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LEISHMANIOSE VISCERAL EM CRIANCAS NO
ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL:
CONTRIBUICAO AO DIAGNOSTICO E AO TRATAMENTO

RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Yvone Maia Brustoloni

A faixa etdria pediatrica ¢ especialmente atingida pela leishmaniose visceral (LV), uma
doencga atualmente em franca expansao no Mato Grosso do Sul e em outras localidades
brasileiras. O diagndstico e o tratamento da LV em criangas foram estudados
retrospectivamente, através da analise dos dados de pacientes internados no Hospital
Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, no periodo de janeiro de
1998 a fevereiro de 2005, o que resultou em cinco estudos. No primeiro estudo,
identificou-se a forma de apresentacdo da patologia nas criangas do Estado. A LV vem
se apresentando como uma doenga de evolugdo rapida nessa regiao, evidenciando um
padrao diferente do considerado tipico para a patologia, habitualmente prolongada e de
longa duragdo. O diagndstico de pacientes em fase evolutiva ndo muito adiantada e o
tratamento adequado dos casos resultaram em uma doenga de baixa mortalidade (2,6%).
Os métodos convencionalmente utilizados no diagnostico da LV foram analisados. A
combinag¢do de dois testes tradicionais, como a microscopia direta do aspirado medular
e a sorologia por Imunofluorescéncia, possibilitou a confirmacdo do diagndstico na
quase totalidade dos casos em que esses exames foram realizados (98,5%). Enfatiza-se a
necessidade da obtengdo da sorologia, frequentemente colocada em segundo plano,
devido a preferéncia dos profissionais locais pela realizacdo do mielograma como unica
forma de diagnodstico. Pela primeira vez no Estado, utilizou-se um método de biologia
molecular no estudo de casos de LV. A utilizagdo da PCR (reagdo em cadeia da
polimerase) na deteccdo de DNA de Leishmania em laminas de aspirado medular,
coradas por Giemsa e estocadas, foi avaliada. O teste foi altamente sensivel (92,3%) e
especifico (97,7%), mostrando-se 1til na elucidacdo de casos dificeis. Os aspectos mais
importantes relacionados ao tratamento da doenca foram avaliados, descrevendo-se as
drogas utilizadas, seus efeitos adversos, a resposta terapéutica, o tempo de tratamento e
as dificuldades no manejo do mesmo. O antimoniato de meglumina mostrou-se eficaz e
seguro na infancia e, apesar da existéncia atual de novas opgdes para tratamento, sua
indicacdo como primeira escolha terapéutica em criancas ¢ ainda a mais adequada em
nosso meio. O problema da recidiva apds o tratamento também foi enfocado; sdo
descritos 4 casos em criangas, com discussdo de aspectos recentes sobre o assunto.
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VISCERAL LEISHMANIASIS IN CHILDREN IN THE STATE OF
MATO GROSSO DO SUL, BRAZIL:
A CONTRIBUTION TO DIAGNOSIS AND TO TREATMENT

ABSTRACT
THESIS

Yvone Maia Brustoloni

The pediatric age range is particularly affected by visceral leishmaniasis, a disease that
is currently spreading steadily in the state of Mato Grosso do Sul and in other areas in
Brazil. The diagnosis and treatment of the disease in childhood were investigated
retrospectively by analyzing data of patients admitted to the Teaching Hospital of
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul from January 1998 to February 2005. The
investigation was composed of five studies. The clinical presentation of the pathology in
children in Mato Grosso do Sul was identified. Visceral leishmaniasis has been
exhibiting fast evolution in the region, with a mode of presentation that differs from the
pattern viewed as typical for the pathology, usually of long-lasting course. Diagnosis of
patients in a not much advanced phase of the disease and the availability of suitable
treatment have resulted in an illness of low mortality. The methods conventionally
employed in the diagnosis of visceral leishmaniasis were analyzed. The combination of
two traditional tests—direct microscopy of bone marrow aspirates (BMAs) and
immunofluorescence serology—allowed diagnosis to be reached in nearly all the cases
for which these tests were performed (98.5%). Emphasis is placed on the need for
conducting serological testing, a procedure often assigned secondary importance, as
local health professionals tend to favor the use of myelograms as the only diagnostic
method. For the first time in Mato Grosso do Sul a molecular biology method has been
applied to the study of cases of visceral leishmaniasis. The use of polymerase chain
reaction (PCR) for detection of Leishmania DNA in archived Giemsa-stained BMA
slides was evaluated. The technique was found to be useful in the diagnostic
clarification of difficult cases, given its high sensitivity (92.3%) and specificity (97.7%).
The most important aspects related to treatment of the disease were evaluated, along
with a description of the drugs prescribed and their adverse effects, therapeutic
response, length of treatment, and difficulties posed for the management of treatment.
Meglumine antimoniate was found to be effective and safe in pediatric patients and,
despite the current availability of new treatment options, its indication as first-line
therapy in the treatment of childhood visceral leishmaniasis is still the most suitable in
our setting. The issue of post-treatment relapse was also addressed in one the study; four
cases of relapse in children are described, with a discussion on recently addressed
aspects.
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1.INTRODUCAO

As leishmanioses acometem as populagdes mais pobres do mundo, ocorrendo
em 80% dos casos em pessoas de baixa renda, que sobrevivem com menos de 2 dblares
por dia (1). Sua forma clinica mais grave, a leishmaniose visceral (LV) ou caazar, é
uma infeccdo sistémica ameacadora da vida, fatal se ndo tratada, que afeta a
produtividade e o bem-estar de milhares de pessoas (2).

Exceto em regides endémicas do sul da Europa, o calazar permanece associado
ao ato nivel de pobreza, sendo ainda considerado como uma das grandes doencas
mundiais negligenciadas (3). Na classificagdo da Organizagdo Mundia de Salde, a LV
é identificada como uma doenca de categoria 1: emergente e fora de controle (4) .

A LV tem ampla distribuicio geogréfica. E endémica em 65 paises, ocorrendo
na Asia, na Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas Américas. Noventa por cento dos
Ccasos ocorrem em areas rurais ou suburbanas de 5 paises. Bangladesh, india, Nepal,
Sudéo e Brasil (4). Ha& uma incidéncia estimada de 500.000 casos novos e 50.000
mortes a cada ano no mundo, com nimeros claramente em ascensdo (5).

No Brasil, aleishmaniose visceral assumiu um carater surpreendente nos Ultimos
anos, invadindo cidades, das menores até as metropoles (6,7), desafiando autoridades de
salide publica e pesquisadores; ondas epidémicas sdo registradas em varios locais, e a
doenca expande-se para o Norte, Centro-Oeste e em direcdo ao industrializado Sudeste,
frustrando as estratégias tradicionais de controle, pois a eliminacdo de cées tem se
demonstrado inGcua, 0 uso de inseticidas de acdo residual precisa ter sua eficacia
claramente demonstrada e ndo ha vacina ainda disponivel (7).

Até 1990, a doenca ocorria praticamente apenas na regido Nordeste, que
registrava 90% dos casos (6); ao longo dos anos, houve uma nitida expanséo para as
regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste, poupando apenas a regido Sul. No periodo de
2000 a 2002, a notificagdo dos casos na regido Nordeste reduziu-se para 77% (6), e no
ano de 2003, o percentual de notificagdes foi de 58% no Nordeste, 19% no Sudeste,
15% naregido Norte e 7% no Centro-Oeste (8).

Na atualidade, a LV encontra-se amplamente difundida, com registro de

ocorréncia em 19 das 27 unidades da federacéo; ha surtos relatados nas cidades de S&o



Leishmaniose visceral em criangas no Estado de Mato Grosso do Sul ...

Luis (MA), Teresina (Pl), Fortaleza (CE), Natal (RN), Santarém (PA), Rio de Janeiro
(RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP) e Palmas (TO) (6).

No Mato Grosso do Sul (MS), a LV tem avancado por diversas cidades.
Reconhecida em cdes e humanos desde a década de 80 no oeste do Estado, naregido de
Corumba (9), permaneceu restrita a essa érea até 1995, quando iniciou lentamente sua
expansdo para 0s municipios adjacentes (Bodoquena, Miranda, Aquidauana) (10). A
partir de 2001, notou-se sua franca expansdo. Atuamente, ha dois surtos importantes,
nas cidades de Trés Lagoas e na capital, Campo Grande, que preocupam as autoridades
de salde locais e nacionais, pela velocidade de aparecimento dos casos, com expressivo
indice de obitos (11).

A situacdo do MS também € preocupante pela existéncia de fatores, tipicos do
Estado, favoraveis a instaagdo e manutencdo da doenca: a caracteristica
predominantemente rural deste, com grandes extensodes de terras, ainda dominadas por
vegetacOes nativas, a ocorréncia constante de desmatamentos dessas areas; 0 interesse
nas atividades ligadas a penetracdo das matas, como as de pesca e caga e 0 turismo
ecoldgico; a instalacdo de assentamentos rurais, na maioria das vezes em situacoes de
pobreza; a existéncia de éreas rurais proximas as cidades, com invasdo da floresta pelo
perimetro urbano; a manutencdo de habitos simples pelas populacbes, como o da
criagdo de animais nos quintais, principalmente galinhas, e a presenca comum de outros
animais soltos pelas ruas das cidades interioranas, como vacas e cavalos, mantendo-se
uma fonte permanente de alimentag&o dos insetos transmissores da doenga; o cultivo de
arvores frutiferas proximas as casas, encontradas até em é&reas centrais dos centros

urbanos.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Epidemiologia

A leishmaniose visceral tem por agentes etioldgicos protozoarios da familia
Trypanosomatidae, género Leishmania, subgénero Leishmania, que inclui L. (L.)
donovani no subcontinente indiano e Africa, L. (L.) infantum na bacia do Mediterraneo
e L. (L.) chagas no Brasil e outros paises da América do Sul (12-14). Eventualmente,
espécies habitualmente dermotrépicas, como L. (L.) amazonensis e L. (L.) tropica,

podem causar formas viscerais, conforme aresposta imune do hospedeiro (13, 15).

A LV é transmitida principalmente através da picada de fémeas de dipteros da
familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia,
no Novo Mundo, e Phlebotomus, no Velho Mundo, conhecidos genericamente como
flebotomineos (14). Os vetores documentados até 0 momento como transmissores da
Leishmania chagasi no Brasil sdo insetos das espécies Lutzomya longipalpis (14)
(popularmente conhecidos como mosquito palha, birigui, tatuquira) e, mais
recentemente, incriminou-se Lutzomya cruzi como vetor em Mato Grosso do Sul, na
regido de Corumba (16,17).

Uma importante mudanga no padrdo de transmissdo da leishmaniose visceral
tem sido verificada: caracteristicamente uma doenga rural, esta vem encontrando, no
espaco urbano, um ambiente favoravel para se estabelecer e desenvolver, com crescente

expansdo para cidades de médio e grande porte.

O habitat preferencial dos flebotomineos s@o os pés-de-serra, locais mais
umidos, com maior quantidade de vegetacdo e sem ventos fortes, e florestas de regides
semi-aridas (18); o desmatamento é responsavel pela migracdo destes para as areas
urbanas e periurbanas, sendo que suas fontes alimentares, habitualmente animais
silvestres (hospedeiros naturais), sdo substituidas pelo cdo e pelo homem; o processo
migratorio, motivado principalmente pelas secas do Nordeste, também trouxe para a
periferia das cidades populacbes humana e canina originarias de areas rurais onde a
doenca era endémica, sendo que estas se instalaram de forma rgpida e desordenada, em
habitactes inadequadas e sem adequada infra-estrutura sanitéria (19).
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A urbanizacdo, favorecida pelas condi¢cBes precarias de vida existentes nas
periferias das cidades, exemplifica o quadro de exclusdo social resultante das politicas
econdmicas e sociais vivenciadas pela populacdo brasileira, a partir da década de 70
(20).

Atualmente, os flebotomineos encontram-se adaptados ao ambiente urbano, no
domicilio e peridomicilio humano. Os abrigos de animais domésticos sdo considerados
0s locais mais importantes de criagcd0o e repouso desses insetos, somente a fémea é

hemato6faga, alimentando-se do sangue de mamiferos e aves (13, 21).

Os seres humanos s3o 0s Unicos reservatorios da L. donovani na india (2). O co,
CuUjo intenso parasitismo cutaneo permite uma fécil infeccdo do vetor, € o principal
reservatorio da L. chagasi e L. infantum em areas urbanas; as raposas (Dusicyon vetulus
e Cerdocyun thous) e os marsupiais (Didel phis albiventris) sdo os reservatorios animais

até agora reconhecidos no Brasil (22).

Recentemente, o gato doméstico foi encontrado naturalmente infectado com L.
(L.) infantum chagasi em S&o Paulo (23) e com L. (L.) amazonensis em Mato Grosso do
Sul (24); no entanto, o papel epidemiolgico do gato ainda ndo se encontra esclarecido.
Seres humanos, portadores da forma sintomética da LV, foram capazes de infectar
flebotomineos pelo xenodiagnostico, o que indica que pessoas infectadas também

poderiam agir como reservatorios do parasito (25, 26).

Outros modos de transmissdo da LV incluem a transplacentaria, as transfusdes
sanglineas, o compartilhamento de agulhas e seringas devido ao uso de drogas, e o
transplante de 6rgéos (4) .

A leishmaniose visceral afeta tanto adultos quanto criangas na india e na Africa,
enquanto na América do Sul e na bacia do Mediterréneo atinge mais criangas pequenas
(4). No Brasil, € mais comum em menores de 10 anos, ocorrendo principalmente em
menores de 5 anos, sendo 0 sexo masculino proporcionalmente mais acometido (60%)
(6) .

O aumento do nimero de casos nos locais onde a LV ocorre também é
favorecido pela presenca de fatores de risco individuais que facilitam a evolucdo de

infeccdo para doenca como desnutricdo, imunossupressao relacionada ao uso de drogas
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imunossupressoras, transplante de 6rgéos e co-infeccdo com HIV, desenvolvimento de
projetos que trazem seres humanos ndo imunes para dentro de areas endémicas, como

construcdo de estradas, turismo, assentamentos, atividades militares, entre outros (5).

2.2. Patogenia

Leishménias sdo parasitos digenéticos, e seu ciclo biologico é completado em
dois hospedeiros. Apresentam-se sob duas formas. a amastigota (sem flagelo),
obrigatoriamente intracelular em vertebrados, e a promastigota (flagelada), que se
desenvolve no tubo digestivo dos vetores invertebrados e em meios de culturas
artificiais (22).

O flebotomineo infecta-se quando suga sangue contendo amastigotas existentes
no citoplasma de macréfagos presentes na derme de um animal ou ser humano afetado;
0s parasitos multiplicam-se no tubo digestivo do vetor, tornando-se infectantes 8-20
dias mais tarde, e sdo transmitidos sob a forma de promastigotas, quando uma nova
vitima é picada (5). As formas promastigotas inoculadas na pele séo fagocitadas por
macréfagos, transformando-se em amastigotas, que resistem a enzimas fagolisossomais
e replicam-se nessas células, espalhando-se pelo sistema reticuloendotelia do
hospedeiro (15).

A evolucdo da infeccdo é determinada pela natureza e magnitude das respostas
de células T e citocinas (27). O desenvolvimento de doenca é associada com anergia
celular (reversivel meses apds um tratamento bem sucedido), que pode ser explicada por
apresentacdo inapropriada de antigeno e inducdo de interleucinas 10 e 4, supressoras da
resposta imune (resposta Th2); por outro lado, interleucina-12 e interferon-gamma
(resposta Th-1) parecem ser importantes para uma evolucdo favorével apés a infeccdo
pelaleishméania (4, 28).

Em pacientes com infeccdes clinicas aparentes, no entanto, as respostas Thl e
Th2 n&o sdo caracteristicamente polarizadas, tanto que citocinas ativadoras (interferon
gamma, interleucina 12) e supressoras (interleucina 10, interleucina 13, interleucina 4)
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s80 detectadas; assim, talvez afetada em alguns pacientes por fatores genéticos (29) a
infeccdo progressiva parece mais provavelmente indicar um tipo de resposta supressora

predominante (Th2 > Thl) e ndo umaresposta Thl inerte (4 ).

2.3. Quadro clinico

A leishmaniose visceral compreende uma larga variedade de manifestacOes,
podendo apresentar-se sob trés formas clinicas distintas: forma assintomatica (somente
infeccdo), oligossintomética (forma subclinica) ou classica; esta Ultima desenvolve-se
em trés periodos: inicial, de estado e final (13).

As infecgbes assintomaticas sdo aguelas em que ndo ha evidéncias de
manifestagdes clinicas;, sdo vistas em pacientes provenientes de areas endémicas da
doenca e o diagnostico s € possivel através da deteccdo de uma sorologia positiva
(geralmente com anticorpos em titulos baixos e que podem permanecer positivos por
longo periodo de tempo) ou da intradermorreacdo de Montenegro reativa (6,27). DNA
de Leishmania chagas foi detectado no sangue de alguns individuos com a forma
assintomatica ( 30).

