina total (mg/dL) Colorimétrico Jendrassik-Grof <1,00

Albumina (g/dL) Colorimétrico Purpura de 3,4-5,0
bromocresol

Globulina (g/dL) Reacao de Biuret a ponto final 1,4-3,2
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7.2 Ficha de acompanhamento clinico e laboratorial

Ficha de Acompanhamento Clinico-Laboratorial
Leishmaniose Visceral - HIJPII

Iniciais Numero da pesquisa

IDENTIFICACAO

1.ProntuarioH[JPII:| | | [ | | |

2. Data de nascimento: / /

3.Sexo. QMasculine  Feminino

4. Data da internag&o: 5. Data da alta:
ey [
6. Data da entrada na pesquisa: / /

12 ANAMNESE - PRE-TRATAMENTO

7. Tempo de sintomas: I:I:D dias

8. Apresentou febre? O Sim QOUNio O Sem informacio

9. Esteve prostrado? O Sim ONio O Sem informacio
10. Apresentou hiporexia? O Sim QWNio O Sem informacio

11. Apresentou perda de peso? OSim QMNic O Sem informacio
12. Apresentou palidez? QSim QNiZe O Sem informacdo

13. Apresentou edema? Tipo? QNio O Localizado Q Generalizade O Sem informacio

14. Apresentou diarréia? O Sim ONdo O Sem informagido

15. Apresentou vomito? QO Sim QNdc Q Sem informagdo

16. Apresentou dor abdominal? O Sim QNic QO Sem informagdo

17. Apresentou distensdo abdominal? O Sim OUNio QO Sem informagdo

18. Apresentou petéquias e/ou equimoses? O Sim QUNic Q Sem informacdo

19. Apresentou epistaxe? O Sim QWNio Q Sem informacgio

20. Apresentou gengivorragia? O Sim QNio O Sem informacdo

21. Apresentou sangramento digestivo (exceto gengivorragia)? O Sim  QNzo O Sem informacgio

22. Apresentou sangramento em trato respiratério (exceto epistaxe)? O Sim QNac Q Sem infermagio
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Ficha de Acompanhamento Clinico-Laboratorial
Leishmaniose Visceral - HIJPII

Iniciais Numero da pesquisa

[TTTT] []

23. Apresentou sangramento em trato genito-urinario? O Sim QW&o O Sem informacdo

24. Apresentou sangramento do sistema nervoso central? O Sim

25. Numero de episodios de hemorragias: EI:l

26. Apresenta imunossupress&o? Tipo?
Q Nao
O HIV/Aids

QNio Q Sem informagdo

OUso de corticéide oral por mais de 2 semanas, em dose > lmg/kg/dia

QO Uso de cutras drogas imunossupressoras
Q Desnutrigdo prévia
Q Outras

Q Sem informacio

19 EXAME FiSICO - PRE-TRATAMENTO

27. Peso: | gramas

28. Percentil de peso:
O< p3 Op3-pl5 QOpl5-p50 Qp50-p85 Qp85-p97

29. Altura: :I:l:lcm

30. Percentil de altura:
0O< p3 OQOp3-pl5 Qpl5-p50 QOpS50-p85 Qp85-p97

31. Esta prostrado? O Sim QN&o O Sem informagdo

32. Esta desidratado? Q Sim QUNio Q Sem informacao

33. Apresenta ictericia? O Sim QN&c O Sem informagdo

34, Apresenta palidez? O Sim QUNac QO Sem informagdo

Q> p9" (QOMNao se aplica

Q> p% (QNido se aplica

35. Apresenta méa perfusdo? O Sim OWNao O Sem informagdo

36. Apresenta hipotensdo arterial? O Sim QWNZc QO Sem informacaoc

37. Apresenta edema? Tipo? QNic Localizade (Q Generalizade  Sem informagéo

38. Apresenta petéquias/equimoses? O Sim QONao QO Sem informagio

39. Apresenta figado palpavel? O Sim QWNio O Sem informagdo  40. Medida do figado: |:|:|cm

41. Apresenta bago palpavel? O Sim OMNio QO Sem informagdo 42. Medida de bago: D] cm

. Page 2 of 8
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Ficha de Acompanhamento Clinico-Laboratorial
Leishmaniose Visceral - HIJPII
 nicisis  Nmero da pesquisa.

