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Resumo

MOURA, C.R.L.P. Parasitismo cutaneo na leishmaniose visceral em area
endémica. 2017. 97f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias e Saude) — Centro de

Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2017.

Introducéo: Leishmaniose Visceral (LV) representa um problema de saude publica
em varias partes do mundo e 90% dos casos da América Latina ocorrem no Brasil,
principalmente na regido Nordeste, onde é causada pela Leishmania infantum. E
transmitida pela picada de Lutzomyia longipalpis e o cdo domeéstico € considerado a
principal fonte de infeccdo. Existem relatos de parasitismo dérmico em caes com
calazar, porém, estudos analogos em humanos séo escassos. No entanto, pessoas
com LV causada Leishmania infantum foram capazes de infectar flebotomineos em
estudos experimentais. Pessoas infectadas que apresentam parasitismo cutaneo
podem atuar como reservatorio, permitir transmissao inter-humana e, caso o
parasitismo dérmico persista apds o tratamento, este sitio podera ser responsavel
pela reativacdo da doenca poés terapia. Objetivo: Avaliar o parasitismo cutdneo em
humanos com LV americana em area endémica. Pacientes e métodos: Estudo
transversal, no qual os participantes foram selecionados de forma consecutiva.
Foram incluidos pacientes com diagnéstico firmado de LV, internados no hospital de
referéncia de enfermidades infecciosas do estado do Piaui “Instituto de Doencas
Tropicais Natan Portella” (IDTNP), Teresina-PIl, no periodo de outubro de 2016 a
abril de 2017. Em cada individuo foi aplicado questionario sobre dados clinicos e
laboratoriais e foi coletada biopsia de pele morfologicamente normal do antebraco
com punch 3mm para histopatolégico e imuno-histoquimica. As variaveis foram
analisadas descritivamente pelo software Stata versdo 13.0. Resultados: Foram
incluidos no estudo 22 pacientes de 5 meses a 78 anos de idade. Sete (31,8%)
individuos eram infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Um
paciente (4,5%), o qual era coinfectado por HIV, apresentou parasitismo cutaneo no
exame histopatolégico e na imuno-histoquimica, mas foi negativado apoés
tratamento, mantendo-se ausente apds sete meses. Conclusao: Existe parasitismo
cutdneo em humanos com LV e este fato deve ser levado em consideragdo no

acompanhamento clinico do paciente e em programas de controle da doenca.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Leishmania infantum. Calazar. Pele. HIV.
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Abstract

MOURA, C.R.L.P. Cutaneous parasitism in visceral leishmaniasis in endemic
area. 2017. 97f. Dissertation (Master in Science and Health) — Health Sciences

Center, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2017

Introduction: Visceral leishmaniasis (VL) is a public health problem in several parts
of the world and 90% of Latin American cases occur in Brazil, mainly in the Northeast
region, where it is caused by Leishmania infantum. It is transmitted by the bite of
Lutzomyia longipalpis and the domestic dog is considered the main source of
infection. There is reports of dermal parasitism in dogs with calazar, but similar
studies in humans are scarce. However, people with VL caused Leishmania infantum
were able to infect sand flies in experimental studies. Infected individuals with
cutaneous parasitism can act as reservoir, allow inter-human transmission and, if
cutaneous parasitism persists after treatment, this site could be responsible for the
reactivation of post-therapy disease. Objective: To evaluate cutaneous parasitism in
humans with American VL in an endemic area. Patients and methods: A cross-
sectional study, in which the participants were selected consecutively. Patients with a
confirmed diagnosis of VL were admitted to the reference hospital of infectious
diseases of the state of Piaui, “Instituto de Doengas Tropicais Natan Portella”
(IDTNP), Teresina-PI, from October 2016 to April 2017. a questionnaire was applied
on clinical and laboratory data and a morphologically normal skin biopsy was
collected of the forearm with 3mm punch for histopathology and
immunohistochemistry. The variables were analyzed descriptively by Stata software
version 13.0. Results: Twenty-two patients, 5 months to 78 years of age, were
included in the study. Seven (31.8%) individuals were infected with the Human
Immunodeficiency Virus (HIV). One patient (4.5%), who was coinfected with HIV,
presented cutaneous parasitism on histopathological examination and
immunohistochemistry, but was negative after treatment, remaining absent after
seven months. Conclusion: There is cutaneous parasitism in humans with VL and
this fact must be taken into account in the clinical follow-up of the patient and in

disease control programs.