A forma subclinica também ocorre em individuos de area endémica, geralmente
criancas (31). Recentemente, Gama et a (32), através do seguimento mensal de 784
criangas de 0 a 5 anos, caracterizaram o perfil clinico e laboratorial dessa apresentacéo
clinica. Trinta e trés pacientes foram considerados portadores da forma subclinica
(4,2%); a duracéo dos sintomas néo foi prolongada (10 a 40 dias). O quadro clinico foi
discreto e a combinacdo de dados como febre, pequena hepatomegalia (3 a 5 cm),
hiperglobulinemia e aumento de VHS foi a que melhor caracterizou a forma, que ndo é
associada com esplenomegalia ou leucopenia expressivas, mais encontradas em criancas
com a doenca aguda. Leucopenia, trombocitopenia e hipoalbuminemia ndo foram
detectadas em nenhum dos 33 pacientes. O mielograma pode ser positivo ou negativo.
Todas as criancas evoluiram para a cura espontanea, ndo havendo progressdo para a
forma aguda (cléssica), 0 que confirma que essa apresentacdo ndo é considerada um
estégio precoce da doenca clinicamente manifesta.

A leishmaniose visceral ocorre apds um periodo de incubacdo que pode variar

largamente, de 2 semanas a 8 meses (geralmente 2 a 6 meses) (33).
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Na forma cléssica da doenca, ocorre um periodo inicial, em que os sintomas
instalam-se de forma abrupta ou insidiosa (13). A febre é a manifestacéo mais freguente
no inicio do quadro e dificilmente esta ausente no calazar. Na forma abrupta ela pode
ser elevada (39-40° C), e esse modo de apresentacao ocorre mais em adultos ou em
criangas maiores; quando o inicio € insidioso, 0 doente ndo sabe precisar 0 comego dos
sintomas, 0 que € mais encontrado em criangas menores.

Febre continua ou intermitente, fraqueza, anorexia e perda de peso progridem
de semanas a meses (4). O periodo de estado, decorridos em torno de 3 a 4 meses para
as criangas e 6 meses para 0s adultos, caracteriza-se pela sintomatol ogia completa (13).
Esplenomegalia € a manifestacéo clinica mais importante depois da febre; o tamanho do
baco geralmente € proeminente e supera o do figado, o que, associado a hepatomegalia,
causa aumento de volume abdominal. O bago é geramente de consisténcia firme, mas
esta pode ser pouco aumentada nas fases iniciais (33). A linfadenopatia é mais comum
naAfrica (34).

A tosse, geralmente seca e persistente no inicio do quadro, permanecendo
inalterada e desaparecendo no final do tratamento, sugere a presenca da pneumonite
intersticial que ocorre na doenca (35,36,37). O acometimento do aparelho digestivo é
comum, sendo freglente o relato de dores abdominais e diarréia (13), principalmente
nos adultos, atribuida a enterite causada pela Leishmania (35).

Com a evolugdo da doenca, a perda de peso e a palidez se instalam. Edemas séo
mais comuns em membros inferiores, relacionados a hipoalbuminemia; no entanto,
mesmo com taxas baixas de albumina, podem ndo ocorrer (13). Criancas geramente
s80 mais suscetivels a infeccdes e apresentam mais episddios de pneumonia (35,37,38).
Hemorragias sao frequentemente descritas, principalmente as epistaxes, relatadas em até
70% dos casos (13).

Raramente, a deposicdo de imunocomplexos nos rins (39) pode levar a leve
glomerulonefrite, mas insuficiéncia renal ndo é um achado comum na LV (27). O
comprometimento hepatico geralmente € pouco severo e hepatite clinica, apesar de rara,
indica gravidade (40).

Um estudo comparando criancas e adultos no Suddo concluiu que ha poucas
diferencas no quadro clinico e laboratorial desses dois grupos de pacientes (41). No
Brasil, conclusdes semelhantes foram obtidas; a duracdo da doenca desde o inicio dos

sintomas até o diagndstico, no entanto, foi menor nas criangas (35).
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No periodo final, a doenca cursa com edema, epistaxe, gengivorragia, ictericia e
ascite (28); instala-se a desnutricdo, com cabelos quebradicos e pele seca (6). Se ndo
tratada adequadamente, a leishmaniose visceral € sempre fatal. O Gbito geramente
ocorre por infeccOes bacterianas ou hemorragias (6). Anemia grave, febre por mais de
60 dias, diarréia e ictericia sdo fatores que podem ser associados a mau progndstico e
evolucdo fatal (42).

Leishmaniose dérmica pos-calazar (PKDL), uma forma cutanea cronica que
ocorre apos a recuperacdo da leishmaniose visceral (5), tem sido relatada na india em
aproximadamente 10% dos casos ap0s o tratamento. As lesdes, que apresentam caréter
difuso, nodular e ndo ulcerativo na face, tronco e extremidades, contém parasitas e
podem desenvolver-se tdo tardiamente quanto 1 a 2 anos apOs a doenca original,
podendo também persistir por tempo t&0 prolongado quanto 20 anos (33). Na Africa, héa
relatos de que as |lesBes dérmicas persistem por poucos meses (34).

Formas hemorrégicas, com purpura trobocitopénica e hemorragias digestivas,
podem ocorrer no calazar; hemorragias também podem ser desencadeadas ou agravadas
pelos antimoniais (13).

A leishmaniose viscera esta emergindo como uma importante infeccdo
oportunistica em individuos infectados pelo HIV (15), principamente no sul da Europa
(27) e em usuarios de drogas endovenosas (5). A doenca, na maioria das vezes,
representa reativacao de infeccdo subclinica anterior (28). A apresentacdo clinica nesses
pacientes pode ser tipica ou atipica, com sintomas gastrointestinais mais frequentes
(43), principalmente naqueles com contagem de células CD4 baixas (15). Mais de 40%
dos casos apresentam sorologia negativa (43), principamente se a infec¢do por HIV
precedeu a infeccdo pela Leishmania., no entanto, os parasitos podem ser abundantes
mesmo em sitios e células atipicas, 0 que facilita o diagndstico parasitolégico (15).
Quanto ao tratamento, a resposta a este € menor (50% dos pacientes apresentam uma
cura inicial aparente) (27), a toxicidade das drogas comumente utilizadas € maior
(pancresatite tem sido relatada em até 20% dos casos) (44,45), e ha elevada taxa de
recidivas (em torno de 60% dos casos) (46).
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2.4. Diagnostico laboratorial

2.4.1. Alteracoes hematologicas e bioquimicas

As principais alteragdes laboratoriais compreendem pancitopenia (anemia,
geramente normocrémica e normocitica; leucopenia, com neutropenia relativa e
absoluta e eosinopenia e, na maioria das vezes, linfocitose relativa; plaguetopenia),
hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia (13, 47). A VHS e a proteina-C reativa
apresentam-se elevadas (34). As enzimas hepaticas s80 normais ou ligeiramente
aumentadas (47).

2.4.2. Diagnostico parasitolégico

O diagnostico etiologico € fundamental para a confirmacéo de suspeita clinica,
possibilitando o tratamento adequado da patologia. A visualizagdo direta de amastigotas
€ 0 padrdo ouro em locais onde as pungdes para coleta de aspirados de tecidos podem
ser redlizadas e a habilidade técnica de profissionais capacitados em exames
mi croscopicos esta disponivel, com niveis de sensibilidade relatados em torno de mais
de 95% em aspirados esplénicos, 55-97% em material de medula dssea e 60% em
linfonodos (4,48). A positividade da puncéo hepatica varia em torno de 50-75% (49) e
sua realizag&o exige cuidado, para evitar sangramentos; esta técnicando € mais utilizada
com frequéncia no diagnostico do calazar (50).

A aspiracdo esplénica requer do profissiona que a rediza uma grande
experiéncia, que é dificil de ser encontrada fora de um hospital terciario de referénciaou
de um centro especiadizado; o0 procedimento também apresenta algumas contra-
indicacdes, como anemia severa, tendéncia hemorrégica e gravidez (5).

O risco de complicagbes hemorrdgicas na puncdo esplénica torna o
procedimento potenciamente fatal (50,51) o que faz da microscopia de aspirado de
medula éssea 0 método diagndstico mais seguro para pacientes pedidtricos (28); no
entanto, puncdes repetidas podem ser necessérias para 0 aumento da sensibilidade da

técnica.
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A positividade da microscopia € considerada mais elevada em criancas (com
parasitos visualizados em mais de 90% dos casos por um observador experiente) do que
em adultos (nos quais se detecta amastigotas em torno de 70%), o que poderia ser
explicado pelo maior parasitismo do sistema reticuloendotelial encontrado em pacientes
pediatricos (27,28,33). Parasitos foram detectados mais rapidamente no aspirado de
medula 0ssea de criangas menores de 3anos de idade quando comparadas com criangas
maiores dessa idade em um estudo que avaliou a sensibilidade do método; a maioria dos
pacientes altamente parasitados era constituida de criangas pequenas (52). No Brasil, a
positividade da microscopia direta em pacientes pediétricos tem sido relatada variando
de 69,3 a 81,2% (53-57).

Recentemente, considerou-se a positividade da microscopia direta de aspirado
medular tdo elevada quanto a de aspirado esplénico (96,6% e 93,%, respectivamente).
Essa elevada sensibilidade s6 foi possivel quando as 1aminas de mielograma foram
analisadas cuidadosamente e por um periodo de tempo adequado (52). O método
apresenta uma menor positividade se examinado rapidamente; recomenda-se a andlise
de pelo menos 1200 campos (20 minutos) como 0 Minimo necess&rio antes de se
determinar uma amostra como negativa; isso forneceria uma sensibilidade de 90% (52).

A cultura de tecidos, geralmente realizada com o classico meio de NNN (Novy-
MacNeal-Nicolle) e meio liquido de LIT ou de Schneider, € demorada, com crescimento
de leishménias em dias ou semanas, e ndo adequada para tomadas de conduta rgpidas
(6,27). A inoculagdo de amostras de tecidos em hamsters (Mesocricetus auratus) requer
longo tempo para a positividade (1 a 3 meses) (6). A positividade da cultura de aspirado
medular varia em torno de 40-50%, enquanto que a de aspirado esplénico situa-se em
torno de 70-98% (49).

2.4.3. Diagnostico sorologico

Nos locais onde a coleta de aspirados de tecidos ndo pode ser realizada, a
pesquisa de anticorpos séricos em titulos elevados é o diagnostico padréo (4). No Brasil,

0s principais métodos soroldgicos empregados sdo a reacdo de imunofluorescéncia
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indireta (RIFI), o ensaio imunoenzimético Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) e o teste de aglutinacdo direta (DAT) (14).

A RIFI é utilizada desde a década de 60 (58). Diluicbes a partir de 1:80 séo
consideradas positivas (2). E um dos testes disponiveis mais sensiveis, detectando
anticorpos em estagios precoces da infeccdo, que se tornam indetectaveis 6 a 9 meses
apos a cura; a sensibilidade varia de 55% a 96% e a especificidade é relatada em torno
de 70 a 98% (49). Em criancas brasileiras, dois estudos que empregam a RIFI mostram
indices de positividade de 86% e 97,6% no diagndstico do calazar (56, 54).

ELISA surgiu a partir da década de 70, e muitos estudos aprimoraram o ELISA-
padrdo e suas diversas variagoes. Dot- ELISA, fucose manose ligant-ELISA (FML-
ELISA), bovine submaxillary mucin-ELISA (BMS-ELISA), FAST-ELISA, micro
ELISA entre outras (49,58). E um teste (til e sensivel, que permite a andlise répida de
um grande nimero de amostras; varios antigenos podem ser empregados na reacéo,
sendo sua sensibilidade (36-100%) e especificidade (85-100%) influenciadas pelo
antigeno utilizado (48,49).

Um teste aternativo para o diagnéstico de LV, simples, de fécil execucéo e
baixo custo é o teste de aglutinacdo direta (DAT) (59). Um estudo recente realizado no
Brasil demonstrou sensibilidade de 100% com uma diluicdo sérica maior ou igual a
1:800; uma variacdo da DAT, o FAST (Fast Agglutination Screening Test), avaliado no
mesmo ensaio, mostrou resultados comparaveis com umadiluicéo de 1:100 (60).

As principais limitagdes dos testes sorologicos para o diagnéstico da
leishmaniose viscera s80: a possibilidade de reagdes cruzadas com outros
microorganismos, como os causadores de |eishmaniose tegumentar, doenca de Chagas,
malaria, esguistossomose e tuberculose pulmonar (61), a ocorréncia de resultados
positivos em individuos que entraram em contato com o parasito mas ndo tém doenca
(61), e afalta de resposta humora em pacientes imunocomprometidos (43).

Antigenos purificados ou recombinantes tém sido utilizados com vantagem
sobre os antigenos brutos, propiciando maior sensibilidade e especificidade aos testes
sorolégicos (14). Um antigeno recombinante bem estudado, considerado o mais potente
e promissor antigeno soroldgico, € o rK39, que a canca sensibilidade em torno de 95% a
100% (12, 58). A deteccdo rapida de anticorpos anti-rk 39 em sangue coletado a partir
de puncdo de dedo tem sido possivel utilizando-se um teste imunocromatogréfico no

qgual o antigeno é fixado em fita (Teste Rapido Anticorpo Leishmania donovani-
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TRALd), com leitura em 10 minutos, o que facilita sua utilizagdo em condigdes de
campo (4,14).

Recentemente, um teste de aglutinacéo do latex (KATEX) foi desenvolvido para
a deteccdo de antigeno de Leishmania na urina de pacientes com calazar, com
sensibilidade variando de 68 a 100% e especificidade de 100%, sendo considerado

promissor no diagnostico de pacientes imunossuprimidos (62).

2.4.4. Diagnostico molecular

Nos Ultimos anos, o aprimoramento de abordagens moleculares para a
identificacdo de seqiéncias de &cidos nucléicos especificas para determinados
patdgenos abriu novas oportunidades para a identificac8o e a caracterizacdo de agentes
infecciosos, incluindo os causadores das leishmanioses. Varias técnicas inovadoras
estdo em desenvolvimento, entre elas, as de amplificacdo de alvos génicos (Uteis devido
a possibilidade do DNA ou RNA alvo estarem presentes em quantidades minimas nas
amostras clinicas), como areacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas variantes (RT-
PCR, nested-PCR, PCR multiplex, PCR quantitativo) (63,64).

A PCR é um teste que imita in vitro, em um tubo de ensaio, 0 processo de
replicacéo do DNA redlizado in vivo pelos organismos na natureza. Esse processo
possibilita a sintese de milhdes de copias de uma Unica seqiéncia de DNA em poucas
horas.

O DNA presente nos cromossomas € uma dupla fita, enrolada em forma de
hélice. Cada fita é congtituida pelas bases nucleotidicas adenina (A), citosina (C),
guanina (G) etimina (T). As bases estdo ligadas entre si, numa mesma fita de DNA, por
um esquel eto formado de moléculas de deoxi-ribose. O arranjo das letras A, C, Ge T no
DNA gera uma sequéncia (sequéncia génica). A base A de uma fita de DNA sempre
pareia com a base T da outra fita, enquanto que a base C sempre pareia com a base G
(principio da complementaridade), através de ligagdes por pontes de hidrogénio. Devido
aisso, as 2 fitas de DNA sdo chamadas de “complementares’ (65).

In vivo, a enzima DNA polimerase utiliza apenas uma das fitas do DNA como
um “molde” parareproduzir outra fita; portanto, as fitas duplas sdo separadas, para que a

partir de uma delas, denominada “fitatemplate’, sgja produzida uma fita complementar.

12



Leishmaniose visceral em criangas no Estado de Mato Grosso do Sul ...

A PCR explora algumas dessas caracteristicas que ocorrem na replicagdo do
DNA in vivo. A fita template pode ser produzida em laboratério através do simples
aguecimento da fita dupla de DNA em temperaturas proximas a fervura; para iniciar a
sintese, sdo primeiro produzidos oligonucleotideos “iniciadores’, denominados de
primers. Os reagentes utilizados na técnica, aém dos dois primers, sdo: uma grande
quantidade de cada um dos deoxinucleosideos (A,C,T,G) e uma DNA-polimerase
termoestavel, a Tag-polimerase. Esses reagentes séo adicionados ao tubo de ensaio com
o DNA-alvo, isto €, aguele que contém a seqliéncia a ser amplificada (65).

O processo de amplificagdo do DNA-alvo ocorre em trés etapas, utilizando trés
temperaturas diferentes, controladas por um termociclador automético, que s&o
repetidas na mesma ordem a cada ciclo (66).

Na primeira etapa, a desnaturacdo, o ciclador aquece cada amostra a uma
temperatura em torno de 94° C, por cerca de 5 minutos: iSso causa a separagdo completa
da dupla fita de DNA. As fitas, agora transformadas em simples, tornam-se fitas
templates, acessiveis aos iniciadores e a DNA polimerase (65).

Na segunda etapa, denominada de anelamento, a temperatura é abaixada
rapidamente para 37-55°C, permitindo aos primers anelarem-se as sequéncias
complementares de DNA.

Na terceira etapa, a de aongamento ou extensdo da reacdo, a temperatura €
novamente elevada a 72° C, gque € a considerada 6tima para a agcdo da Tag-polimerase,
enzima capaz de permanecer estavel e sintetizar novas fitas de DNA a partir do
iniciador em temperaturas elevadas, pois foi isolada de uma bactéria que vive em fontes
de agua quente. Com a €elevacdo da temperatura, a Tag-polimerase adiciona 0s
oligonucleotideos na nova fita de DNA de forma complementar. A enzima sintetiza
novas moléculas de DNA, mas apenas de uma particular regido do DNA (65).