LI [0

INVESTIGACAO DIAGNOSTICA
43. Teste rapido rk39 Kalazar Detect:

O Positive QNegativoe O Inconclusivo/Indeterminade Q Nio realizado O Sem informagio

44, Teste rapido rk39 ITLeish:

QO Positive QMNegativo O Inconclusivo/indeterminade O N3c realizadoe O Sem informagido

45. RIFI:

QPositivo QMNegative O Inconclusivo/indeterminade QNio realizado Q Sem informacdo

46. Aspirado de medula éssea:
O Positive (QMHegativo O Inconclusivo/indeterminade Q WN&o realizado Q Sem informacgio

47. Mielocultura:

Q Positive QNegative Q Inconclusivo/indeterminade Q Nio realizade Q Sem informagio

48. PCR em sangue periféerico:

Q Positive (QMHNegative Q Inconclusive/indeterminade QO N3c realizado Q Sem informacdo

49. PCR em medula dssea:

QO Positivoe (QMNegativo  Inconclusivo/indeterminado QMN3oc realizade O Sem informagio

TRATAMENTO

50. 1* Medicagdo iniciada: O Glucantime O Anfotericina desoxicolato QAnfotericina lipossomal

51. Houve contra-indicagio ao glucantime? O sim QWNic O Sem informacido
52. Motivos para contra-indicagéo ao glucantime:

QO Gravidade clinica

Q Idade do paciente

OAlteracdo bioguimica hep&tica/pancredtica

QElevagdo das escdrias renais/insuficiéncia renal

QAlteracd3oc em eletrocardiograma/cardiopatias prévia

QO Outros motivos

Q Sem informacdo

QO Nio se aplica

53. Tempo de tratamento com a 1* medicaco iniciada: dias

54, Houve troca para 2° medicagdo? O Sim QUMNac QO Sem informagdo
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Ficha de Acompanhamento Clinico-Laboratorial
Leishmaniose Visceral - HIJPII

Iniciais Numero da pesquisa

55. 2® Medicagao iniciada:
O Glucantime Q Anfotericina desoxicolato ( Anfotericina lipossomal Q N&o se aplica
56. Motivos para inicio da 2® medicagd0o: (O Gravidade clinica
O Idade do paciente
Q Alteracg3o bioguimica hepatica/pancreatica
QO Elevagio das escodrias renais/insuficiéncia renal
QAlteragdo em eletrocardiograma
Q Outros motivos
Q Sem informagdo

QNio se aplica

57. Tempo de tratamento com a 2* medicagao iniciada: Djdias
58. Houve troca para 3° medicag@o? O Sim QN&o QO Sem informagdo
59. 3* Medicagao iniciada:
O Glucantime Q Anfotericina desoxicolato (QAnfotericina lipossomal QN3o se aplica
60. Motivos para inicio da 3® medicagdo. (Q Gravidade clinica
O Idade do paciente
QO Alteragdo bioguimica hepatica/pancreatica
QElevagdoc das escorias renais/insuficiéncia renal
QO Alteragdc em eletrocardiograma
Q Outros motivos
Q Sem informacio

Q Nio se aplica

61. Tempo de tratamento com a 3* medicacéo iniciada: dias

22 AVALIACAO CLINICA
62. Esta prostrado? O Sim QNZo O Sem informagdo
63. Apresenta ictericia? QO Sim QUNio O Sem informacdo

64. Apresenta palidez? O Sim QNio O Sem informacdo
65. Apresenta edema? Tipo? QNio QLocalizado QGeneralizado @ Sem informacio
66. Apresenta petéquias/equimoses? O Sim QWNio O Sem informagido

67. Apresenta figado palpavel? O Sim QWNio O Sem informagdo 68. Medida do figado: Dj cm

69. Apresenta bago palpavel? O Sim QNZo O Sem informagdo 70. Medida de bago: |:|:| cm

e M W
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Ficha de Acompanhamento Clinico-Laboratorial

Leishmaniose Visceral - HIJPII

Iniciais

33 AVALIACAO CLINICA

72. Percentil de peso:

Nimero da pesquisa

O< p3 QOp3-pl5 QplS-p50 OpS0-p85 QOp85-p97 Q> p97 QN&o se aplica

73. Altura: cm

74. Percentil de altura:

O< p3 Op3-pls5 OQOpl5-p50 Qp50-p85 QOp85-p97 O> p97 O Nio se aplica

75. Estd prostrado? O Sim QWNio Q Sem informacdo
76. Apresenta ictericia? O Sim OQOWNio Q Sem informacido

77. Apresenta palidez? O Sim QWNio QO Sem informagio

78. Apresenta edema? Tipo? (ONio O Localizade () Generalizade O Sem informacio

79. Apresenta petéquias/equimoses? QSim QUNic QO Sem informagdo

80. Apresenta figado palpavel? QO Sim QNio QO Sem informacgdo

81. Medida do figado: J cm

82. Apresenta bago palpavel? O Sim OQUNac O Sem informagdo

83. Medida de bago: Dj cm

COMPLICACOES E TRATAMENTOS COMPLEMENTARES

84. Tempo para resolugdo inicial da febre: D:Ij dias

85. Apresentou infecgéo bacteriana? Foco? O Nao

Q Pele

QO Vias aéreas superiores

© Pneumonia

Q Infeccdo do tratao urinéario
Q Outros

QO Sem foco definido

O Sem informagéo
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Ficha de Acompanhamento Clinico-Laboratorial
Leishmaniose Visceral - HIJPII