Key words: Visceral leishmaniasis. Leishmania infantum. Kala-azar. Skin. HIV
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1 INTRODUCAO




23

Leishmaniose engloba um grupo de doencas causadas por protozoarios
intracelulares obrigatorios e transmitidas por insetos, sendo endémicas em areas
tropicais, subtropicais e da bacia mediterranea. (CHAPPUIS et al, 2007). Estas
enfermidades sédo caracterizadas tanto pela diversidade quanto pela complexidade,
existindo cerca de vinte e uma espécies de leishmanias que sdo transmitidas a seres
humanos por aproximadamente trinta espécies diferentes de fleb6tomos.
(HERWALDT, 1999).

Quatro sindromes clinicas sdo categorizadas sob o termo leishmaniose:
leishmaniose cutanea; leishmaniose mucosa (também chamada de espundia);
leishmaniose visceral (também conhecida como calazar); e leishmaniose dérmica
pés-calazar (PKDL). (CHAPPUIS et al, 2007).

Leishmaniose Visceral (LV) é uma endemia em franca expansao geografica e
representa um problema de saude publica em varias partes do mundo.
(LARANJEIRA et al, 2014). A doenca ja foi observada em pelo menos 12 paises da
América Latina, sendo que 90% dos casos ocorreram no Brasil, principalmente na
regidao Nordeste. (BRASIL, 2006).

1.1 Epidemiologia

A LV ja foi descrita nas cinco regifes brasileiras e em 21 dos 27 estados da
federacdo. A cada 5 anos, em média, € observado um aumento no numero de
casos, mostrando que a LV apresenta comportamento epidemiolégico ciclico.
(BRASIL, 2015a). No Brasil sdo registrados anualmente aproximadamente 3.500
casos, e o coeficiente de incidéncia € de 2 casos/100.000 habitantes. (BRASIL,
2014). A letalidade vem crescendo nos ultimos anos, indo de 3,2% em 2000 para
7,8% em 2015. (BRASIL, 2015b).

No estado do Piaui, a LV foi descrita pela primeira vez em 1934 (DRUMOND
e COSTA, 2011) e a incidéncia em 2015 foi de 6,6 por 100.000 habitantes. (BRASIL,
2015c). A primeira epidemia urbana desta patologia no Brasil ocorreu em Teresina
em 1980. A partir de 1998, a incidéncia da doenca nesta cidade se estabilizou em
torno de 20 casos por 100 mil habitantes (DE ALMEIDA; WERNECK; RESENDES,
2014); no entanto, o Ministério da Saude considera a LV sob controle apenas se a
incidéncia for inferior a cinco casos por 100.000 habitantes. (DRUMOND e COSTA,
2011).
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Nas décadas de 50 a 70, era uma zoonose eminentemente rural, mas a
doenca vem se expandindo para novas areas, incluindo centros urbanos. (DOS
SANTOS et al, 2004). Criangcas menores de 10 anos séo as mais afetadas (54,4%) e
60% dos doentes sdo do sexo masculino. (Brasil, 2006).

1.2 Agente etioldgico

E causada por protozoario do género Leishmania, complexo Leishmania
donovani. No continente americano e sudoeste da Europa o principal agente
etiologico é Leishmania infantum (sin. L. chagasi), espécie zoonotica, enquanto na
Asia e Africa Oriental é provocada pela Leishmania donovani, espécie antroponética.
(KUHLS et al, 2011).