Repetem-se véarios ciclos e a cada novo ciclo ocorre a duplicagéo das moléculas
de DNA sintetizadas no ciclo anterior, levando a um aumento geométrico do nimero
destas. Apds 30 ciclos, mais de um milhdo de copias do DNA-alvo estardo produzidas, a
partir de uma unicamolécula de DNA inicial.

O material ampliado pode ser detectado por eletroforese em gel de agarose,
corado por brometo de etidio, e visualizado em transiluminador com luz ultravioleta.

Alternativamente, pode ser submetido a el etroforese em gel de poliacrilamida e revelado
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com a coloragdo com a prata, com posterior identificacdo por hibridizagdo em fase

solida (se necessario maior sensibilidade de deteccdo do DNA) (63).

Leishménias sdo parasitos pertencentes a ordem Kinetoplastida, um grupo de
organismos gue possuem cinetoplasto, uma organela Unica situada na base do flagelo,
na mitocondria da célula, que contém uma rede de DNA (KDNA) composta de dois
componentes. 0s maxicirculos e os minicirculos (Figura 1) (67-69). Para o diagnéstico
das leishmanioses pela PCR, o melhor alvo tem sido o DNA presente nos minicirculos
do DNA mitocondrial (kDNA) da regido conservada, ou 0 minicirculo completo
(67,68).

Os maxicirculos sdo moléculas circulares de DNA de 20-40 kb (dependendo da
espécie), presentes em 30-50 cdpias por rede, que codificam proteinas envolvidas na
producdo de energia (69). Na maioria das espécies de tripanosomatideos, 0s
minicirculos perfazem cerca de 95% da massa de KDNA, e em geral, tém 0 mesmo
tamanho dentro de uma determinada espécie.

Apesar da grande heterogeneidade existente entre as sequéncias primarias dos
minicirculos, algumas caracteristicas da organizacdo destas sdo comuns a todos eles.
Estas moléculas contém pelo menos uma regido conservada de aproximadamente 200
pares de base, razoavelmente homogénea entre representantes filogeneticamente
relacionados, sendo o restante denominado de regido variavel (68), ricaem basesA e T
e que contém seqUéncias possivelmente espécie-especificas (69). Os minicirculos
apresentam, portanto, caracteristicas que cumprem as exigéncias basicas para serem
considerados bons substratos para sondas moleculares destinadas ao diagnéstico e
tipagem das leishménias: estéo presentes em cerca de 10.000 a 20.000 cOpias por
parasito, 0 que os torna bons avos de amplificagdo em experimentos de hibridacéo
molecular, além de possuirem uma regido varidvel que pode ser fonte de sondas

especificas para cada espécie (70).
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Figura 1. Rede de DNA em cadeia do cinetoplasto (KkDNA) (69).
15
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Diversas amostras biolégicas podem ser empregadas na PCR, como sangue
periférico (71-77), medula 6ssea (78-80), linfonodos (81) e creme leucocitario (76). O
seu uso para diagndstico em criancas foi demonstrado com sucesso na ltdlia (82). PCR é
um dos métodos mais sensiveis de diagndstico de leishmaniose viscera em pacientes
HIV positivos (75,83).

Estudos que utilizam o método no sangue periférico mostram sensibilidade
variando de 70 a 99% (72,73,77,80,84,85). Quando se emprega aspirado de medula
0ssea, aproximadamente 100% das amostras sdo positivas (78,83).

A deteccdo persistente de DNA de parasitos em tecidos infectados também pode
ser usada como marcador para o risco de recidiva apoés uma cura clinica inicial
(27,82,86-88).

Atualmente, a PCR pode ser vista como um método promissor, com a potencial
vantagem de utilizar amostras de sangue em vez dos convencionais procedimentos
invasivos (33). No entanto, ndo € um método facilmente utilizado em campo, onde a
confirmagdo do diagndstico clinico comumente representa um problema, e apresenta
outras limitagdes, como 0 custo e a necessidade da disponibilidade de reagentes e de
equipamentos (2,58).

2.4.5. Identificacdo de Leishmania

Na tipagem de Leishmania, 0s parasitos primeiramente descritos foram definidos
usando-se caracteristicas morfologicas e/ou bioldgicas, como o desenvolvimento
diferenciado destes em animais experimentais (definindo leishméanias associadas as
distintas patologias) ou nos flebotomineos vetores (considerando a localizagdo dos
flagelados nos diferentes compartimentos do trato digestivo do inseto), o que foi
essencial na diferenciacdo de dois grupos filogenéticos distintos, classificados como os
subgéneros L. (Leishmania) e L. (Viannia). Os descritos mais recentemente, utilizaram
procedimentos baseados em métodos bioquimicos (andlise de zimodemas) e/ou
imunol 6gicos (andise de serodemas, empregando anticorpos monoclonais), ou de uma
bateria de métodos moleculares usados em andlise das moléculas do DNA do
cinetoplasto (KDNA) ou do DNA nuclear (nDNA), de diferentes gens, como

espacadores internos transcritos ou ndo transcritos do gene de rRNA, beta-tubulina e do
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gene que codifica para a principa glicoproteina de superficie de Leishmania, a gp63
(63, 89).

2.5. Diagnostico diferencial

O diagndstico diferencial da leishmaniose visceral deve incluir outras condi¢oes
associadas a esplenomegalia macica como maléria, sindrome da esplenomegalia
tropical, tuberculose miliar, hipertensdo porta, leucemias e linfomas e anemias
hemoliticas (33).

2.6. Tratamento

Nos ultimos 5 anos, considerdvel progresso tem sido obtido no tratamento da
leishmaniose viscera (3, 4, 90). O antimbnio é conhecido desde a antiguidade pelos
egipcios (91), e seus derivados pentavalentes (Sb’ ) sdo utilizados com sucesso no
tratamento da doenca ha mais de 50 anos, devido a sua comprovada eficacia e custo
acessivel (92).

No entanto, a crescente resisténcia desses compostos na india (93) tem gerado
novas abordagens terapéuticas (94); antigas alternativas, como a anfotericina B, tém
sido redescobertas, e suas novas formulagdes lipidicas, menos toxicas e utilizadas em
esguemas mais curtos (95), tém revolucionado o tratamento da doenca. Apds muitas
décadas de tentativas frustradas de utilizacdo de drogas orais, 0 novo composto
miltefosina é o primeiro a ser empregado com sucesso, por essa via, no tratamento da

lei shmaniose visceral (96).

2.6.1. Antimoniais pentavalentes

Os antimoniais continuam a ser a primeira opcdo de tratamento em todas as

regides do mundo (3,4) com duas excecbes. do estado indiano de Bihar, onde a
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resisténcia a esses compostos atinge niveis aarmantes de 50 a 65 %, obrigando a
adocao de outras alternativas que ndo os antimoniais (93), e mais atuamente do sul da
Europa, em paises desenvolvidos em volta do Mediterraneo, onde o custo das
medicagbes ndo é fator limitante, e a anfotericina B lipossomal, cara mas de elevada
eficécia e capaz de reduzir as prolongadas permanéncias hospitalares, tem se tornado,
para muitos pacientes, o tratamento de escolha da doenca (4, 97-99).

Duas formulagdes de antiménio sdo atualmente disponiveis, o estiboglunato de
sédio (Pentostan ®), utilizado nos paises de lingua inglesa, e o antimoniato-N-metil
glucamina (ou antimoniato de meglumina, Glucantime®), usado em outros sem tradicéo
desse idioma, entre eles o Brasil (2,6), ambos com eficécia e toxicidade semelhantes
(34).

O mecanismo de ag8o do antimbnio € mal conhecido: apresenta uma acdo
inibitéria sobre a sintese de ATP, sobre a oxidag&o glicolitica e sobre 0 metabolismo
dos &cidos graxos do parasito (100). A dose de antimoniato recomendada para o
tratamento da LV no Brasil é de 20mg/kg/dia de Sb’, por no minimo 20 dias; nos casos
mais avangados, onde a resposta terapéutica ndo é evidente, o tempo deve ser estendido
para 30 dias, ou mais, no maximo 40 dias (até 2 a 3 ampolas/dia do produto) (6).

O antimbnio € uma droga de eliminacéo renal rapida. A maior parte (80%) é
excretada pelos rins em 6 horas, com meia vida de duas horas, e apenas uma pequena
porcdo da dose administrada fica retida no organismo. Apos essa fase, 0 antimonio
residual concentrado nos tecidos sofre uma eliminacéo lenta, com meia vida de até 76
horas e, a partir do 12° dia de administragdo, o0s niveis teciduais atingem 0 seu pico
maximo, produzindo seus conhecidos efeitos tdxicos, principalmente sobre o aparelho
cardiovascular (100).

Embora eficazes, os antimoniais apresentam efeitos toxicos inconvenientes,
quase sempre reversiveis (15). Classicamente, sdo descritos sinais de intolerancia, do
tipo alérgico, geralmente precoces e independentes da dose (44), ocorrendo no inicio do
tratamento e cessando com a interrupcdo deste. Traduzem uma hipersensibilidade
imediata (febre, caafrios, miagia, artralgia, tosse quintosa, erupgdo cutanea, cefaéia) e
geralmente ndo justificam a interrupcdo da terapia (101). Os sinais de intoxicacdo
ocorrem no final do tratamento, em regra na terceira semana de uso do medicamento, e
traduzem uma superdosagem (sinais de toxicidade cardiaca, hepatica, renal pancreatica

e hematol 6gica) (44).
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As anormalidades eletrocardiograficas desenvolvem-se gradualmente e sdo
reversiveis apos 1 a 3 semanas (34); as mais freqlentes sdo a inversdo da onda T com
infradesnivelamento de ST e o aargamento do espaco QTc, gque ocorrem mais
freglientemente quanto maior a dose diéria e mais prolongada a duragdo da terapia
(102,103). A monitorizagdo cuidadosa em pessoas que necessitam de mais de 20 dias de
tratamento, duas vezes por semana a partir da terceira semana, € indicada, e pode
detectar sinais precoces de toxicidade; idosos, obesos e pacientes com doencas
cardiacas, hepaticas ou renais de base também devem ser monitorizadas duas vezes por
semana ou mais (102). O tratamento deve ser interrompido se 0 paciente desenvolver
arritmia significativa, espaco QTc > 0,50 segundos ou segmento ST céncavo (102), ja
gue as ateracOes de repolarizacdo podem preceder o aparecimento de distUrbios de
ritmo as vezes mortais (104,105).

Hepatite ou pancreatite clinica sdo raras, mas elevacdes pequenas ou moderadas
de enzimas hepaticas e pancredticas, geramente transitorias e reversivels, podem
ocorrer (34). O risco de hepatite mortal, no entanto, justifica a diminuicdo das doses ou
a suspensao do tratamento quando as transaminases atingem nivels superiores a 5 vezes
o normal ( 101).

Os efeitos dos antimoniais como |leucopenia, trombocitopenia, hepatotoxicidade
e cardiotoxicidade foram identificados antes do reconhecimento das alteracdes
pancredticas. A pancreatite é pouco descrita, provavelmente por ser pouco reconhecida
(106). Néuseas, vomitos e dor abdominal, sintomas mal definidos ha muito atribuidos
ao antiménio, poderiam traduzir casos de pancreatite ndo reconhecida (45); alguns
autores, no entanto, ndo detectaram elevacdo de enzimas pancredticas associadas a esses
episodios (44) .

Pancreatite biogquimica € comum, geralmente assintomética, € ndo requer a
suspensdo do tratamento (34). Elevactes dos niveis de amilase acima de 4 vezes o valor
normal e acima de 15 vezes nos de lipase, principalmente se 0 aumento ocorre
rapidamente ou € acompanhado de dor abdominal, nauseas e vémitos, seriam critérios
para a suspensao temporéria da medicacdo (45). Se apds a suspensdo de alguns dias os
sintomas e as enzimas diminuem, pode-se tentar reintroduzir o antimoniato novamente,
mas a decisdo de se continuar o tratamento com a mesma droga, ou optar-se por outra,
deve ser estudada em cada caso. A monitorizacdo da funcdo pancredtica deve ser
realizada durante o tratamento (106).
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Insuficiéncia renal aguda fatal devido a necrose tubular aguda tem sido relatada,
principalmente relacionada a dose elevada, em paciente obeso (107), ou em idosos com
deterioracéo prévia da funcdo rena (44). A eliminacdo predominantemente urinaria dos
antimoniais expfe 0 paciente a0 risco de acumulo sérico toxico nos casos de
comprometimento renal (101), mas os acidentes renais s80 raros e evitaveis, quando se
reduz a dose em casos de insuficiéncia renal leve a moderada. A anfotericina B
lipossomal é preferivel se houver comprometimento renal significativo (108).

As dteragOes hematoldgicas, sobre as 3 linhagens, podem ocorrer durante o
tratamento (agranul ocitose, trombocitopenia e anemia) (44) e sdo regressivas (101).

O relato de desenvolvimento de resisténcia aos antimoniais na india oferece
importantes licdes de erros praticados, que devem ser evitados. a disponibilidade sem
restricéo dessas drogas, que propiciou Seu uso por pessoas hdo qualificadas; a pratica de
comegar-se o tratamento com uma dose pequena, aumentando-se progressivamente a
mesma até atingir-se a dose total no periodo de uma semana; 0 estabelecimento de
periodos sem tratamento para minimizar a toxicidade; o uso do medicamento por
periodo de tempo inferior a0 minimo recomendado; a rotulacdo de pacientes como
refraté&rios ao antimonial, com ado¢cdo de esquema de segunda linha, sem que os

mesmos tivessem recebido tratamento por tempo adequado (93).

2.6.2. Anfotericina B convencional (desoxicolato sodico)

A anfotericina B € um antibiotico poliénico cujo uso para tratamento da
lei shmaniose € bioguimicamente racional, ja que seu alvo sdo ésteres como o episterol e
ergosterol, que sdo componentes majoritarios da membrana da Leishmania. A droga
altera a permeabilidade da membrana celular, causando poros que provocam
extravasamento dos componentes intracelulares, alterando seu balanco iénico, o que
resulta em morte celular (92). Em menor extensdo, liga-se ao colesterol da parede
celular de células humanas, levando a efeitos toxicos (109,110).

Os antibidticos poliénicos caracterizam-se por baixa solubilidade em agua e na
maioria dos solventes organicos; essa caracteristica é responsavel pela absorcdo
intestinal minima da anfotericina B, 0 que torna seu uso por via oral impraticavel.
Portanto, a droga precisa ser administrada por via parenteral para atingir niveis

suficientes, sendo necesséria a adi¢do de desoxicolato, um agente solubilizante (110).
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A eliminag&o da anfotericina B se faz parcialmente por via biliar (20%-30%) e
em menor quantidade por viarena (5% eliminados nas primeiras 24 horas e 40% nos 7
dias seguintes) (111). Dados detalhados do metabolismo da anfotericina B sdo ainda
incompletos, ndo havendo metabdlitos identificados. A droga é organodepositaria, e
apresenta meia vida prolongada, de 15 dias, sendo detectada nos soro em niveis baixos
por varios dias ap0os sua administracéo (110,111).

Anfotericina B é a mais potente droga leishmanicida, tradiciona alternativa
parenteral para faléncias terapéuticas com o uso de antimoniais, e foi durante muito
tempo considerada como droga de segunda linha, devido a sua toxicidade (15). Hoje é
utilizada como a primeira alternativa no tratamento da leishmaniose visceral nas regides
de refratariedade (3), e no Brasil é indicada como primeira escolha no tratamento de
gestantes e pacientes graves (108).

Toda a experiéncia publicada com anfotericina B, praticamente, tem sido gerada
na india, onde os elevados indices de resisténcia aos antimoniais invalidam a utilizagio
dessas drogas como opcdes terapéuticas (93,112,113). Apesar de altamente eficaz (a
dose de 1mg/kg/dia, por 20 dias, utilizada em aproximadamente 1.000 pacientes, atingiu
99% de cura) (114), a droga apresenta algumas desvantagens, como a necessidade de
infusdo parenteral lenta por aproximadamente 4 horas, os conhecidos efeitos toxicos e 0
requerimento de uso prolongado (3,4,92). A administracdo diaria, € ndo em dias
aternados, e o inicio do tratamento ja com a dose de 1mg/kg/dia (sem aumento
progressivo a partir uma dose menor) tém sido utilizados com sucesso e colaboram para
areducdo do tempo de tratamento (114).

Os efeitos adversos podem ser agudos ou crénicos. Os agudos estdo relacionados
a infusdo, como febre, calafrios e tromboflebite, e ocorrem em 80% dos casos (110); o
uso de antiinflamatérios ndo hormonais, antihistaminicos e hidrocortisona pode
diminuir a severidade dessas reagbes (94,115). Os efeitos crénicos incluem
principamente insuficiéncia renal, geramente reversivel, por comprometimento
glomerular e tubular e hipopotassemia; também podem ocorrer comprometimento
hepatico, supressdo de medula 6ssea, miocardite e morte stbita (94).

A toxicidade, principamente cardiaca, pode ser diminuida com algumas
precaucdes. a correcdo de disturbios eletroliticos antes do inicio do tratamento (que
diminui o risco de faléncia cardiaca), o estabelecimento de um periodo de descanso de

10 dias antes da administracdo da droga, quando alteracbes eletrocardiograficas
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decorrentes de dano miocéardico ap0s uso de antimonio estiverem presentes (o que reduz
0 risco de parada cardiaca sbita e arritmias que poderiam causar a morte), e a corregéo
prévia de anemia, melhorando as condicdes gerais do paciente (114). A anfotericinaB é
t&o ativa quanto suas formulagdes lipossomais (112).

O desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de drogas tem sido um dos
principais temas de pesguisa em tecnologia farmacéutica nos ultimos anos. Entre as
alternativas recentemente relatadas de novas formulaces de anfotericina B, destacam-
se 0s Sistemas carreadores representados por lipossomos, sistemas carreadores
nanoparticulados (nanosuspensdes e nanoparticulas lipidicas sdlidas), emulsdes e
cocleados (110,116). Destes, especia atencdo tem sido dirigida as formulagdes lipidicas
da anfotericina B.

2.6.3. Formulacdes lipidicas de anfotericina B

A necessidade de formulacBes menos téxicas de anfotericina B levou a
substituicdo do desoxicolato por outros lipideos, resultando em 3 formulacOes:
anfotericina B lipossomal (AmBisome ®), anfotericina B dispersdo coloidal [ABCD
(Amphocil ® ou Amphotec ®)] e anfotericina B complexo lipidico [ABLC
(Abelcet®)]. Todas foram testadas com sucesso no tratamento da leishmaniose visceral
(94).

Formulacdes lipidicas de anfotericina B propiciam tratamentos mais curtos e séo
muito mais seguras. Permitem o uso diario de doses mais altas e regimes de duracéo tao
curtos como 5 a 10 dias, e sGo comprovadamente eficazes, desde que doses totais
suficientes sejam dadas (27).

Os macroéfagos do figado, baco e medula 6ssea, local onde as leishménias se
domiciliam, também retiram as drogas carreadas da circulacdo apds sua administracéo
parenteral, entregando a anfotericina B no alvo da infeccéo (34,117). 1sso proporciona
uma baixa captacdo destas formulagdes pelos rins, tornando-as menos toxicas do que a
apresentacdo convencional (4). S&o, no entanto, mais caras, fator que limita seu uso em
paises em desenvolvimento (2, 90).

As formulagbes lipidicas de anfotericina B sdo semelhantes em alguns aspectos,

mas apresentam diferente tolerabilidade e perfil farmacocinético, resultante de suas
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diferencas estruturais (34). Lipossomas sdo esferas microscopicas fechadas com um
nucleo aquoso interno, circundado por uma dupla camada lipidica externa. AmBisome®
é a Unica considerada como um verdadeiro lipossoma (Figura 2) (118). E uma
apresentacdo na qual a anfotericina B € encapsulada dentro de lipossomas feitos com
fosfatidil colina, colesterol e disterolfosfatidilglicerol; Abelcet® existe como uma
estrutura em forma de fita, e Amphotec® também néo é verdadeiramente um lipossoma,
e sim uma dispersdo coloidal de anfotericina B, na qual esta é unida a sulfato de
colesterol em forma de discos de 100 nm de didmetro por 4 nm de largura (Figura 2)
(118).

O pequeno tamanho das particulas de AmBisome® (vesiculas menores que 100
nm de didmetro), a inclusdo do colesterol e a formagdo de uma carga complexa entre a
anfotericina B e o disterolfosfatidilglicerol, aliados a estabilidade plasmatica do
complexo, resultam em concentracdo plasmética 25 e 50 vezes maior do que a de
Amphotec® e Abelcet®, respectivamente, e 75 vezes maior do que a da anfotericina B
convencional (118).

AmBisome® € a mais testada das apresentacdes e a Unica aprovada pelo Food
and Drug Administration (3); € a que apresenta melhor relaco eficacialinocuidade,
sendo também a mais cara (119). No Brasil, € indicada na dose de 3mg/kg/dia durante 7
dias, ou 4mg/kg/dia durante 5 dias (108) e seu uso gratuito € provido pelo Ministério da
Salde, em indicages restritas a falha teragpéutica ou toxicidade ao desoxicolato de
anfotericina B, transplantados renais ou pacientes com insuficiénciarenal (108).

As doses minimas totais necessérias para atingir 95% de taxas de cura variam
de acordo com a regido geogréfica: 6m/kg, 14mg/kg e 21 mg/kg na india, Quénia e
Brasil, respectivamente (120). A eficicia de AmBisome® tem sido documentada no
mundo todo, tanto em adultos quanto em criangas (97,112,121-123).

Anfotericina B dispersdo coloidal (Amphocil®) foi utilizada com sucesso em um
pegueno numero de pacientes brasileiros;, a dose considerada mais eficaz foi a de
2mg/kg/dia, por 7 dias (124,125); a reacdo adversa mais importante foi a febre, que
ocorreu em 8 de 10 pacientes, foi mais severa em criancas abaixo de 6 anos e esteve as
vezes associada a distress respiratorio e cianose (125).
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AmBisome®

Figura 2 . Representacdo esquematica das diferentes estruturas das formulacbes

lipidicas de anfotericina B (118).
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2.6.4. Pentamidina

E uma droga cujo uso est4 sendo abandonado no tratamento da leishmaniose
visceral, devido ao crescente declinio da resposta terapéutica, alto custo e por ser
extremamente toxica, podendo causar diabetes mellitus insulino-dependente, choque e

toxicidade cardiaca, levando a arritmias e mortes (94).

2.6.5. Paromomicina (Aminosidina)

E um aminoglicosideo com larga atividade antiparasitéria, utilizado como
monoterapia ou em combinagdo com estibogluconato no tratamento da leishmaniose
visceral, para reduzir a duragdo da terapia (12), apresentando elevada eficécia e baixa
taxa de efeitos adversos, que incluem nefrotoxicidade e lesdo do oitavo par craniano
(94). A droga é eficaz, bem tolerada e t&o barata quanto a anfotericina B convencional

(2). Uma nova preparacio manufaturada esta sendo testada na india (3).

2.6.6. Interferon y

No intuito de estimular macrofagos tissulares e iniciar mecanismos
leishmanicidas, foi utilizado primeiramente por Badar6 et a (1990), mostrando bons
resultados, juntamente com antiménio, em poucos pacientes no Brasil (126), mas
posteriormente demonstrou ndo ser suficientemente ativo para ser utilizado em
monoterapia, além de apresentar efeitos colaterais (febre, caafrios, fadiga mialgias e
cefaléia) (12). Empregado juntamente com o antimbnio, acelera o tempo de
desaparecimento da Leishmania, mas ndo interfere nos indices de cura, se comparado

com essa droga isoladamente (127).
2.6.7. Sitamaquine (WR6026)
E uma 8-aminoquinolina andloga a primaquina. Pouco se sabe sobre sua eficécia

e toxicidade (2). No Brasil, foi testada em um pequeno nimero de pacientes, sendo que

os indices de cura foram extremamente baixos, detectando-se ocorréncia de nefrite
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intersticial, efeito adverso ndo relatado anteriormente em estudos animais ou de fase
1(128).

2.6.8. Miltefosina

Miltefosina, uma droga originalmente desenvolvida como agente antineoplasico
(119), € a primeira apresentacéo oral efetiva para o tratamento da leishmaniose visceral,
incluindo infecgdes resistentes ao antimonio (4). Aprovada na india em 2002, na
Alemanha em 2004 e na Coldmbia em 2005 para uso por 28 dias, € ativa em adultos e
criancas (4). Na india, a taxa de cura foi de 94% em adultos, com uma dose diaria de
100mg para individuos pesando mais de 25kg ou 50mg para os abaixo desse peso; em
criangas, o tratamento obteve 0 mesmo indice de cura, com a dose de 2,5 mg/kg/dia por
28 dias (129,130,131).

A toxicidade (gastrointestinal, hepatica e renal) € geralmente toleréavel e
reversivel; no entanto, embora pouco intensa na maioria dos pacientes, a toxicidade
gastrointestinal pode ser severa o suficiente para ocasionar a suspensao do tratamento
(112, 132). Aproximadamente 50% dos pacientes experimentam entre 1 e 4 episodios
de intoleréncia gastrointestinal em 4 semanas de terapia; vomitos sdo duas vezes mais
freqlentes do que diarréia (112). Alteracdo assintomética e reversivel de enzimas
hepaticas pode ocorrer. Embora incomum, nefrotoxicidade moderada a severa pode ser
encontrada em 2% e 1% dos pacientes, respectivamente (112).

A droga ndo pode ser usada em mulheres gravidas, ou em idade fértil (a menos
gue a contracepcao segja utilizada durante toda a terapia e por mais dois meses apos a
retirada), devido ao seu potencial teratogénico (4,129,132).

A eficécia da miltefosina em outras areas endémicas como o Sudédo, e contra L
infantum ou L. chagas na regido do Mediterraneo e na América do Sul,
respectivamente, ainda necessita ser comprovada (92).

Na india, onde se concentram aproximadamente 50% do calazar mundial e onde
90% dos casos ocorrem em individuos que vivem em situacdo de pobreza, em é&reas
rurais de Bihar (cuja arendafamiliar diaria é em torno de U$ 1), o futuro em relacdo ao
uso correto da miltefosina € motivo de preocupacdo (133). O emprego por via ora
possibilitou 0 manejo por pacientes ambulatoriais; a droga € largamente disponivel no

pais, sem prescricdo médica e sem restricdo de quantidade, e seu custo, em torno de
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U$145, poderia motivar a compra de quantidades menores do medicamento, apenas
suficientes para permitir que o paciente comegasse a se sentir melhor e pudesse retornar
ao trabalho ou a escola. Bihar € a Unica regido endémica onde anos de tratamentos
incompletos resultaram na ineficacia dos antimoniais como recurso terapéutico; a
possibilidade de surgimento de resisténcia a miltefosina pelo mesmo motivo mostra que
Seu uso irrestrito deve acabar, e que um sistema estritamente supervisionado precisa ser
instituido (133).

2.6.9. Resposta ao tratamento

A maioria dos pacientes apresenta melhora clinica apés 7 a 10 dias de tratamento
(4,6). A febre geralmente desaparece precocemente, em torno do 5° dia, os parametros
hematol6gicos melhoram a partir da segunda semana, e ao fina do tratamento o
tamanho do baco apresenta reducdo de 40% ou mais, em relacdo a medida inicia (6).
Noventa por cento ou mais dos pacientes apresentam cura aparente; 5 a 10% néo
respondem ou morrem durante a terapia, devido ao estédgio muito avancado da doenca,
intercorréncias ou toxicidade das drogas utilizadas; 5 a 10% dagueles aparentemente
curados apresentam recidiva, a maioria das vezes dentro de 6 meses apoés o final do
tratamento. A resposta terapéutica ndo é considerada completa até que 6 meses ou mais,
ap6s o tratamento, tenham se passado (4).

2.6.10. Algumas perspectivas no tratamento

A terapia combinada encontra-se em discusséo atualmente, parecendo encontrar
novo campo no tratamento das leishmanioses (109). A associacdo de dois
medicamentos deveria ser promovida, para preservar-se a eficacia das drogas atuais e
futuras (119). Uma combinacdo que tem sido considerada € a do antimonial com a
anfotericina B (7), os dois medicamentos mais eficazes no tratamento.

Outra perspectiva futura seria a utilizagéo de anfotericina B por via oral . Como
ja discutido, a captacdo gastrointestinal da anfotericina B convencional € minima.
Tentativas de melhorar essa situacéo tém sido recentemente relatadas, por meio da

utilizacdo de anfotericina B cocleada ou em nanosuspensdo, demonstrando que 0 uso
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oral poderia ser praticavel (109). Essas formulacfes estdo sendo testadas em modelos
animais (110, 116, 134).

Cocleados constituem um novo sistema lipidico carreador, com potencial para
administracdo de drogas hidrofobicas por via oral (134). S& micelas cilindricas
multilamel ares que se formam espontaneamente quando um fosfolipideo ativo de soja, a
fosfatidilserina (ultrasonicada), é tratada com Ca’, havendo retirada de &gua do
fosfolipideo (116). A estrutura multilamelar € constituida de uma folha de dupla camada
lipidica enrolada em espiral, sem espaco aguoso interno, que envolve a anfotericina B
como um lipossomo; o encapsulamento ou envolvimento da anfotericina B pelo
fosfolipideo faz com que esta permaneca limitada entre as camadas espirais,
protegendo-a da degradacdo no trato gastrointestinal e permitindo sua absorcdo e
fagocitose pelas células do sistema reticuloenotelia (134).

Novos investimentos deverdo ser feitos para o aperfeicoamento das formulacbes
de anfotericina B, 0 que, no entanto, levara muito tempo; mesmo os melhoramentos na
eficacia e seguranca, que hoje parecem possiveis, provavelmente ndo estardo no
mercado antes de 2015 (110).

2.7. Prevenc¢ao

A LV tem se revelado uma endemia de dificil controle no Brasil, ndo existindo
medidas simples e eficazes de protecdo. Estas visam aos diferentes elos do ciclo de
transmissdo, que sdo o vetor, O reservatorio e 0 homem, e foram recentemente
divulgadas pelo Ministério da Salide (6). O controle eficaz, no entanto, esbarra em
diversas dificuldades operacionais, técnicas e financeiras.

Para o controle vetorial, recomenda-se 0 uso de inseticidas de agdo residual
(cipermetrina e deltametrina) no interior das casas e abrigos de animais. Essas acOes de
controle, sdo medidas de baixo impacto, e devem ser aplicadas em situagbes epidémicas
(6), de modo a baixar a densidade vetoria rapidamente, ja que esta alternativa atingiria
apenas aforma aada do vetor, ndo extinguindo os criadouros. Problemas orcamentarios
e escassez de recursos humanos adequadamente treinados séo fatores que tornam essas
acOes freqUentemente descontinuas no Brasil, com reinfestacdo dos ambientes e

ressurgimento de casos (14).
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O baixo impacto das agbes centradas no reservatorio canino, como a remogao e
eliminacdo de cées soropositivos, tem sido questionado por pesquisadores (135,136),
sendo a ineficacia da medida isolada atribuida a demora entre o diagndstico e a
eliminagdo dos cées, a baixa sensibilidade dos testes diagnosticos, a elevada incidéncia
de infeccdo canina e a répida substituicdo dos caes eliminados por outros ja infectados
(137,138).

O tratamento medicamentoso em cdes é contra-indicado no pais, pela baixa
resposta terapéutica, recrudescéncia freqlente e risco de selecéo de parasitas resistentes
(6,13). O uso de coleiras impregnadas com deltametrina tem mostrado resultados
promissores na protecdo dos animais. No Brasil, um estudo demonstrou a eficacia da
coleira em evitar a alimentacdo da Lu. Longipalpis em até 96% dos cées (139). No
entanto, para a obtencdo de um impacto epidemiol égico na transmissdo, uma ata taxa
de cobertura com coleiras seria essencial, 0 que ndo SO requer a reposicao daguelas
perdidas ou danificadas, mas também a colocacdo destas em novos cées que surgem na
area, 0 que seria um desafio no Brasil, onde ha elevadas taxas de rotatividade na
populacdo canina (140). A medida ainda ndo é recomendada pelo Ministério da Salde
(13).

Uma vacina composta pelo antigeno complexo glicoproteico Ligante de Fucose
e Manose (FML) de L. donovani e o adjuvante saponina,(Leishmune®), desenvolvida
por pesquisadores no Rio de Janeiro, teve seu uso avalizado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento estd sendo comercializada desde 2004, mas
ainda ndo foi autorizada pelo Ministério da Salde, enquanto estudos mais amplos ndo
forem realizados. No entanto, um estudo recente demonstrou que a vacina induz
anticorpos capazes de bloquear a transmissdo tanto de L. (L.) donovani como de L. (L.)
chagasi em cées vacinados, pois os anticorpos produzidos inibem a ligagdo de formas
promastigotas pro-ciclicos no intestino do vetor L. longipalpis, impedindo sua evolugéo
normal (141).

No Brasil, a capacitacdo de pessoal técnico e de profissionais de salde para a
realizagdo de diagnostico precoce e de tratamento adequado dos casos de |eishmaniose
visceral passou a ser incrementada desde 2001. O acesso a0 tratamento continua
garantido por meio da distribuicdo gratuita do antiménio nas unidades publicas de
salde. Novos avancos em termos de tratamento no pais consistem no estabel ecimento

de critérios para a identificacdo de doentes graves, que requerem o uso de drogas mais
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potentes, como a anfotericina B como primeira opgdo terapéutica, e, como ja citado, o
fornecimento de anfotericina B lipossomal em situagOes especificas (108).

O fato de que a recuperacdo de uma infeccdo causada por Leishmania confere
imunidade a reinfeccdo, sugere que o controle das |ei shmanioses por meio de vacinagdo
é possivel. L. major autoclavada tem sido utilizada em muitos estudos (vacinas de
primeira geragao), mas atualmente varios outros antigenos tém sido identificados e
caracterizados, que poderiam ser candidatos potenciais para vacinas de segunda geracéo
(4,142), porém, até o momento, ndo h& uma vacina humana eficaz ou recomendada para
o controle (14).
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3.JUSTIFICATIVA

Mato Grosso do Sul € conhecido pelas suas inusitadas belezas naturais, com
destaque para o Pantanal e a Serra da Bodoqguena, atraindo turistas do mundo todo. No
entanto, ndo s a natureza privilegiada projeta-o no cenario nacional. O Estado também
€ avo de uma das endemias de maior importancia em saide publica do pais, a
leishmaniose visceral, e ndo tem sido excluido do processo de expansdo e urbanizacdo
da doencga que vem ocorrendo em outras regides brasileiras.