Iniciais Numero da pesquisa

86. Recebeu tratamento para neutropenia febril? O Sim  QNio QO Sem informacdo

87. Fez uso de antibiético? O Sim QNio Q Sem informagdo

88. Tempo total de uso de antibidtico: ’:I:I dias

89. Apresentou epistaxe? QO Sim QUNio O Sem informacio

90. Apresentou gengivorragia? O Sim QUNio Q Sem informagéo

91. Apresentou sangramento digestivo (exceto gengivorragia)? O Sim QNio QO Sem informagao

92. Apresentou sangramento em trato respiratério (exceto epistaxe)? O Sim QNao O Sem informacio
93. Apresentou sangramento em trato genito-urinarioc? O Sim QUNic QO Sem informacgdo

94. Apresentou sangramento do sistema nervoso central? O Sim QO Nac QO Sem informagdo

95. Nomero de episodios de hemorragias: Dj

96. Exigiu internagdo em CTI? QO Sim QNido Q Sem informacdo

97. Tempo de internagéo em CTI: |:|:|:| dias

98. Usou aminas vasoativas? Q Sim QNdo O Sem informagio

99. Tempo de uso de aminas vasoativas: D]:’ dias

100. Exigiu suporte ventilatério invasivo? O Sim QNio O Sem informagdo

101. Tempo de suporte ventilatdrio invasivo: D:Ij dias

102. Recebeu hemotransfusdo? O Sim QNio Q Sem informagdo

103. Numero de hemotransfusdes:

104. Evoluiu para ébito: O Sim QNdo  Sem informacdo

105. Causa do 6bito:

| |
HNNEEEEEENEEEEEEEE
[ | |
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Ficha de Acompanhamento Clinico-Laboratorial
Leishmaniose Visceral - HIJPII

Iniciais

Numero da pesquisa

|

L

EXAMES LABORATORIAIS - 1° AVALIACAO - ANTES DO TRATAMENTO

106. Hemoglobina:
108. Plaquetas:
110. Bastonetes

113 PCR:

115. Razéo de PTTa paciente/PTTa controle:

: D mg/dL
’D gldL

116. Bilirrubina total:

118. Albumina:

" D mg/mm3

|

| |»

120. Ureia: Dj]mgde
122. Amilase: |:|:|:|:| uiL

124. Glicemia:

mg/dL

111. Segmentados:

LI

Sy 1

125. TGO:

EXAMES LABORATORIAIS - 2° AVALIACAO - APOS 7 DIAS DE TRATAMENTO

129. Hemoglobina: |:|:|‘ |:| mg/mm3

131.Plaquetas:| | l || | | .!mma
133. Bastonetes: |:|:| %
136. PCR: I:Ijjmgde

138. Razéo de PTTa paciente/PTTa controle:

| |:| mg/dL
, |:| gfdL

139. Bilirrubina total:

141, Albumina:

143. Uréia: |:|:|:| mg/dL
145. Amilase: |:|:|:D uiL

147. Glicemia: D:Dmgde 148. TGO: D:I:I:'UIL 149, TGP:

109 Global de leucécitos: /mm3
% 112. Eosindfilos: I %
114. Atividade de protrombina: ] —I%
117. Bilirrubina direta: ; |:| mg/dL
119. Globulina: ' :I g/dL
121. Creatinina: g D mg/dL
123. Lipase: UL
UL 126. TGP; uiL
128. Fosfatase alcalina: I —IU!L
130. Hematdcrito: [I:’ |:| %
132. Global de leucécitos: 5 | | | | /mm3

134, Segmentados: |:|:|%

L]

151. Fosfatase alcalina: | J | UL

Fage

137. Atividade de protrombina: [:II %
140. Bilirrubina direta: Dj 3 |:| mg/dL

135. Eosindfilos: D: %

142, Globulina:

|:| g/dL

144. Creatinina: |:|:| D mg/dL

I uiL
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Ficha de Acompanhamento Clinico-Laboratorial
Leishmaniose Visceral - HIJPII

Iniciais Numero da pesquisa

[ 1] [I1]

EXAMES LABORATORIAIS - 3% AVALIACAQ - ALTA HOSPITALAR

152. Hemoglobina: [[I‘ |:| mg/mm3 153. Hematécrito: :|:| , D %

154, Plaquetas: | - /mm3 155. Global de leucdcitos: ‘ | —|| | | Ifmm3

156. Bastonetes: D:’ % 157. Segmentados: |:|:|% 158. Eosindfilos: I:I:I %
159 PCR: D:Dmg!di. 160. Atividade de protrombina: D:Ij%