Este protozoario apresenta duas formas evolutivas durante seu ciclo de vida:
amastigota, parasita intracelular obrigatério em mamiferos e encontrada em meios
de culturas celulares; e promastigota, presente no tubo digestivo do inseto vetor e
em meios de cultura acelulares (BRASIL, 2014).

A Leishmania infantum é transmitida por picada de fémeas de flebotomineos,
conhecidos popularmente como mosquito palha, principalmente da espécie
Lutzomyia longipalpis. (LAURENTI et al, 2013). Em regides urbanas, o céao
doméstico € considerado a principal fonte de infeccédo para o vetor (LARANJEIRA et
al, 2014), enquanto raposas e marsupiais s80 reservatorios silvestres. Até o
momento, nao existem registros de transmissao interhumana no Brasil. (DE
ALMEIDA; WERNECK; RESENDES, 2014).

1.3 Manifestacdes clinicas

O periodo de incubacédo da LV varia de 20 dias a 16 meses, com média entre
trés e seis meses. (ALENCAR et al, 1974). A gravidade dos sintomas depende de
fatores do parasita (invasividade, tropismo e patogenicidade) e do perfil
imunogenético, estado nutricional e idade do individuo. (BRASIL, 2015a).

A maior parte dos individuos infectados, se mantém assintomaticos e a
maioria evolui para resolugédo da infecgdo sem a necessidade de terapia especifica.
(BADARO et al, 1986). Estima-se que a forma classica da doenca ocorra apenas em
10-20% dos infectados em areas endémicas. (BRASIL, 2015a).

A LV é uma doenca sistémica, caracterizada em humanos por febre

prolongada, superior a sete dias, hepatoesplenomegalia, perda de peso, astenia,
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adinamia e anemia. A febre geralmente € associada a calafrios e pode ser
intermitente. (BRASIL, 2014).

A hiperpigmentacdo cutanea, que possivelmente tornou a LV também
conhecida por calazar (febre negra no hindi), apenas foi vista em doentes do
subcontinente indiano, porém atualmente é incomum e provavelmente seja um sinal
de doenca prolongada, na época em que a terapéutica efetiva ndo estava disponivel.
(CHAPPUIS et al, 2007).

Os exames laboratoriais revelam pancitopenia, velocidade de sedimentacao
de eritr6citos e proteina C reativa elevadas, hipoalbuminemia e
hipergamaglobulinemia. Alguns pacientes apresentam elevacdo de enzimas
hepaticas e envolvimento renal. (COSTA et al, 2016).

Idade, infeccdo pré-existente por HIV, infeccdo bacteriana, fendbmenos
hemorragicos, edema, dispnéia, ictericia, vdmitos, enzimas hepaticas maiores que
100UI/L, leucécitos <1500/mms3, plaguetas menor que 50.000/mm3, faléncia renal
séo fatores que estéo relacionados com letalidade por LV. (COSTA et al, 2016). As
principais causas de 6bito sdo broncopneumonias, gastroenterites, sangramentos,
sepses graves, insuficiéncia cardiaca devido a anemia grave, entre outros.
(MADALOSSO et al, 2012).

1.4 Diagndéstico e tratamento

Para pacientes com LV é recomendado exame direto de aspirado de medula
0ssea ou do creme leucocitario do sangue periférico e/ou isolamento do parasita por
cultura in vitro. As formas amastigotas sao identificadas por serem arredondadas,
com citoplasma azul palido, nicleo excéntrico e cinetoplasto em forma de bastonete,
com cor semelhante & do nucleo. (BRASIL, 2015a).

Testes soroldgicos, como reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o
teste imunocromatografico, € recomendado na suspeita de LV em que testes
diagnésticos parasitologicos  (identificacdo  microscopica, cultura e testes
moleculares para DNA de parasitas) ndo podem ser realizados ou foram negativos.
(ARONSON et al, 2017). Porém em coinfectados Leishmania-HIV apresentam baixa
sensibilidade. Além disso, podem ocorrer reacdes cruzadas em casos de maléria,
esquistossomose ou doenca de Chagas. (BRASIL, 2015a).