A notificagdo crescente de casos (83 em 2000, 287 em 2002, 351 em 2005, 245
até agosto de 2006), totalizando 1.795 registros, com 1.182 casos confirmados e 127
obitos, exemplifica a seriedade da situacdo (143). Campo Grande continua vivenciando
uma epidemia, havendo 31 notificagbes em 2002 e 240 em 2005. Até 2005, relata-se a
ocorréncia da doenga em 34 dos 78 municipios do Estado (143).

Varios trabalhos tém sido realizados, estudando-se a fauna flebotominea e os
reservatorios animais (9, 16,17,24,144,145) mas, apesar do nimero crescente de casos
em humanos, poucos estudos envolvendo pacientes com |leishmaniose visceral tém sido
descritos em nossa regido (10). Na literatura nacional, ha alguns relatos de LV em
criangas (53-57), mas a maioria enfoca as caracteristicas clinicas e epidemiol gicas da
doenca; descricéo detalhada de seu tratamento raramente € encontrada.

O atendimento de criangas com leishmaniose visceral no Hospital Universitario
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (NHU-UFMS), recebeu especial
atencdo a partir de 1986, com o inicio das atividades da Infectologia pediatrica. Com o
aumento do nimero de casos, estabel eceu-se uma parceria com o setor de Parasitologia
da Universidade, que investiu cada vez mais no aperfeicoamento do diagndstico.

Até 2001, antes da explosdo de casos na capital Campo Grande, a maior parte
dos pacientes provinha de cidades do interior do Estado. Com a ocorréncia da epidemia
na cidade, percebeu-se a rapidez da instalacdo dos quadros em criancas, cuja maioria
apresentava, para um bom observador, dados muito chamativos de leishmaniose
visceral (esplenomegalia expressiva e pancitopenia) em poucos dias de evolucéo,
cardter diferente daguele em que a patologia costuma apresentar-se, com evolucao
arrastada e de longa duracéo.

O diagndstico precoce e o tratamento adequado dos casos sdo fatores

fundamentais no controle da doenca e constituem o polo da prevencdo pelo qual os
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responsaveis sao os profissionais de salide. A presenca de criangas com |eishmaniose na
Enfermaria de Pediatria passou a ser constante. Comegamos a sentir a necessidade de
conhecermos mais profundamente a patologia, principa mente porque o Hospital € um
centro de referéncia para diagnostico e tratamento da mesma.

Essa necessidade deu origem a um novo campo de pesquisa clinica. O primeiro
passo seria conhecer as caracteristicas da doencga nas criangas. Deveriamos também
verificar a sensibilidade dos métodos diagndsticos empregados no Hospital, o que ndo
havia sido realizado antes, iniciando-se depois o estudo do tratamento.

Dispunhamos de uma grande quantidade de material biolégico estocado (Iaminas
de aspirado de medula 6ssea), que poderia ser estudado retrospectivamente. Comegamos
a pensar na possibilidade de avaliar-se a utilizacdo de métodos mais modernos de
diagndstico, como os que empregam técnicas de biologia molecular, o que foi possivel
gracas a parceria com um centro com larga tradicdo em pesquisa, a FIOCRUZ do Rio de
Janeiro. Foi o ponto de partida para arealizaggo do presente trabal ho.
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4.0BJETIVOS

4.1. Objetivo geral

e Estudar os casos de leishmaniose visceral em criangas atendidas no
NHU-UFMS, num periodo de 7 anos (janeiro de 1998 a fevereiro de
2005.

4.2. Objetivos especificos

e Descrever as caracteristicas clinicas e laboratoriais das criancas sul-
mato-grossenses com leishmaniose visceral atendidas no NHU-UFMS,

caracterizando a forma de apresentacéo da doenca nesses pacientes.

e Analisar os métodos convencionais de diagndéstico utilizados no Hospital,
como a microscopia direta e a cultura de aspirado medular, e a sorologia

por Imunofluerescéncia Indireta.

e Aprimorar as técnicas de diagnostico da leishmaniose viscera,
verificando a sensibilidade e a especificidade da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), na identificagcéo da presenca de DNA de Leishmania
em laminas de aspirado medular, coradas por Giemsa e estocadas,

comparando-as com 0s métodos convencionais de diagnostico.

e Andisar 0s aspectos relacionados ao tratamento das criancas com
leishmaniose visceral, descrevendo-se mais detalhadamente os esquemas
terapéuticos utilizados, a ocorréncia de efeitos adversos, a eficacia das
drogas, as dificuldades e outros aspectos relacionados ao seu manejo.

e Descrever as caracteristicas clinicas, laboratoriais e 0 esquema

terapéutico de criangas que apresentaram recidiva da leishmaniose

visceral apOs o primeiro curso de tratamento.
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5.CASUISTICA E METODOS

As casuisticas trabalhadas, bem como as metodol ogias empregadas, encontram-

se descritas nos respectivos trabal hos, os quais sdo apresentados a seguir.
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6. RESULTADOS

6.1. Trabalho n°® 1 - “LEISHMANIOSE VISCERAL EM CRIANCAS NO

MATO GROSSO DO SUL, REGIAO CENTRO-OESTE DO BRASIL: UMA
DOENCA DE EVOLUCAO RAPIDA”. A ser submetido & publicagso.

6.2. Trabalho n° 2- “COMPARISON OF CONVENTIONAL METHODS FOR
DIAGNOSIS OF VISCERAL LEISHMANIASIS IN CHILDREN IN CENTER-
WEST REGION OF BRAZIL”. Aceito para publicacdo pelo The Brazilian Journal

of Infectious Diseases.

6.3. Trabalho n° 3- “SENSITIVITY AND SPECIFICITY OF PCR IN GIEMSA-

STAINED SLIDES FOR DIAGNOSIS OF VISCERAL LEISHMANIASIS IN
CHILDREN.” A ser submetido a publicac&o.

6.4. Trabalho n° 4- “EXPERIENCIA HOSPITALAR NO TRATAMENTO DA

LEISHMANIOSE VISCERAL EM CRIANCAS NO MATO GROSSO DO SUL,
BRASIL”. A ser submetido a publicaco.

6.5. Trabalho n® 5- “UNSATISFACTORY RESPONSE IN THE TREATMENT

OF VISCERAL LEISHMANIASIS IN BRAZILIAN CHILDREN: THE PROBLEM
OF RELAPSE.” A ser submetido a publicacéo.
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TRABALHO N°1

LEISHMANIOSE VISCERAL EM CRIANCASNO
MATO GROSSO DO SUL, REGIAO CENTRO-OESTE DO BRASIL:

UMA DOENCA DE EVOLUCAO RAPIDA
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LEISHMANIOSE VISCERAL EM CRIANCAS NO MATO GROSSO DO SUL,
REGIAO CENTRO- OESTE DO BRASIL: UMA DOENCA DE EVOLUCAO
RAPIDA

Brustoloni YM, Cunha RV, Oliveira ALL, Dorval ME, Oshiro ET, Pontes ERJC

Resumo

A leishmaniose visceral, habitualmente insidiosa e de longa duracdo, vem apresentando
uma evolugdo rdpida em criangas no Mato Grosso do Sul, regido Centro-Oeste do
Brasil, notando-se um curto periodo entre o aparecimento dos sintomas e o diagndstico.
Cento e dezesseis criangas internadas para tratamento da doenga em um hospital de
referéncia, entre janeiro de 1998 e fevereiro de 2005, foram estudadas
retrospectivamente. Os pacientes foram divididos em 2 grupos, de acordo com o tempo
de duracdo da doenga: com 30 dias ou menos de evolugdo (Grupo I) e com mais de 30
dias (Grupo II). Setenta por cento das criangas apresentavam quadro clinico sugestivo
havia 1 més ou menos, com média de aparecimento dos sintomas de 16 dias. Pacientes
desse grupo j& tinham esplenomegalia significativa a admissdo: bago > 5 cm foi
encontrado em mais de 80% e >10 cm em torno de 20% dos casos. Os parametros
laboratoriais estavam precocemente alterados: anemia foi detectada em 93,8%,
leucopenia em 83,9%, 90% tinham plaquetopenia e albumina menor que 2,5 g/dl foi
encontrada em 30% dos casos. O comprometimento hepéatico foi freqiiente e intenso em
alguns casos, mesmo em fases precoces, sugerindo a necessidade de monitorizagdo de
aminotransferases desde o inicio, para uma tomada de conduta adequada. Em éreas de
introducdo recente da doenga, o quadro clinico e laboratorial de instalagdao mais rapida
possibilita uma suspeita diagnostica mais precoce dos casos. O tratamento de pacientes
em fase inicial, o combate sistematico aos processos infecciosos intercorrentes € o
controle rigoroso das drogas utilizadas para tratamento resultaram em uma doenga de

baixa letalidade (2,6%).

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, calazar, epidemiologia, aspectos clinicos,

crianga.
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Abstract

Visceral leishmaniasis, usually an insidious and long-lasting disease, has been showing
a rapid evolution in children in Mato Grosso do Sul, Center-West region of Brazil, with
a short interval between the onset of symptoms and diagnosis. One hundred and sixteen
children admitted to a reference hospital from January 1998 to February 2005 for
treatment of the disease were retrospectively studied. The patients were distributed into
two groups, according to the duration of the disease: up to 30 days of evolution (Group
I) or longer than 30 days (Group II). Seventy percent of them had exhibited signs and
symptoms of visceral leishmaniasis for up to one month (mean time to appearance of
symptoms: 16 days). Patients in Group I showed significant splenomegaly: spleen size
was > 5 cm in more than 80%, and > 10 cm in around 20%. Laboratorial parameters
were precociously altered: anemia was detected in 93.8%, leukopenia in 83.9%,
thrombocytopenia in 90% and albumin value was < 2,5 g/dl in 30% of cases. Hepatic
involvement was frequent and intense in some cases, even in early stages, suggesting
the need for monitoring aminotransferases since the initial management, to help to
define an adequate choice of treatment. In areas of recent introduction of VL, the
intensity of clinical and laboratory features makes possible an earlier diagnostic
suspicion. Treating patients in an initial phase, systematic treatment of intercurrent
infections and straight control of drugs used for therapy resulted in an illness of low

lethality (2.6%).

Keywords: Visceral leishmaniasis, kala-azar, epidemiology, clinical aspects, children.
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Introducao

Apesar dos achados classicos de febre prolongada, emagrecimento,
hepatoesplenomegalia, pancitopenia, e hipergamaglobulinemia caracteristicos da
leishmaniose visceral (LV), algumas varia¢des na apresentacao clinica da mesma dentro

', Habitualmente uma doenca

do proprio territorio brasileiro tém sido descritas
insidiosa, com tempo de evolugdo prolongado®’, associada a estado nutricional
deficitario em uma proporgdo significativa de pacientes'®, ha relatos de quadros de
curta duragdo’, em individuos com graus nutricionais variados®, e com maior ou menor
incidéncia de complicac¢des, como infeccdo ou sangramento **'°.

O processo de difusdo e urbanizagio da LV que vem ocorrendo em varias
localidades brasileiras atingiu também a regido Centro-Oeste do Brasil, principalmente
Mato Grosso do Sul. Atualmente, a leishmaniose visceral encontra-se em franca
expansdo no Estado'', notando-se o aumento crescente do nimero de municipios
acometidos sem notificacdo anterior de casos, exemplificando a instalacdo recente da
doenca '%. Nos tltimos 5 anos, dois focos epidémicos foram registrados em cidades de
expressivo adensamento populacional, como Trés Lagoas e Campo Grande, a capital
112 Apesar do aumento do niimero de casos, poucos trabalhos descrevendo pacientes
com LV tém sido realizados na regido .

O objetivo deste estudo ¢ analisar retrospectivamente as manifestacdes clinicas
e laboratoriais de criancas com leishmaniose visceral internadas em um hospital
universitario de referéncia, caracterizando sua forma de apresentagdo nesta regido do
Brasil, no momento atual, pois o conhecimento do modo de apresenta¢do da doenga em

uma determinada localidade pode auxiliar na detec¢do diagnodstica precoce dos casos,

contribuindo de maneira importante para seu controle.
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M étodos

O estudo foi baseado na analise retrospectiva de prontuarios de criangas com
leishmaniose visceral admitidas para tratamento no Nucleo do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (NHU-UFMS), no periodo de janeiro de
1998 a fevereiro de 2005. Foram incluidos 114 pacientes que apresentavam
manifestagdes clinicas de LV, associadas a deteccdo de parasitas em aspirado medular
(por meio de microscopia direta ou cultura), sorologia positiva por Imunoflurescéncia
Indireta (> 1/40 até 2003 e > 1/80 dai em diante), ou que apresentaram DNA de
Leishmania detectado pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), em laminas de
aspirado medular. Duas criancas que mostravam sintomatologia sugestiva, sem
comprovagdo laboratorial da doenga, mas com resposta terapéutica favoravel ao
tratamento antimonial, também participaram do estudo, totalizando 116 pacientes.

Um protocolo foi confeccionado, registrando-se dados como sexo, idade,
procedéncia, tempo de duragdo da doenca desde o aparecimento dos primeiros sintomas
até a chegada ao servigo, sinais e sintomas, exame fisico completo, incluindo peso,
tamanho do figado e do bag¢o (medidos abaixo do rebordo costal, na linha
hemiclavicular), testes diagndsticos, exames laboratoriais, coletados por ocasido da
admissdo hospitalar: hemograma completo, aspartato aminotransferase -AST- valor
normal (VN) = 15 a 37 U/L, alanino aminotransferase -ALT- VN=30 a 65 U/L, uréia,
creatinina, albumina, globulinas e amilase, e drogas utilizadas para o tratamento.

A microscopia direta de aspirado medular foi realizada em todos os 116
pacientes; a cultura (em meio de NNN) em 86, ¢ a sorologia, em 79. A deteccdo de
DNA de Leishmania em laminas de aspirado medular, realizada através da técnica de
rea¢do em cadeia da polimerase (PCR), cujo alvo de amplificacdo ¢ a regido conservada
da molécula de mini-circulo (kDNA), foi obtida, quando possivel, em pacientes com
provas parasitologicas ou sorologicas negativas ou nao realizadas. A identificacdo das
espécies de Leishmania, isoladas em 12 amostras por cultura, foi feita pela técnica de
eletroforese de enzimas, segundo protocolo previamente descrito'.

Para a interpretacdo dos dados, os pacientes foram divididos em dois grupos, de
acordo com o tempo de duragdo (ou evolugdo) da doenga: criangas com < 30 dias de

evolugdo (Grupo I) e com > 30 dias (Grupo II).
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Anemia foi definida como um valor de hemoglobina < 9 g/dl; leucopenia, como
leucécitos abaixo de 5.000 céls/mm’; plaquetopenia, como plaquetas abaixo de 150.000
céls/mm’; hipoalbuminemia, como albumina < 3,5 g/dl e hiperglobulinemia, como
globulina > 3,0 g/dl.

A verificacdo dos percentis de peso, avaliados a partir do indice de peso para a
idade, foi efetuada por meio de comparagdes com as curvas do NCHS utilizando-se a
rotina “Epinutre” do programa Epi-Info 6.01. Os programas Epi-Info 3.2.2 e Bioestat
3.0 foram empregados para a analise estatistica. Os testes de Qui-quadrado e Fisher
foram usados para a comparacdo de proporcdes e os testes t de Student ou de Mann
Whitney, para a comparacdo de médias. Um valor de p < 0,05 foi adotado para
representar um resultado estatisticamente significativo. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de Mato

Grosso do Sul.
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Resultados

Todas as 116 criangas que participaram da pesquisa eram procedentes do Estado
de Mato Grosso do Sul. Dezesseis municipios apresentaram registro de casos, e até
antes do inicio do periodo do estudo, em treze deles ndo havia notificagdo anterior de
leishmaniose visceral. Cinqiienta e dois por cento das criangas internadas moravam em
Campo Grande por ocasido do adoecimento. Trés pacientes eram indigenas e um
procedente de acampamento de “sem-terra”.

A febre foi o maior motivo de procura de atendimento médico por parte das
maes ou responsaveis (80% dos casos) e o aumento do volume abdominal foi a segunda
queixa mais freqiiente (10%), sendo registrados também palidez (3,4%), dor abdominal
(2,6%), emagrecimento (1,7%) e outras queixas (4%). A doenca apresentou duragdo
média de 1 més e 17 dias e mediana de 21 dias. A idade média dos pacientes foi de 4
anos e dois meses.

Quando divididos em dois grupos, 70% das criangas pertenciam ao Grupo I
(trinta dias ou menos de evolucdo), apresentando em média 16 dias (¢ mediana de 15
dias) de duragdo dos sintomas; destas, 61,7% referiam febre havia 15 dias ou menos.
Trinta e cinco pacientes (30%) estavam doentes havia mais de 30 dias (Grupo II), com
média de duracdo dos sintomas de 3,9 meses e mediana de 2 meses. Apenas 4
apresentavam tempo de evolucdo superior a 6 meses.