161. Razao de PTTa paciente/PTTa controle: I:I . D:I

162. Bilirrubina total: : I:I mg/dL 163. Bilirrubina direta: :|:| : I:I mg/dL

164. Albumina: |:|:| s [I g/dL 165. Globulina: |:|:| I |:| gldL

166. Uréia: |:|:|:| mg/dL 167. Creatinina: |:|:|‘ D mg/dL

168. Amilase: uiL 169. Lipase: UiL

170. Glicemia: EI:I:| mg/dL  171. TGO: D:I:D UL 172, TGP: L I l UL
173. GGT: E[D:’ uiL 174. Fosfatase alcalina: II:I:| uiL

INFORMACOES ADICIONAIS

174. Local provavel de infecglo: Q BH
Q Regido Metropolitana BH
Q Outros municipios MG
Q Outros estados

O Sem informagéo

175. Observagbes adicionais

LTI | 1] ]
HNEEEEEEEER
| | |
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7.3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Para Pais/Guardifes de Criancas
Menores de 12 anos

Prontuario/ Hospital Infantil Jo&do Paulo Il
Numero da Pesquisa:

A crianca ,
que esta sob sua responsabilidade, esta sendo convidada para participar da
pesquisa “Correlacdo entre carga parasitaria de L. (L.) chagasi, perfil de
resposta imune e paradmetros clinicos em criangas internadas com
leishmaniose visceral”.

Sua crianca foi internada no Hospital Infantil Jodo Paulo Il, da rede FHEMIG,
por suspeita de leishmaniose visceral, uma doenga causada por um parasito, € o0
diagndstico agora ja esta confirmado.

A pesquisa tem como objetivo estudar a quantidade de parasito no sangue da
criangca (chamada de carga parasitaria) e a resposta do corpo contra esta infecgéo
(chamada de resposta imune), antes, durante e depois do tratamento para a
leishmaniose visceral. Sera importante para enterdermos melhor a doenga e, mais
adiante, conseguir cuidar melhor dos outros doentes com leishmaniose visceral.

Para participar da pesquisa, a crianga precisara ser examinada por um
meédico da pesquisa em trés momentos: antes do inicio do tratamento, 10 e 15 dias
apos o inicio do tratamento e entre 40 e 60 dias apds o inicio do tratamento.
Também precisara ter seu sangue colhido (cerca de 4 mL) em trés momentos: antes
do inicio do tratamento,10 e 15 dias apos o inicio do tratamento e entre 40 e 50 dias
apos o inicio do tratamento. O sangue de sua crianga sera analisado no Laboratoério
de Pesquisas Clinicas do Centro de Pesquisas René Rachou, centro da FIOCRUZ
em Minas Gerais.

A técnica para coletar o sangue (pungao venosa) sera a mesma da utilizada
para colher os exames comuns. Os riscos da coleta de sangue sdo pequenos. A
crianga podera sentir dor leve momentanea no local da puncédo e depois podera
formar um pequeno hematoma (mancha roxa). Caso apresente qualquer problema,
ela sera avaliada por um médico da pesquisa.

Em qualquer momento sua crianga podera sair da pesquisa. Caso saia, nao
havera nenhuma diferenga no tratamento que ela esta recebendo no Hospital Infantil
Joao Paulo 1.

Vocé nem a crianga receberao nenhum beneficio para participar da pesquisa.

As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais. Somente
vocé e noés, 0 grupo da pesquisa, teremos acesso as informagdes da sua crianga. Os
dados nao serdo divulgados de forma a possibilitar a identificagado da criancga.

Vocé recebera uma coépia deste termo onde consta o telefone do pesquisador
principal e do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisa René Rachou,
podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participagdo, agora ou a qualquer
momento.

Nome do pesquisador Assinatura do pesquisador
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Pesquisadores:

Maria Vitéria Assumpgao Mourao -
Hospital Infantil Jodo Paulo Il — Alameda Ezequiel Dias, 345 — Santa Efigénia
Tel: (31) 9177-7035/ 32399074/ 32399091 — Belo Horizonte

Ana Rabello -
Laboratério de Pesquisas Clinicas- Av. Augusto de Lima, 1715 — Barro Preto —
Telefone: (31) 33497708 - Belo Horizonte. Cep:30190-002

Endereco e telefone -Comité de Etica — Centro de Pesquisa René Rachou
Av. Augusto de Lima, 1715 — Barro Preto - Belo Horizonte - Cep: 30190-002
Secretaria: Jéssica Camélo — TeleFax: (31) 3349 7825

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios da participagdo da crianga

na pesquisa e concordo com sua participacao.

Nome do pai/mae ou Guardiao Assinatura do pai/mae ou guardiao

Endereco:
Cidade:
Telefone: /
Contato:

Belo Horizonte, de de
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