Fitas imunocromatograficas com antigenos recombinantes, como o rK39, em

imunocompetentes, revelaram sensibilidade e especificidade, variando de 93,8 a
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100% e de 96 a 100%, respectivamente. Ja em co-infectados por HIV a
sensibilidade foi de 45% (Brasil), 77% (Etiopia) e 100% (india). (BRASIL, 2015a).

A reacdo intradérmica de Montenegro, por ser um teste dependente da
resposta imune celular, geralmente é negativa em pacientes com LV ativa, no
entanto a reatividade cutanea se desenvolve em aproximadamente 90% dos casos
apos a cura. (COSTA et al, 2002).

Pode, ainda, ser realizado biépsia ou puncéo de 6rgados do sistema fagocitico-
mononuclear (bacgo, figado ou linfonodos). (BRASIL, 2015a).

O tratamento em humanos é gratuito e esta disponivel na rede de servi¢cos do
Sistema Unico de Satde (SUS). Consiste no uso de um dos trés medicamentos
seguintes, a depender da indicacdo médica: antimoniato de N-metil glucamina,
anfotericina B lipossomal e desoxicolato de anfotericina B. (DE ALMEIDA,
WERNECK; RESENDES, 2014).

Espera-se a melhora do estado geral e desaparecimento da febre jA na
primeira semana de tratamento. Na segunda semana, percebe-se melhora das
citopenias e reducdo da esplenomegalia, porém esta pode durar meses. (BRASIL,
2015a).

Em cdées infectados, a recomendacdo é a eutanasia. O tratamento destes
animais foi proibido pela Portaria Interministerial n°® 1426/2008, pois como 0S
medicamentos nao eliminam por completo o parasita, estes animais poderiam
permanecer como reservatérios. Além disso, o tratamento poderia contribuir para o
desenvolvimento e disseminacdo de cepas de parasitas resistentes as poucas
medicacfes disponiveis para o tratamento da leishmaniose visceral humana. (DE
ALMEIDA; WERNECK; RESENDES, 2014). No entanto, a eficacia da eutanasia
canina como medida de controle da doenca é controversa (LAURENTI et al, 2013),
pois tem se revelado ineficaz, sugerindo que existem outros reservatorios da
infeccdo. (COSTA et al, 2002).

Medidas para o controle da doenca incluem: controle do vetor; eliminacéo dos
cachorros doentes e tratamento precoce e sistémico dos humanos doentes.
(LARANJEIRA et al, 2014).

1.5 Coinfeccao de Leishmaniose visceral e HIV
A primeira descricdo de leishmaniose associada a infecgdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) foi em 1985. (WHO, 2007). Desde o inicio da década
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de 1990, com a urbanizacdo da leishmaniose e ruralizacdo do HIV, houve um
aumento significativo do numero de coinfectados por estas doencas. (BRASIL,
2015a). Aproximadamente 100 casos por ano desta coinfeccado séo relatados no
Brasil. (CARNAUBA JR et al, 2009).

A presenca de LV acelera o curso clinico da infec¢do pelo HIV, pois induz
uma maior imunossupressdo, estimulando a replicacdo viral. Por outro lado,
individuos com HIV/AIDS que moram em areas endémicas para leishmaniose
possuem um risco de adquirir esta Ultima doenca cerca de 100 a 1000 vezes maior,
além de terem uma pior resposta ao tratamento da LV e uma maior chance de
recorréncia. (WHO, 2007). No Estado de S&o Paulo, comparando-se aos HIV-
negativos, os coinfectados LV/HIV apresentaram letalidade trés vezes maior e 0
quintuplo de recidiva. (QUEIROZ-E-SILVA, 2013).

A triade classica da LV, composta por hepatoesplenomegalia, febre e
pancitopenia, € também a manifestacdo mais frequente desta enfermidade em
coinfectados, ocorrendo em 75% dos casos. (BRASIL, 2015a). Apresentacdes
atipicas também sdo descritas nestes pacientes, incluindo maior frequéncia de
envolvimento de 6rgdos nao pertencentes ao sistema fagocitico-mononuclear (trato
gastrointestinal, respiratorio, cardiaco, renal, adrenal, sinovial e cerebral) e
acometimento cutaneo. (ALVAR et al, 1997; WHO, 2007).