A Tabela 1 mostra as caracteristicas clinicas das criangas com leishmaniose
visceral, de acordo com o tempo de duragdo dos sintomas. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre o sexo (p=0,1239) ou a média de idade (p= 0,3734)
entre os grupos. A idade variou de 6 meses a 13 anos e 1més (média = 4,4 + 3,2 anos)
em criangas do Grupo I e de 7 meses a 10 anos e 2 meses (média=3,9 + 2,8) no Grupo
II. A doenga foi mais comum em menores de 5 anos (69,9%). Considerando-se a
procedéncia, 90% e 74,2% dos pacientes dos Grupos I e I, respectivamente, eram de
areas onde a doenga havia se instalado recentemente (a partir de 2001).

A avaliagdo dos percentis de peso no momento da admissao (Tabela 1) mostrou
grande variacdo e niao houve predominio de criangas em situacdo de risco nutricional
(com registro de peso para a idade inferior ao percentil 10) em pacientes doentes por 30

dias ou menos ou por mais de 30 dias (p=0,4176).
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A tabela 2 mostra as principais manifestagdes clinicas das criancas do estudo.
Palidez (p=0,03), perda de peso (p=0,04), edema (p=0,04), hemorragias (p=0,02) e
ictericia foram mais comuns em crian¢as com mais de 30 dias de evolugao.

A presenca de edema em pacientes doentes havia 30 dias ou menos foi
registrada em torno de 7,4% dos casos. Formas hemorragicas foram detectadas em 5
criangcas, 4 delas com sangramentos importantes (hematémese e melena = 2;
sangramento gengival incoercivel apos extra¢do dentdria = 1; hematoma nos locais de
pungdo = 1 epistaxe = 1). Ictericia nao foi comum; ocorreu em apenas um caso com
mais de 90 dias de sintomas e quadro clinico avancado, que acabou indo a 6bito.

Criangas com maior tempo de evolugdo apresentavam bago (p= 0,0004) e figado
(p= 0,0430) de maiores propor¢des. A média do tamanho do bago foi igual a 8,0 = 3,0
cm (variando de 2 a 16cm) em pacientes no Grupo I, sendo que mais de 80 % destes ja
apresentavam bago com mais de Scm a admissdo e em torno de 20 %, este era igual ou
maior que 10cm (Tabela 2). No grupo II, a média do tamanho do bago foi de 10,2 +
2,9cm (variando de 6,0 a 18cm).

A média do tamanho do figado foi igual a 4,3 & 1,8cm (variando de impalpavel a
10cm) em criancas no Grupo [ e a 5,2 + 1,9 cm (variando de 2 a 10cm) nas do Grupo II;
mais de 80 % ja chegaram com figado palpavel a mais de 3 cm e aproximadamente 10%
tinham figado maior que 6¢cm (Tabela 2).

O comprometimento hematolégico foi importante, com alteragdes ja
pronunciadas mesmo em pacientes com menos tempo de doenga. No Grupo I, 93,8%
apresentavam anemia, sendo que 59% ja tinham hemoglobina < a 7,0 g/dl e apenas 3
pacientes apresentavam hemoglobina > 10,0 g/dl (maximo: 10,9 g/dl); 83,9%
mostravam leucopenia e 90 % apresentavam plaquetopenia (23% tinham plaquetas
abaixo de 50.000). No grupo II, 91,7% apresentavam anemia (65,7% tinham
hemoglobina < 7,0 g/dl e o valor maximo encontrado foi igual a 9 g/dl); 71,4%
apresentavam leucopenia e, excluindo-se uma crianga em sepse com 20.300 leucdcitos,
o maior valor encontrado foi igual a 9.700 céls/mm’; em 82,8 % detectou-se
plaquetopenia.

Os principais parametros laboratoriais de acordo com o tempo de duracdo da
doenca estdo representados na Tabela 3. Nao houve diferenca entre as médias de
hemoglobina, leucocitos, plaquetas, albumina, AST, ALT, uréia e creatinina; pacientes
com mais de 30 dias de evolugao apresentavam globulinas mais elevadas do que os com

menos tempo de doenga (p= 0,0105)
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Hipoalbuminemia e hiperglobulinemia foram encontradas em porcentagem
significativa ja em doentes com menos de 30 dias de doenca: 85,2 % apresentavam
albumina < 3,5 g/dL e niveis muito baixos (<2,5 g/dl) foram encontrados em 30,9 %;
86,4% tinham globulina > 3,0 g/dl e em torno de 40,7 % j& mostravam globulina > 4,0
g/dl. O comprometimento renal foi raro; apenas 2 criangas apresentaram niveis
anormais de uréia, uma das quais evoluiu para o6bito.

O acometimento hepatico foi comum (Tabela 4). O aumento de AST variou de 2
a 25 vezes o limite superior do método ¢ o de ALT, de 2 a 16 vezes. Niveis
preocupantes (acima de 5 vezes o limite superior) foram detectados nos dois grupos. O
paciente que apresentou dosagens mais elevadas (25 vezes para AST e 6 vezes para
ALT) estava doente havia mais de 60 dias e evoluiu para o Obito, mas
comprometimento hepatico importante também foi encontrado em uma crianca sem
doenga avangada, com niveis de AST 20 vezes e de ALT 16 vezes acima do limite
superior do método.

Das 81 criangas do Grupo I, 70,3% tinham infec¢cdo comprovada ou suspeita por
ocasido da admissdo e 12,3% apresentaram complicacdes infecciosas durante a
evolugdo da internagdo. Cerca de 70 processos infecciosos foram diagnosticados:
pneumonia, 47 (67,1%); otite média aguda, 7 (10,0%); infec¢des bacterianas de pele, 3
(4,3%); febre sem foco, 2 (2,8%) e outros (1 episddio de cada): sinusite, mastoidite,
estomatite, amigdalite, traqueobronquite, artrite séptica, abscesso dentario, adenite
supurada, gastroenterite, herpes zoster, bacteremia por Enterobacter. Uma crianga
evoluiu com sepse.

No Grupo II, 71,4% dos pacientes foram considerados portadores de infeccdo a
admissao e 22,8%, durante a evolugdo. Foram detectados em torno de 37 episddios
infecciosos: pneumonia, 24 (64,8 %); otite média aguda, 6 (16,2 % ); infeccdes
bacterianas de pele, 4 (10,8%), sinusite, 2 (5,4%), herpes zoster, 1 (2,7%). Trés criancas
evoluiram com sepse.

Oitenta por cento das criancas (93/116) receberam antibidticos, por ocasido da
admissao ou durante a evolugao.

Quanto ao diagnoéstico, a microscopia direta de aspirado medular foi positiva em
81,5% e 88,6%, a cultura, em 57,4% e 68,0% e a sorologia, em 85,5% e 87,5%, nos
Grupos 1 e II, respectivamente. Seis pacientes do grupo [ apresentavam provas
parasitoldgicas e/ou soroldgicas negativas (ou nao realizadas) por ocasido da admissao;

PCR foi positiva nos 4 pacientes em que essa técnica foi realizada. Os dois unicos
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pacientes do estudo sem confirmacdo laboratorial da doenca apresentavam apenas
mielograma negativo, sendo que a sorologia ou PCR ndo foram realizados. Portanto, o
diagnéstico laboratorial foi realizado em 98,3% dos casos. Doze cepas isoladas por
cultura foram identificadas como Leishmania chagasi.

O antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®) foi a primeira opg¢ao
terapéutica em 111 casos (95,6%); 3 foram tratados com anfotericina B convencional e
2 com anfotericina B dispersao coloidal (Amphocil®).

O controle do tratamento foi rigoroso, incluindo coletas semanais (ou em menor
periodo, quando necessdrio) de exames hematologicos e  bioquimicos
(aminotransferases, amilase, uréia, creatinina, proteinas séricas) e eletrocardiogramas.
Apenas 3 dos 116 pacientes (2,6%) evoluiram para o6bito; todos chegaram ao servigo
com doenca avangada (um com evolu¢ao em torno de 60 dias e dois com 90 dias de
doenca), por diagnostico tardio. Infeccdo bacteriana e sepse foi diagnosticada nos 3
casos. Uma crianca evoluiu com insuficiéncia hepatica e insuficiéncia renal aguda;

hemorragias ocorreram nos 3 casos.
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Discussao

O ntimero de municipios com registro de casos novos relatados neste estudo
confirma que a LV, a exemplo de outras localidades brasileiras, ¢ uma doenga em
expansdo em Mato Grosso do Sul. A possibilidade de acometimento de populagdes
tipicamente encontradas no Estado, como a de indigenas e a de acampados, sujeitas a
fatores de risco importantes para o desenvolvimento da doenca, como desnutricdo e
pobreza, ¢ motivo de preocupacao.

A distribuicao das criangas em dois grupos, de acordo com o tempo de duracao
dos sintomas até o diagndstico, foi realizada devido a constatagdo da chegada ao servigo
de um grande numero de casos com um curto periodo de evolu¢do; por outro lado, a LV
¢ reconhecidamente uma patologia que se caracteriza por uma evolucao prolongada,
situacdo muitas vezes favorecida por atraso de diagnostico, havendo necessidade de
separa¢do dos casos para uma melhor analise dos mesmos.

Verificou-se que 70% das criangas atendidas desenvolveram uma forma de
doenca de instalagdo rapida, que permitiu a suspeita diagndstica em um periodo igual ou
inferior a um més, com um tempo médio de duracdo da doenca desde o inicio dos
sintomas até o diagnostico em torno de 15 dias.

Pedrosa & Rocha (2004)° ¢ Campos Jr (1995)' relataram um niimero bem menor
de doentes, a maioria nordestinos, com evolu¢ao < 30 dias: 22,4% e cerca de 35%,
respectivamente. Na descricdo de 530 pacientes de Alagoas, os primeiros autores
relatam a existéncia de casos de evolucdo lenta e prolongada, com 76 (14,4%) pacientes
com doenca de duragdo acima de 6 meses. Dos 116 pacientes estudados, apenas 4
(3,4%) relatavam doenga de mais de 6 meses de evolucdo, o que demonstra que, em
nossa regido, no que diz respeito ao tempo de evolugdo, a LV vem se expressando de
maneira diferente daquela classicamente descrita'!, caracterizada por quadro clinico
arrastado, comumente apresentado por pacientes em areas endémicas do Nordeste.

As manifestagdes clinicas apresentadas pelas criangas do estudo nao diferiram
das classicamente relatadas na literatura, mas a velocidade de instalagdo e intensidade
dessas manifestagdes foram maiores do que as comumente encontradas na doenca
classica. Segundo a descrigdo desta'®, “a leishmaniose visceral apresenta um periodo
inicial, em torno de 30 dias, com sintomatologia e alteragdes laboratoriais pouco
pronunciadas, como um bago de pequeno tamanho (geralmente nao ultrapassando Scm),

anemia, na maioria das vezes pouco expressiva (com hemoglobina acima de 9g/dl),
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contagem de leucocitos sem alteragdes significativas, e plaquetas normais ou pouco
alteradas”.

Nossas criangas apresentaram alteracdes muito mais acentuadas do que as acima
descritas, em igual periodo de evolugdo: bago maior que Scm foi encontrado em mais de
80% dos casos, hemoglobina <9 g/dl foi constatada em mais de 90%, mais de 80%
mostravam leucopenia, 90% ja& apresentavam plaquetopenia e 85% mostravam
hipoalbuminemia, com 30% dos pacientes apresentando niveis de albumina muito
baixos (<2,5g/dl). Este fato provavelmente relaciona-se ao carater epidémico da LV na
regido, com o acometimento de um nimero elevado de individuos imunologicamente
despreparados, pois na maioria das cidades onde esta ocorreu, sua implantagdo era
recente. Em relagdo ao tempo de duragdo da doenga, este é menor em areas nao
endémicas °; provavelmente, a instalacdo do quadro clinico e laboratorial seja também
mais rapida, mas esse aspecto ¢ pouco abordado na literatura.

Doenga de curta duragdo entre o inicio dos sintomas até¢ o diagnostico tem sido
evidenciada em criangas em paises do Mediterraneo, onde a doenga ¢ endémica.
Maltezou et al (2000)'° relatam um tempo médio de aparecimento dos sintomas de 10
dias em criangas gregas, com 80% dos casos apresentando sintomatologia por menos de
1 més; Cascio et al (2002)"” descrevem 15 dias de evolugdo em criangas italianas. Esses
dados s3o muito semelhantes aos apresentados pelos pacientes do Grupo I, o que sugere
que a doenga € mais curta em criancas, mesmo fora dos periodos epidémicos.

Viarios estudos relatam maior nimero de pacientes desnutridos em suas

1,5,6,9 . . oo . . . .
7 atingindo niveis em torno de 60% ou mais de criangas abaixo do

casuisticas
percentil 10 de peso em relagdo a idade'” . A leishmaniose visceral, antes uma doenga
caracteristicamente rural e associada a condicdes precarias de vida, encontra agora nas
cidades condi¢Oes favoraveis ao seu estabelecimento e desenvolvimento, acometendo
pessoas independentemente de seu nivel socio-econdmico ou cultural ', ou de seu
estado nutricional, como demonstrado neste trabalho.

A esplenomegalia ¢ uma caracteristica marcante da leishmaniose visceral; a
febre € o sintoma que mais traz o paciente ao médico, mas a esplenomegalia ¢ o dado
que mais sugere o diagnostico'®. Na infincia, a massa muscular da parede abdominal é
pouco desenvolvida, o que torna a palpacdo esplénica mais facil do que no adulto.
Criancas com poucos dias de febre apresentavam bacos de dimensdes aumentadas na

admissao, detectados quando cuidadosamente pesquisados; entretanto, encontramos

muitos casos com mais de um més de evolugdo e com esplenomegalia facilmente
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demonstrada, mas que nao havia sido diagnosticada em visitas anteriores a unidades de
saude. Isso demonstra a necessidade de uma maior valorizagdo da palpag¢do abdominal
no exame fisico por parte dos profissionais de saude.

A dosagem de aminotransferases nao tem sido sistematicamente relatada em
estudos brasileiros de criancas com leishmaniose visceral. Niveis elevados destas foram
citados em pacientes de vérias idades em Natal . As enzimas hepéticas geralmente
estio aumentadas 2 a 3 vezes os valores normais' **°, fato comprovado em nosso estudo.
Acometimento hepatico as vezes severo pode ser evidenciado na LV?', geralmente
quando ha a doenga mais avangada®. Detectamos a existéncia de doentes aparentemente
sem sinais de gravidade e em periodo inicial, porém com niveis elevados de
aminotransferases, o que refor¢a a necessidade da monitorizacdo das enzimas hepaticas
desde antes do inicio do tratamento. Geralmente, os antimoniais constituem a primeira
opcdo terapéutica na LV, mas a reconhecida hepatotoxidade dessas drogas indica a
necessidade de tratamento alternativo em pacientes com comprometimento hepatico
prévio muito intenso *.

A freqiiéncia dos processos infecciosos relatados reflete a maior susceptibilidade

10,23,24,25

da crianca a infecgdes . Pneumonia foi a infec¢do mais encontrada, como

. .. 1,2,6,10
freqiientemente descrito .

Muitas vezes, no entanto, a diferenciagdo entre o
comprometimento pulmonar proprio da doencga *® e a infecgio bacteriana secundaria foi
dificil. O fato de a LV ser caracterizada por febre prolongada, tosse e predisposicao a
infeccdo secundaria pode ter feito com que o diagndstico de pneumonia tenha sido
superestimado, elevando impropriamente o numero de processos infecciosos
bacterianos. No entanto, o uso freqliente de antibidticos (80% do total de criangas), foi
um dos fatores que provavelmente contribuiram para a sua baixa letalidade, j4 que a
presenca de infec¢do tem sido relacionada a evolugdo insatisfatoria, havendo inclusive
sugestdo de quimioprofilaxia antimicrobiana em criangas pequenas com leishmaniose *’.

Em Mato Grosso do Sul, a leishmaniose visceral tem se apresentado como uma
doenca de evolucao rapida, com alteragdes clinicas e laboratoriais exuberantes em fase
precoce da doenga, acometendo criancas independentemente de seu estado nutricional, o
que expressa a atual situagdo epidémica vivenciada na regido. Os profissionais de satde
locais devem estar atentos para essa caracteristica, ja que a suposi¢cdo diagnostica

precoce devido ao quadro clinico exuberante, o tratamento de pacientes em fase

evolutiva ndo muito adiantada, o emprego freqiiente de antibidticos € a monitorizagao
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rigorosa das drogas utilizadas para tratamento tém resultado em uma doenca de baixa

letalidade.
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Tabelas

Tabela 1. Caracteristicas clinicas de 116 criangas com leishmaniose visceral, de acordo

com o tempo de duragdo da doenga, NHU-UFMS, 1998 — 2005

Caracteristicas Tempo de duragdo (dias)
clinicas
>30 TOTAL
Grupo I (n=81) Grupo II (n=35) (n=116)
N° (%) N (%) N (%) p
Sexo 0,123
Feminino 36 44.4 21 60,0 57 49,1
Masculino 45 55,6 14 40,0 59 50,9
Distribuicao
etaria (anos)
<1 12 14,8 2 5,7 14 12,0 0,22
las 42 51,8 25 71,4 67 57,9 0,05
6alo 21 25,9 6 17,1 27 23,2 0,30
>10 6 7,4 2 5,7 8 6,9 1,00
Percentis
de peso
<3 11 13,6 7 20,0 18 15,5 0,38
3a10 9 11,1 1 2,9 10 8,6 0,27
10 a 25 15 18,5 8 22,8 23 19,8 0,59
25a50 22 27,1 4 11,4 26 22,4 0,06
>50 24 29,7 15 429 39 33,7 0,16

NOTA: se p < 0,05: diferencga estatisticamente significativa.

53



Leishmaniose visceral em criangas no Estado de Mato Grosso do Sul ...

Tabela 2 — Manifestagdes clinicas de 116 criangas com leishmaniose visceral segundo o

tempo de duracdo da doenca, NHU-UFMS, 1998 — 2005.

Manifestacdes Tempo de evolugao (dias)
clinicas <30 >30

Grupo [ Grupo I'1 Total

(n=81) (n=35) (n=116)

N° % N° % N° % p

Febre 80 98,8 34 97,1 114 98,2 0,51
Bago < 5cm 10 12,3 0 0,0 10 8,6
Bago 5-10cm 55 67,9 24 68,5 79 68,1
Bago > 10cm 16 19,7 11 31,4 27 23,2
Figado < 3cm 14 17,2 3 8,5 17 14,6
Figado 3-6cm 59 72,9 25 71,4 84 72,4
Figado > 6cm 8 9.9 7 20,0 15 13,0
Palidez 60 74,1 32 91,4 92 79,3 0,03
Perda de peso 47 58,0 27 77,1 74 63,8 0,04
Tosse 40 49,4 19 54,3 59 50,9 0,62
Diarréia 18 22,2 8 22,8 26 22,4 0,94
Edemas 6 7,4 7 20,0 13 11,2 0,04
Hemorragias 5 6,2 8 22,9 12 11,2 0,02
Ictericia 0 0,0 1 2.8 1 0,8

NOTA: se p < 0,05: diferenga estatisticamente significativa.
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Tabela 3. Caracteristicas laboratoriais de 116 criangas com leishmaniose visceral segundo o tempo

de duracao da doengca, NHU-UFMS, 1998 — 2005.

Exames Tempo de evolugdo (dias)
laboratoriais <30 >30

Média Menor  Maior Média Menor Maior p

valor valor valor valor

(g/dD)
Hemoglobina  6,9+1,4 43 10,9 6,7+1,2 4,0 9.0 04449
(céls/mm’)
Leucocitos  3.578+1.433  1.000  8.300 4,700+ 1.300  20.300 0,0517
Plaquetas 83.873+44.34 13.000 192.000  98.000+59.2 2.000 259.000 0,2192"
(g/dD)
Albumina 2,8+0,6 1,4 4,1 2,6+0,7 0,7 41  02919®
Globulinas 4,1+1,1 2,1 7,3 5,242,1 2,1 10,7 0,0105"
(U/L)
AST 102,8+121,2 16 913 107,7£198,7 13 1.170  0,1161"
ALT 58,9+88,7 30 776 59,9+ 60,6 4,7 286 0,6340 Y
(mg%)
Uréia 21+10,8 10,0 88,0 22,8+8.6 8,0 56,0 012310
Creatinina 0,6+0,2 0,2 1,4 0,6+0,1 0,3 08 038470

NOTA: se p < 0,05: diferenca estatisticamente significativa.
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Tabela 4. Niveis de aminotransferases em 116 criangas com leishmaniose visceral, segundo o
tempo de duracao da doenca, NHU-UFMS, 1998 — 2005.

Aminotransferases Tempo de evolugdo (dias)
<30 >30
Grupo [ Grupo I'] Total
(n=81) (n=35) (n=116)
n % n % N %
Aspartato aminotransferase
(AST)
Exames com niveis elevados 53 65,4 20 57.1 73 62,9
Niveis de elevagao *
2a3x 40 755 15 75,0 55 75,3
4-5x 8 15,5 2 10,0 10 13,7
>5x 5 9,4 3 15,0 8 11,0
Alanino aminotransferase
(ALT)
Exames com niveis elevados 27 333 10 28.6 37 31,9
Niveis de elevacao *
2a3x 23 85,2 6 60,0 29 78,4
4-5x 3 11.1 3 30,0 6 16,2
>5x 1 3,7 1 10,0 2 5,4

* em relag@o ao limite superior do método
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TRABALHO N°2

COMPARISON OF CONVENTIONAL METHODS FOR DIAGNOSIS OF
VISCERAL LEISHMANIASISIN CHILDREN IN THE CENTER-WEST

REGION OF BRAZIL
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COMPARISON OF CONVENTIONAL METHODS FOR DIAGNOSIS OF
VISCERAL LEISHMANIASIS IN CHILDREN IN THE CENTER-WEST REGION
OF BRAZIL

Yvone M. Brustoloni, Rivaldo V. Cunha, Maria Elizabeth Dorval, Elisa T. Oshiro,

Elenir R.J.C. Pontes, Ana Lucia L. Oliveira, Lilian Hillebrand, Luis Felipe Ribeiro

Abstract

In Brazil, sophisticated techniques currently employed for diagnosis of visceral
leishmaniasis, such as polymerase chain reaction—based assays, are only available in
major research centers, whereas conventional methods are still used in many areas
where the disease occurs. In the state of Mato Grosso do Sul, in the country’s Center-
West Region, visceral leishmaniasis has recently emerged in many cities, and duration
of the disease, from the onset of symptoms to diagnosis, has been short. Considering
that diagnostic tests may depend on the phase of the disease, we compared direct
examination of bone marrow aspirates (BMAs), BMA culture, and serology by Indirect
Immunofluorescence Antibody Test (IFAT) for diagnosis in children, according to time
of evolution (< 30 days or >30 days) and spleen size (< 5 cm or > 5 cm) at admission.
Duration of the illness did not interfere with test positivity: direct smear examination
and IFAT were positive in more than 80% of patients, as was culture in around 60%.
Results of positive microscopy, however, where predominant in patients with larger
spleens. Thanks to the association of traditional techniques, only a few patients had to
begin a treatment trial without their disease being confirmed. Conventional methods for
diagnosis of visceral leishmaniasis are still indispensable in our region, and the
provision of professional training in basic techniques should be incremented. The
highest sensitivity in laboratory diagnosis among the cases investigated was that

obtained with a combination of BMA direct examination and IFAT, nearing 100%.

Keywords: visceral leishmaniasis, kala-azar, diagnosis, direct microscopy,

immunological tests
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I ntroduction

Visceral leishmaniasis, or kala-azar, is a serious health problem in Brazil [1] and
in many countries around the world [2]. Accurate diagnosis is an important tool in the
control of the disease, regardless of geographical location. In recent years, sensitive and
specific tests, as those based on molecular methods such as polymerase chain reaction
(PCR) have been used to detect DNA of Leishmania in a variety of clinical samples [3-
8]. Although these techniques constitute a promising advance for the diagnosis of
visceral leishmaniasis, they are usually sophisticated and are not available in many
places where laboratory facilities are limited.

In the state of Mato Grosso do Sul, situated in the Brazilian Center-West
Region, diagnosis is still based on the use of conventional methods, such as the
demonstration of parasites in stained slides or cultures of bone marrow aspirate (BMA)
and the detection of antibodies in sera by the Indirect Immunofluorescence Antibody
Test (IFAT) in patients with a suggestive clinical picture of visceral leishmaniasis. In
this study, we analyzed the results of these techniques and compared them with the
duration of the disease and to spleen size in children admitted to a reference hospital for
treatment of visceral leishmaniasis. In addition, we attempted to identify the best

combination of tests for diagnosis in this region of Brazil.
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Materialsand M ethods

From January 1998 to February 2005, 116 children living in Mato Grosso do Sul
were admitted to a reference hospital (NHU-UFMS) in Campo Grande, the state’s
capital city, presenting with manifestations compatible with visceral leishmaniasis
(fever, hepatosplenomegaly, pancytopenia, hypergammaglobulinemia). BMAs were
collected from all children by sternal puncture or, more rarely, from the iliac crest;
BMA cultures were performed for 86 cases and IFAT for 79. When possible, BMA
inoculation in hamster was obtained. Duration of the illness (< 30 and > 30 days) and
spleen size on admission (< 5 cm and > 5 cm, measured from the lowest left rib to the
distal edge of the organ) were recorded and crossed with the tests results. Sixty five
patients were submitted to all three diagnostic procedures, and the combination of the

methods in these children was analyzed.

Direct examination (BMA microscopy): Amastigotes were detected by microscopic

examination of Giemsa-stained slides. Four slides from each patient were analyzed with
a 10x eyepiece and a 100x oil objective. The entire smear was examined (more than

1000 microscopic fields) before a negative result was assigned.

Culture: BMAs were cultured in Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) with Schneider’s insect
medium supplemented with 20% fetal calf serum, incubated at 24 °C and weekly

examined by microscopy for the presence of the parasite until, eight weeks.

Indirect Immunofluorescence Antibody Test (IFAT): Performed with a commercial kit

(Fiocruz-Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro), using promastigotes as antigen. Titers >1:40

were considered positive.

Statistics: Fisher’s exact and y? tests were used to compare proportions. Statistical

significance was defined as p < 0.05.

Ethical issues: Approval to conduct the study was obtained from the Ethics Committee

of the Federal University of Mato Grosso do Sul.
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Results

Of the 116 children with suspected visceral leishmaniasis on admission, 83.6%
(n = 97) had parasites detected by BMA direct examination. IFAT showed a positivity
of 86.1% (68/79). BMA culture was the least sensitive method, confirming diagnosis in
just 60.5% (52/86) of the samples tested.

In most patients referred from other hospitals for diagnosis confirmation and
treatment, only direct microscopy had already been tried, and serology had been
requested in a few cases.

As many as 70% of the children exhibited suggestive signs and symptoms for 30
days or less, and in 30% the disease was diagnosed after 30 days. Table 1 shows the
positivity of each method, according to the duration of the disease. No statistically
significant difference was found when cases with shorter (<30-day) or longer (>30-day)
duration of the disease were compared for the three tests (direct microscopy, p = 0.344;
culture, p=0.360; IFAT, p=1.000).

Spleen size larger than 5 cm on admission was found in 86.2% of the patients
(100/116); 13.8% (16/116) had 5 cm or less. BMA direct microscopy showed a greater
number of positive results when spleen size was larger than 5 cm (p = 0,024) (Table 2).
No statistically significant difference was found between spleen sizes regarding the
results of culture (p = 1.000) or IFAT (p = 1.000).

It was not possible to submit all the 116 children to the three diagnostic methods.
This was possible in 65 of them. Had direct microscopy or serology been used
separately, as many as 15.4% of the patients would not have been diagnosed. If direct
microscopy and culture were employed in association (without IFAT), 13.8% cases
would remain without etiologic confirmation. If direct microscopy and serology (or all
three methods) had been combined, only one patient (1.5%) would remain without
diagnostic confirmation at the time of admission; this child had parasites detected by
hamster inoculation five months later. This emphasizes the importance of associating
serology and BMA direct microscopy in order to reach higher positivity rates in

diagnosis.
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Discussion

An epidemic wave of visceral leishmaniasis has been triggered in the state of
Mato Grosso do Sul, and children have been exhibiting an illness of short duration,
from onset of symptoms to diagnosis, so that most cases are seen at the hospital when
clinical and laboratory features are already striking. We thus chose to compare the
positivity of conventional methods in the diagnosis of cases exhibiting these
characteristics.

Demonstration of amastigotes in bone marrow smears ranges from 60% to 85%
[9]. Brazilian researchers have reported rates from 69.3% to 81.2% in pediatric patients
[9-14]. However, some factors interfere with the positivity rates of the method. Bone
marrow aspiration should be carried out by trained individuals, and performance of a
correct technical procedure is vital to its sensitivity [15], since inadequate aspiration
may provide insufficient or inadequate material (peripheral blood). Expertise of the
microscopist, number of fields analyzed, and time spent to examine smears are other
significant aspects [16]. Sensitivity is decreased when BMAs are quickly examined, but,
when they are examined for appropriate lengths of time, examination can achieve a
sensitivity level close to that of spleen aspirates (> 95%) [16].

Finally, parasite tissue burden is another important aspect. In our study,
although parasites were scarce in the early phases of the disease, the expertise and
persistence of the microscopist allowed positive results to be achieved; some smears in
fact required inspection of a large number of fields, and parasite numbers, in some
cases, were as low as one or two in the entire slide. Therefore, parasite tissue burden is
another factor influencing the positivity of direct microscopy; in visceral leishmaniasis,
a cytokine mediated cell-type response defines patients as scarcely, moderately, or
heavily parasitized [17].

Spleen size larger than 5 cm on admission was associated with a greater number
of positive results by direct microscopy. On the other hand, when spleen size is small (<
5 cm), IFAT may be a better alternative for diagnosis.

Although culture was the least sensitive method in the study (60.5%), the
sensitivity of culture may vary from 40% to 50% when BMAs are used, and from 70%
to 98% with the use of splenic aspirates [17]. The main difficulty with cultures is the
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high contamination rate in the early stages [18, 19]. Moreover, culture-based diagnosis
is too slow for the purpose of beginning treatment.

A wide range of serological methods is available for diagnosis of visceral
leishmaniasis [18, 19]. Among the several serological techniques employed, Indirect
Immunofluorescence is one of the most widely used in Brazil [1]. ELISA is a more
sensitive test [2] and may use highly sensitive recombinant antigens such as rK39 [19];
the direct agglutination test (DAT) is simple, cheap, and highly specific and sensitive,
but commercial kits for IFAT are supplied without cost by the Brazilian Ministry of
Health. Change of the antigens used in serological methods can improve sensitivity and
eliminate false-positive results [20]. Perhaps the use of an antigen based on a regional
strain of Leishmania may provide better results.

In the present study, IFAT was highly sensitive and was found to be a suitable
alternative to parasite detection in the conclusive diagnosis of visceral leishmaniasis in
pediatric patients when strong clinical suspicion is present, although in our setting
parasite detection is favored by health professionals. In fact, the least requested method
for diagnosis was serology.

Molecular techniques such as those based on PCR have been compared with
traditional methods, with promising results [21]. The present study showed that the
association of microscopy and serology can provide diagnosis in 98.5% of cases.
Considering that the majority of cases of visceral leishmaniasis occur in poor and
suburban areas of the countries where it is prevalent [2] and where laboratory resources
are probably scarce, conventional methods for diagnosis of the disease are still
indispensable, and the provision of professional training in basic techniques should be
incremented.

No currently available method for visceral leishmaniasis diagnosis exhibits all
the desirable characteristics of high sensitivity and specificity, in addition to ease of use
and low cost. We conclude that the use of more than one conventional technique in the
diagnosis of visceral leishmaniasis in children is recommended in our region while a
single sensitive, specific, less invasive method is not available. Using BMA direct
examination and I[FAT, confirmation of the disease might be possible in nearly 100% of

cases.
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Tables

Table 1. Positivity of three conventional methods for diagnosis of visceral leishmaniasis

in children, by duration of the disease. NHU-UFMS, Campo Grande, MS, Brazil, 1998-

2005.
Duration of BMA
the disease microscopy * BMA culture** [FAT***
(days )
(Positive/total tested) (Positive/total tested) (Positive/total tested)

<30 66/81 (81.5%) 35/61 (57.4%) 47/55 (85.5%)

> 30 31/35 (88.6%) 17/25 (68.0%) 21/24 (87.5%)

Total 97/116 (83.6%) 52/86 (60.5%) 68/79 (86.1%)

*p=0.344 (y2test) **p=0.360 (x2test) ***p=1.000 (Fisher’s exact test)
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Table 2. Positivity of three conventional methods for diagnosis of visceral leishmaniasis

in children, by spleen size on admission. NHU-UFMS, Campo Grande, MS, Brazil,

1998-2005.

| ) BMA
Spleen size microscopy * BMA culture** [FATH%**
(cm)
(Positive/total tested) (Positive/total tested) (Positive/total tested)
<5 10/16 (62.5%) 6/10 (60.0%) 7/8 (87.5%)
>35 87/100 (87.0%) 46/76 (60.5%) 61/71 (85.9%)
Total 97/116 (83.6%) 52/86 (60.5%) 68/79 (86.1%)

*p=0.024 (Fisher’s exact test)

**p=1.000 (Fisher’s exact test)
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Abstract

Identification of the causal agent of human leishmaniasis by conventional methods is
difficult even in a well-equipped hospital, and improved methods of diagnosis, such as
PCR-based approaches, are now being used. DNA Leishmania can be searched in
diverse biologica samples (bone marrow, blood, spleen, lymph nodes) and materials
(bone marrow or blood spotted on filter paper, Giemsa-stained dides, paraffin-
embedded tissues). A total of 170 specimens of archived Giemsa-stained bone marrow
dlides from patients with visceral leishmaniasis or from controls with other diseases or
conditions were studied by PCR, targeting the conserved region of the minicircle
molecule. The method showed good sensitivity (92.3%) and specificity (97.5%), as well
as positive (98.8%) and negative (91.7%) predictive values. When compared with
conventional methods, PCR was more sensitive than direct examination (79.1%) or
culture (59%). In addition, the method detected visceral leishmaniasis in 16 of 19
patients (84.2%) with negative microscopy and in 4 of 7 (57%) with negative direct
microscopy and culture. PCR in Giemsa-stained bone marrow dlides is a suitable tool
for confirming diagnosis in patients with visceral leishmaniasis and may be useful in the
diagnosis of difficult cases. Slide smears are easily stored, do not require special storage
conditions such as low temperatures, and can be easily mailed to centers where PCR is

available, making it an excellent option for diagnosisin the field.