No Distrito Federal, foi observado que 16% dos pacientes com HIV/AIDS em
seguimento num hospital de nivel terciario apresentavam infeccéo assintomatica por
Leishmania, mostrando a importancia da coinfeccdo nesse cenario. (BRASIL,
2015a). Em Teresina, pesquisas envolvendo pacientes hospitalizados com HIV/AIDS
constataram que 8,2% eram coinfectados por LV (SOARES et al, 2008) e destes,
16,8% evoluiam para Obito. (LIMA et al, 2013).

O Ministério da Saude recomenda que, independente da idade, seja oferecido
sorologia para HIV a todos os doentes com LV, pois o diagndstico de coinfeccdo
modifica a indicacéo e resposta terapéutica, o monitoramento de efeitos adversos, e
a ocorréncia de recidivas. Em coinfectados LV/HIV da-se preferéncia ao tratamento
com anfotericina liposomal e recomenda-se profilaxia secundaria a cada duas

(intervalo mais estudado) ou a cada quatro semanas, para todos os pacientes com

linfécitos T CD4 menor que 350/mm?3 por ocasido do diagnostico da LV. (BRASIL,
2015a).
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1.6 Parasitismo cutéaneo

A disseminacdo da Leishmania para diferentes sitios depende, dentre outros
fatores, do estado imunolégico do hospedeiro e da espécie e cepa do parasita. (DOS
SANTOS et al, 2004). Parasitismo cutaneo foi evidenciado usando PCR para DNA
de Leishmania em 70% de cachorros infectados. (SOLANO-GALLEGO et al 2001).
No entanto, ndo foi encontrado correlacdo entre a carga parasitaria cutanea e a
transmissibilidade a flebotomineos em estudos com xenodiagnostico. Caninos sem
parasitismo cutaneo foram capazes de infectar Lutzomyia longipalpis. (LAURENTI et
al, 2013).

Silva et al (2016) observaram que a contagem microscoépica de parasitas no
sangue periférico e o célculo de parasitemia sérica através de gPCR nao eram
matematicamente compativeis com as proporc¢des de insetos infectados em estudos
de xenodiagndéstico publicados e propuseram que a pele, e ndo 0 sangue, poderia
ser a principal fonte de infeccdo para os vetores.

Os fleb6tomos sédo alimentadores de piscina, ou seja, cortam as camadas
superficiais da pele com seus estiletes afiados e se alimentam do sangue e lisados
de células da pele que drenam da ferida. As partes bucais dos vetores da
leishmaniose sao relativamente curtas (250 a 350 mm), possibilitando uma
penetracdo apenas até derme superficial (100-150 mm), que € relativamente pobre
nos vasos sanguineos. Como, apenas cerca de 5% do volume da pele é constituida
por vasos sanguineos, pode-se esperar que esses mosquitos ingerem amastigotas
da pele e do sangue. (LEWIS, 1987). Além do mais, uma vez que as espécies de
Leishmania que causam calazar sdo evoluidas a partir de espécie que causa
leishmaniose cutanea, é provavel que as primeiras tenham mantido a forma original
de transmissao da pele e que esta seja a verdadeira fonte de parasitas. (SILVA et al,
2016).

Estudo com microbidpsias minimamente invasivas para identificar portadores
assintomaticos e potencialmente infecciosos de Leishmania donovani, constataram
que a pele, mais frequentemente do que o sangue, foi a fonte de parasitas, pois
embora o volume das microbidpsias tenha sido dez vezes menor do que as
amostras de sangue de dedo, as taxas de deteccdo de DNA de Leishmania das
microbiopsias foram significativamente maiores. (KIRSTEIN et al, 2017).

L. infantum foi observado em pacientes com leishmaniose cutaneas (LC) sem

histéria prévia de LV, mais notavelmente nos paises da Bacia do Mediterraneo,
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como Tunisia, Argélia, Marrocos, Espanha, Italia, Portugal, Grécia e Franca (TOZ et
al 2013; LYRA et al 2015). Na Europa, esses casos parecem estar relacionados a
zimodemas especificos, enquanto na América central, estudos em Honduras e
Nicardgua, ndo observaram diferencas genéticas entre linhagens de Leishmania (L.)
infantum causando LV e LC. (LYRA et al, 2015). No Brasil, essa manifestacao clinica
da L. infantum ainda é rara. LYRA et al (2015) descreveram um caso no Rio de
Janeiro. Na Turquia, Eroglu, Koltas e Genc (2011), Toz et al (2013), Koltas et al
(2014), e Eroglu et al (2015) observaram que 31,5% (11/35), 52,46% (117/223),
36,5% (39/107), e 35,8% (53/148), respectivamente, dos casos de LC eram
causados por L. infantum. Eroglu et al (2015) levantou a hip6tese de que variacao
genética do protozoario pode desempenhar um papel na evolucdo do paciente para
LC ou VL. Enquanto, Toz et al (2009) propuseram que a supressao imune de
pacientes com LC por L. infantum curados poderia potencialmente causar recidivas
e desenvolvimento da doenca visceral.

A PKDL causada por L. donovani na india foi relatada em pelo menos 10-15%
dos doentes tratados para LV (BADIRZADEH et al, 2013) e no Sudado em mais de
50%. (BABIKER et al, 2014). Ja a causada por L. infantum é rara (BADIRZADEH et
al, 2013), mas cada vez mais relatada em pacientes infectados por HIV.
(BITTENCOURT et al, 2002; STARK et al, 2006; BOUMIS et al, 2006; ANTINORI et
al, 2007; RAMOS et al, 2008; CELESIA et al, 2014). No Brasil ja foi relatado um caso
na Bahia em paciente co-infectado por HIV (BITTENCOURT et al, 2002) e outro em
Sdo Paulo em paciente procedente de Alagoas e coinfectada por hanseniase.
(TRINDADE et al, 2015). Em Teresina, ja foram diagnosticados 5 casos de PKDL
(dados ainda nao publicados).

Em estudo de xenodiagnéstico com Phebotomus longipalpis em 16 cées, 14
humanos e uma raposa (ndo selecionados quanto a evidéncia microscopica de
parasitismo dérmico), 75% dos primeiros, 28,5% dos segundos e a ultima infectaram
insetos. De 238 fleb6tomos que se alimentaram de cachorros, 24,8% ficaram
infectados, enquanto 14,8% dos 81 que se alimentaram de humanos e todos os 10
insetos que se alimentaram da raposa, foram infectados. (DEANE & DEANE, 1955).
Portanto, concluiram que enquanto a chance de um cdo doente infectar um
fleb6tomo é de 25%, a raposa infecta 100% e o homem apenas 15%. Notaram

ainda, que cées sem parasitismo dérmico foram capazes de infectar flebétomo.
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Costa et al (2000) observaram que 25% dos pacientes com LV ativa
infectaram pelo menos um flebétomo e 2,5% dos insetos que foram alimentados
com pessoas doentes, foram infectados. Além disso, verificaram que idade (criancas
menores de 4 anos), diarreia e contagem de neutrofilos no sangue periférico maior
gue 500/mL eram preditores independentes de infecciosidade.

Molina et al (1999), utilizando xenodiagndstico direto com Phlebotomus
perniciosus, um vetor importante da LV no sul da Europa, perceberam que todos os
seis pacientes coinfectados por Leishmania infantum / HIV do estudo, foram capazes
de infectar flebétomos. Determinaram que a infecciosidade dos pacientes nao
tratados foi inversamente proporcional a sua contagem absoluta de células de
linfécitos CD4+.

Além disso, parasitismo cutdneo em amostras de pele aparentemente
saudaveis foi observado em humanos com LV ativa. (CHAGAS et al, 1938 apud
PRATA & PIVA, 1956; PRATA & PIVA, 1956; DEANE & DEANE, 1962;
VASCONCELOS et al, 1993). E importante estarmos cientes das alteracdes
epidemioldgicas constantes das leishmanias (LYRA et al 2015).
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2 JUSTIFICATIVA
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Existem evidéncias de parasitismo dérmico em cdes com LV causada por
Leishmania infantum, no entanto, estudos analogos em humanos sdo escassos.
Pessoas infectadas que apresentam parasitismo cutaneo podem atuar como
reservatorio, permitir transmissdo inter-humana e, caso ndo haja negativacéo
cutanea apos o tratamento, este sitio poderia ser responsavel pela reativacdo da

doenca pos terapia.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral
- Avaliar o parasitismo cutaneo em humanos com leishmaniose visceral

americana em area endémica.

3.2 Objetivos especificos
- Correlacionar o grau de parasitismo cutaneo com idade, sexo e gravidade
clinica dos pacientes.
- Avaliar se pacientes coinfectados com HIV apresentam um maior indice de
parasitismo cutaneo;
- Determinar caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais de pacientes

com LV e parasitismo cutaneo.
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4 PACIENTES E METODOS
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4.1 Tipo de Estudo e Local de realizacao

O estudo foi tipo transversal. Incluiu individuos de ambos os sexos e todas as
idades. Os participantes foram selecionados de forma consecutiva, coletando
amostra cutanea dos pacientes com LV que foram internados no hospital de
referéncia em enfermidades infecciosas do estado do Piaui “Instituto de Doencas
Tropicais Natan Portella” (IDTNP), Teresina-Pl, no periodo de outubro de 2016 a
abril de 2017.

4.2 Populacao alvo

Pessoas infectadas com LV de areas endémicas.

4.3 Populagéao fonte
Humanos sintomaticos com diagnostico confirmado de LV, internados no
IDTNP, em Teresina-PlI.

4.4 Critérios de incluséo

Foram incluidos, durante o periodo do estudo, todos os pacientes internados
no IDTNP com diagndstico firmado de LV que aceitaram participar da pesquisa e
assinaram Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e Termo de
Assentimento Livre e esclarecido (TALE) (APENDICES A, B e C).

O diagnostico de certeza foi estabelecido no paciente com sintomatologia
clinica que apresentou resultado positivo para leishmaniose por um ou mais dos
seguintes métodos diagndsticos:

e Reacdo em cadeia de polimerase (PCR);

e Pesquisa direta no aspirado de medula 6ssea, aspirado esplénico, sangue

periférico, fragmento de pele ou qualquer tecido ou secrecdo obtido para
o diagndstico;
e Cultura de leishmanias na medula 6ssea;

e Teste rapido com antigeno rkK39.

4.5 Critérios de exclusado

Foram excluidos do estudo:



37

e Pacientes que apresentavam lesao cutanea de leishmaniose, pois estes
poderiam superestimar o grau de parasitismo cutaneo.

e Doentes que ndo possuiam area de pele sa, devido a outras
enfermidades cutadneas, como ictioses, impossibilitando realizacdo da
biopsia.

e Aqueles que usaram qualquer medicamento leishmanicida nos dltimos 6
meses para tratamento de episddio prévio de leishmaniose ou devido
outras enfermidades.

e Mulheres gravidas ou que estivessem amamentando.

4.6 Estudo dos casos

Em cada patrticipante foi realizado uma biopsia de pele s& da face posterior do
antebraco de um dos lados, utilizando punch 3mm, para realizacdo de
histopatoldgico e imuno-histoquimica.

Foram coletados, a partir de informacdes fornecidas pelo paciente/familiares e
contidas no prontuario, dados como: idade, sexo, profissdo, procedéncia, presenca
de imunossupressao (por exemplo, co-infeccdo por HIV), presenca de ictericia,
fendbmenos hemorragicos, edema generalizado, sinais de toxemia (letargia, ma
perfusdo, cianose, taquicardia ou bradicardia, hipoventilagdo ou hiperventilagido e
instabilidade hemodinamica).

Foram pesquisados, ainda, alteracfes laboratoriais significativas: leucécitos
menor que 1000/mm?3 ou neutréfilos menor que 500/mm?3; plaquetas menor que
50.000/mm3; hemoglobina sérica menor que 7g/dL; creatinina sérica maior que 2
vezes o0 valor de referéncia (VR); atividade de protrombina menor que 70%,
bilirrubina acima dos valores de referéncia, enzimas hepaticas acima de cinco vezes
o valor de referéncia, albumina menor que 2,5g/dL e radiografia de térax com
imagem sugestiva de infecgdo ou de edema pulmonar (APENDICE D)

O score de gravidade clinico e a probabilidade de 6bito dos pacientes
envolvidos na pesquisa foram estimados através da calculadora de severidade da
LV que utiliza dados de pacientes tratados em Teresina-Pl de 2005 a 2013
(disponivel on line em www.sbmt.org.br/kalacal/). Este score para menores de 12
meses varia de 1 a 9, e para menores de 24 meses, varia de 0 a 9, levando em

consideracdo para o célculo: idade, presenca de sangramento, edema, ictericia e


http://www.sbmt.org.br/kalacal/
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dipnéia. Ja para maiores de 2 anos, € pontuado de 0 a 13 e avalia idade, presenca

de edema, HIV/AIDS, ictericia, vomitos, dispneia e infec¢do bacteriana.

4.7 Coleta de amostras cutaneas

Com os participantes da pesquisa em decubito dorsal horizontal, foi realizado
antissepsia na face posterior do antebraco com clorexidine 0,5% em solucéo
alcodlica 70% e colocado campo cirargico fenestrado. A seguir, foi infiltrado
lidocaina 2% sem vasoconstrictor e, ap6s 5 minutos, retirado fragmento de pele
através de punch 3,0mm. Foi entéo, realizado sutura com ponto cirdrgico simples,
utilizando nylon 4.0, a depender do sangramento. O fragmento coletado foi fixado
em formol tamponado 10% para posterior confeccdo de laminas coradas em
hematoxilina e Eosina (HE) e realizacdo de imuno-histoquimica.

Optou-se por realizar a coleta na face posterior do antebraco devido ser uma
area exposta a picada de insetos, aumentando a chance de deteccdo de parasitismo

cutaneo.

4.8 Imuno-histoquimica

As amostras foram fixadas em formol tamponado a 10%, processadas
histologicamente e confeccionadas laminas coradas em HE no Laboratério de
Anatomia Patolégica do Hospital Universitario da Universidade Federal do Piaui
(HU-UFPI). Posteriormente, os cortes do tecido para confeccdo das laminas
silanizadas foram realizados no Laboratorio Histocell (Sdo Paulo-SP) e as reacdes
de imuno-histoquimica foram conduzidas no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP), segundo os passos abaixo,
utiizando soro hiperimune de camundongo anti-Leishmania, fabricado no
Laboratério de Patologia de Doencas Infecciosas FM-USP (S&o Paulo, Brasil), de
acordo com Moreira et al (2007) e Rossi et al (2016) modificado.

4.8.1 Desparafinizagao a frio

a.Deixado as laminas no xilol, a temperatura ambiente, por aproximadamente
15 min.

b. Banho em mais 3 cubas com xilol frio (somente passado para retirar o
excesso de parafina).

4.8.2 Hidratacdo dos cortes

a. Banho no alcool etilico absoluto.
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b. Banho no alcool etilico 95%.

c. Banho no alcool etilico 80%.

d. Banho em cuba de &gua destilada.

4.8.3 Recuperacéo antigénica

a. Aquecido em banho-maria a solucéo de acido citrico 10mM/pH 6,0 (2,19 de
acido citrico monohidratado por litro de agua destila