Keywords. visceral leishmaniasis, polymerase chain reaction, diagnosis, molecular

methods, bone marrow
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I ntroduction

Conventional methods for diagnosis of visceral leishmaniasis, such as
parasitological or serological tests still have limitations,"* and improved tools for this
purpose are needed. Polymerase chain reaction (PCR), a technique of DNA
amplification that allows a single gene to be amplified into millions of copies, reaching
a workable amount in a few hours, has revolutionized contemporaneous etiologic
diagnosis of infectious diseases. The description of species-specific kinetoplast DNA
minicircles sequences (kDNA),> with the possibility of amplification by PCR, made
viable the utilization of the method for diagnosis of leishmaniasis in the early 1990s.>’
Currently, PCR techniques have been employed with a high level of accuracy by severa
researchers.®*?

Various biological samples have been used for diagnosis of visceral or cutaneous

121518 and canine blood,**?° lymph

leishmaniasis by PCR: bone marrow,'®**** human
nodes,?* buffy coat,'® canine conjunctival or dermal scrapings,?* and skin or mucosal
biopsies.® Moreover, PCR has made possible the use of dried or old materials:
Leishmania DNA has been extracted and amplified from blood or bone marrow
aspirates spotted on filter paper,’®?* paraffin-embedded tissues, Giemsa-stained
slides,”® and museum specimens.”’

In Mato Grosso do Sul, southwestern Brazil, the Teaching Hospital of the
Federal University of Mato Grosso do Sul (NHU-UFMS) is a reference center for
diagnosis and treatment of visceral leishmaniasis, receiving patients and Giemsa-stained
bone marrow aspirate (BMA) dslides from various cities in the state for diagnostic
confirmation or exclusion. The smears are analyzed by direct microscopic examination
and then archived at room temperature. The objective of this study was to evaluate the
use of PCR in visceral leishmaniasis diagnosis using archived smear slides. The
performance of this retrospective diagnosis was compared with direct microscopy and

culture.
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Methods

Patients were examined at NHU-UFMS in Campo Grande, the capital city of
Mato Grosso do Sul, Brazil, from January 1998 to September 2004. Bone marrow
aspirates (BMAS) were collected by sternal puncture or, more rarely, from the posterior
iliac crest. Stained dlides prepared on admission were analyzed by direct microscopic
examination and them archived in the Departments of Pathology (Parasitology) or
Hematology. Diagnosis of VL was based on clinical presentation, which included fever,
hepatoesplenomegaly, pancytopenia and hypergammaglobulinemia, associated with
positive BMA direct microscopy and/or culture or serology (Indirect
Immunofluorescence Antibody Test); children with a suggestive clinical picture whose
laboratorial tests were negative but who responded to a therapeutic trial with
antimonials were include too. Patients who did not have a confirmed leishmaniasis

diagnosis but who had other diseases or conditions detected served as controls.

Direct examination (BMA microscopy): Amastigotes were detected by microscopic
examination of Giemsa-stained slides. Four dlides for each patient were analyzed with a
10x eyepiece and a 100x oil objective. More than 1000 microscopic fields were
examined, when necessary; before deciding for a negative result, the entire slides were

reviewed.

Culture BMAs were cultured in Novy- MacNeal-Nicolle (NNN) with Schneider’s
insect medium supplemented with 20% fetal calf serum, incubated at 24 °C, and weekly
examined by microscopy for the presence of parasites until eight weeks.

Serology: when seroly was possible to be obtained, Indirect Immunofluorescence
Antibody Test (IFAT) was performed with a commercia kit for the diagnosis of human
leishmaniasis (Fiocruz - Bio-Manguinhos), using promastigotes as antigens. Titers of
1:40 or greater were considered positive.

DNA extraction: archived Giemsa-stained bone marrow slides were cleaned with
tissue paper for remova of the immersion oil originally used for direct microscopy,
wetted with sterile water and scraped with a sterile scalpel. The material was added to
300 L of sterile water, and DNA extraction was conducted using the GenomicPrep™

Blood DNA Isolation Kit (Amersham Pharmacia Biotech), according to the
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manufacturer’s instructions, except that the final elution volume was reduced to 20 plL.

After purification, the DNA samples were stored at —70° C until use.

PCR amplification: The DNA target for PCR amplification was the conserved region
of the minicircle molecule (kinetoplastid mitochondrial DNA; KDNA), using a “hot-
start” PCR technique. Briefly, each reaction contained 5 uL of 10x buffer (Promega),
100 ng of 5" and 3' oligonucleotide primers (primer A: 5 -(G/C)(G/C)(C/G)CC(A/C)CT
AT(A/T)TTACACCCACCCC-3; primerB: 5-GGGGTAGGGGCGTTCTGCGAA-3'),
200 uM of each deoxynucleoside triphosphate (Promega), 1.5-mM MgCl,, 2.5 U of Taq
polymerase (Perkin Elmer), 10x buffer, sterile water, and 2 uL of the DNA sample.
PCR was performed in atotal reaction volume of 50 uL, under the following conditions:
afirst heating step of 4 min at 94 °C, followed by 30 cycles of 30 s, each consisting of
denaturation at 94 °C, annedling at 50 °C, and extension at 72 °C, with a fina
elongation at 72 °C for 10 min. A negative control without DNA in the mixture and a
positive control containing 80 fg of Leishmania DNA were included in each
experiment.

Ten microliters of the amplified products were analyzed by electrophoresisin a
2% agarose gel stained with ethidium bromide (0.5 ng/mL) and visualized under UV. A
50-bp or 100-bp DNA ladder (Promega) was used as a marker. Samples were
considered as positive when a PCR of 120 bp could be detected. To prevent

contamination, DNA extraction and PCR were performed in separated areas.

Ethical issues: The study was conducted upon approval by the Ethics Committee of the
Federal University of Mato Grosso do Sul.
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Results

Ninety-one children had a diagnosis of visceral leishmaniasis based on positive
direct examination (n = 72), culture (n = 5), serology (n = 7), or response to therapy
with antimonials (n = 7). Seventy nine patients with diseases or conditions other than
visceral leishmaniasis, as follows, were used as controls: leukemias (n = 28), idiopathic
thrombocytopenic purpura (n = 14), splenomegaly (n = 5), bacterial infections (n = 5),
normal bone marrow (n = 5), lymphoma (n = 4), multiple myeloma (n = 3), systemic
lupus erythematosus (n = 3), bone marrow aplasia (n = 2), myelodysplastic syndrome (n
= 2), other (n = 8). Direct microscopy for parasites was negative for all controls.
Cultures were performed (and were negative) only for those patients with splenomegaly,
bacterial infections, normal bone marrow, or other conditions (n = 23), but it was not
performed for patients who had a confirmed diagnosis of hematological disease.

Figure 1 shows the patterns obtained with DNA extracted from the archived
bone marrow slides by PCR, with the expected amplified 120-pb products.

PCR and direct microscopy were performed in all the 91 patients with suspected
visceral leishmaniasis, and culture was possible to be obtained in 88 cases. Table 1
shows the results of the three methods. Among the 91 children with a diagnosis of VL
based on parasitological tests (direct microscopy and/or culture), serology, or response
to therapeutic trial with antimonials, PCR was positive in 84, yielding a sensitivity of
92.3% (84.3-96.6, 95% ClI).

Taking into account only those children with a positive parasitological test
(positive direct examination or culture, n = 77), PCR was positive in 73, thus increasing
its sengitivity to 94.8% (86.5-98.3, 95% Cl). Positive and negative predictive values
were 97.7% (91.1-99.6, 95% CI) and 91.7% (83.0-96.3, 95% ClI), respectively. PCR
specificity was 97.5% (90.3-99.6, 95% ClI), since two out of the 79 patients with other
diseases, in the control group, were positive to visceral leishmaniasis.

Table 2 shows that PCR was positive in 68 out of 72 patients with positive direct
microscopy (94.4%) and also that 16 of 19 (84.2%) patients with negative result by
direct microscopy were positive by PCR. On three occasions, it was not possible to
establish diagnosis by conventional methods or by PCR.

In seven patients, diagnosis was based only on clinical criteria, with afavorable

response to antimony; PCR was positive in four of them (57%).
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Discussion

The present experiment suggests that it is possible to reach a retrospective
diagnosis of visceral leishmaniasis from stored Giemsa-stained bone marrow slides.
PCR allowed the retrieval of archival cases, since the test showed a high sensitivity and
specificity.

All 91 patients were doubtless ill with visceral leishmaniasis (even those seven
lacking parasitological or serological confirmation), as all of them exhibited a strong
suggestive clinical picture and were cured with specific medication. Nevertheless, the
inclusion of patients in the absence of a gold-standard diagnosis may have important
consequences when the sensitivity of a method is being evaluated. When we analyzed
only those cases for which parasitological proof was available, the sensitivity of PCR
was found to be as high as 95%. Considering that we used dried, old materias for the
extraction of DNA, some of them archived for as long as six years, the sensitivity
achieved was highly satisfactory.

PCR exhibited higher sensitivity (92.3%) than direct microscopy of BMAs
(79.1%) or culture (59%) for diagnosis of visceral leishmaniasis in our patients. The
good performance of the assay was reflected in its ability to detect DNA of the parasite
in 84.2% of patients (16 of 19) for whom direct microscopy was negative. This capacity
was also revealed in another study: BMA PCR was positive in 8 of 12 (66.7%)
immunocompetent patients clinically suspected of having visceral leishmaniasis in
whom parasites could not be detected by BMA microscopy.** Moreover, 57% (4 of 7)
of those patients with no positive parasitological proof (direct microscopy or culture) or
serological test were positive by PCR, showing that the method may be helpful in the
diagnosis of difficult cases.

BMA PCR is usualy positive when BMA microscopy detects parasites. When
comparing microscopy and PCR techniques performed on BMA aspirates, results are
generally concordant and equally sensitive: Osman et a.” showed that, of 13 BMAs
collected, all were positive by PCR and 12 by microscopy; Salotra et al. and Cascio et
al.** respectively report 8 and 9 aspirates positive by both methods. In our samples,
94.8% of those positive on direct examination were also positive by PCR. Nevertheless,
negative PCR results have been reported in a few patients with positive parasitological
proof: 2 of 10 samples in one study’® and 1 of 3 in another.®® Similarly, four of our

patients with a positive microscopic examination had a negative PCR, which can be
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explained by the fact that parasite loads may be unequal in different smears: four slides
were examined by microscopy for each patient, whereas only one smear (or two smears
in 13 instances) was analyzed by PCR.

In the control group we included a great number of patients whose differential
diagnosis with visceral leishmaniasis is frequently required; PCR was positive in two
patients without visceral leishmaniasis. Positive BMA PCR results (2 of 59 individuals
without confirmation of visceral leishmaniasis) are reported in immunocompromised
patients™ or in peripheral blood of individuals living in endemic areas of the disease (5
of 39 in one study,™ 2 of 20 in another® -the latter of whom are thought to be
asymptomatic carriers, since they had a positive ELISA with recombinant antigen k39
serology). We did not test our controls using any serological method, but the possibility
of asymptomatic carriers may be suggested. Although the occurrence of false positives
because of contamination is unlikely, it cannot be ruled out.

DNA extraction and amplification of Leishmania by PCR in Giemsa-stained
dlides archived for up to 4 years was attempted with success for the diagnosis of
cutaneous |eishmaniasis,®® showing the feasibility of establishing a new strategy for
studying archived materials. Similarly to specimens collected on filter paper, slides can
be easily stored, do not require low-temperature facilities for conservation, and can be
easily mailed to reference centers for diagnostic confirmation or excluson. The
possibility of elucidating cases of visceral leishmaniasis for which no previous
diagnostic proof is available is an encouraging step toward the use of PCR in diagnosis

in the future.
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Tables

Table 1. BMA microscopy, culture and PCR in patients with visceral |eishmaniasis and

controls.
Patients Controls
(n=91) (n=79)
n tested / n positive (%) n tested / n positive (%)
BMA microscopy 91 72 (79,1) 79 0 (0,0
Culture 88 52 (59,0) 23 0 (0,0
PCR 91 84 (92,3) 79 2 (25
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Table 2. Comparison of PCR and direct microscopy for detection of Leishmania in bone

marrow aspirates Giemsa-stained dides, in patients with visceral leishmaniasis

PCR Direct microscopy

results Positive Negative Total
Positive 68 16 84
Negative 4 3 7
Totdl 72 19 91
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Figure 1. PCR amplification products of bone marrow Giemsa-stained slides. MW= 100
bp DNA ladder size marker; PC = positive control; 1, 2, 3 = patients with visceral
leishmaniasis (PCR-positive); 4, 5, 6 = patients with other diseases (PCR-negative); NC
= negative control
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TRABALHO NUMERO 4

EXPERIENCIA HOSPITALAR NO TRATAMENTO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL EM CRIANCASNO MATO GROSSO DO SUL,

BRASIL
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EXPERIENCIA HOSPITALAR NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE
VISCERAL EM CRIANCAS NO MATO GROSSO DO SUL, BRASIL

Brustoloni YM , Cunha RV, Consolo LZZ, Oliveira ALL, Dorval ME, Oshiro ET.

Resumo

Relatos detalhados do tratamento da leishmaniose visceral (LV) s3o escassos na
literatura nacional. O objetivo deste estudo foi analisar retrospectivamente o tratamento
da doenga em 116 criancas admitidas em um hospital de referéncia no Mato Grosso do
Sul, entre janeiro de 1998 e fevereiro de 2005. O antimoniato de meglumina apresentou
elevada eficécia (96,8%), sendo 1til no tratamento de pacientes sem doenca severa, de
muitos com sinais de possivel evolugdo para gravidade e mesmo de casos graves. Os
efeitos adversos mais comuns foram as elevacdes de enzimas hepaticas (22,5%) e
pancreaticas (17,5%) e as alteracdes eletrocardiograficas (18%), geralmente pouco
graves e reversiveis. Pancreatite, uma reagao adversa grave
e pouco descrita em criangas, ocorreu em um caso. A anfotericina B foi utilizada em 18
pacientes. Diversos problemas no manejo das drogas foram detectados, como a
prescricdo inadequada de antimoniato, a troca inapropriada deste para esquema de
segunda linha, a ocorréncia de recidivas e a hipopotassemia freqiiente com uso de
anfotericina B. Concluimos que o antimoniato de meglumina, devido a sua eficacia, boa
tolerancia e baixo custo, ¢ uma droga adequada para ser utilizada como primeira op¢ao
no tratamento da leishmaniose visceral na infincia. Seu uso, no entanto, deve ser
cauteloso, exigindo atengdo na prescricdo ¢ monitoramento de enzimas hepaticas e
pancreaticas e de alteragdes eletrocardiograficas. Indices baixos de letalidade podem ser
obtidos quando esses cuidados s@o associados ao uso vigoroso de antibioticos, corre¢ao
de anemias e plaquetopenias severas e disponibilidade de servico de terapia intensiva
para o tratamento de pacientes com complicagdes infecciosas e hemorragicas mais

graves.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, calazar, diagndstico, tratamento, crianga.

85



Leishmaniose visceral em criangas no Estado de Mato Grosso do Sul ...

Abstract

Detailed reports on the treatment of visceral leishmaniasis in children are scarce in the
Brazilian literature. The aim of this study was to analyze retrospectively the treatment of
the disease in 116 children admitted to a reference hospital in the state of Mato Grosso
do Sul, Brazil, from January 1998 to February 2005. Antimony had a high level of
efficacy (96.8%) and was found to be useful in the treatment of patients without severe
disease, of many patients bearing signs of potential evolution to severity, and even of
some severe cases. The most common adverse effects were elevations in hepatic
(22,5%) and pancreatic (17.5%) enzymes and electrocardiographic changes (18%),
usually less serious and reversible. Pancreatitis, a severe adverse reaction little reported
in children, occurred in one patient. Amphotericin B was used in 18 patients. Many
problems in drug management were detected, such as antimoniaate inadequate
prescription, its inappropriate change to second-line therapy, the occurrence of relapses
and frequent hypokalemia with the use of amphotericin B. We conclude that meglumine
antimoniate, for its efficacy, good tolerability, and low cost, is an adequate drug to be
used as first-line therapy in the treatment of childhood visceral leishmaniasis. It should,
however, be used with caution, as attention is required in its prescription, and hepatic
and pancreatic enzymes and electrocardiographic changes have to be monitored. Low
mortality rates can be achieved when these precautions are associated with an ample use
of antibiotics, treatment of severe anemia and thrombocytopenia, and availability of
intensive care units to treat patients with more severe infectious and hemorrhagic

complications.

Keywords: Visceral leishmaniasis, kala-azar, diagnosis, treatment, children

86



Leishmaniose visceral em criangas no Estado de Mato Grosso do Sul ...

Introducéo

Nos ultimos anos, novas opgdes terapéuticas tém surgido no tratamento da
leishmaniose visceral (LV). Em contraste com os classicos antimoniais, que exigem uso
prolongado (em torno 3 a 4 semanas) e possuem efeitos toxicos as vezes graves ',
novas formulacdes lipidicas da anfotericina B estdo agora disponiveis, possibilitando
tratamentos por periodos de tempo tdo curtos quanto 5 a 10 dias, com elevada eficacia e
menor numero de efeitos colaterais*®. Essas drogas tém sido utilizadas como primeira
op¢io terapéutica em alguns paises do sul da Europa *°, inclusive em pacientes
pediatricos ¢”.

No Brasil, os antimoniais pentavalentes sdo indicados como primeira op¢ao no
tratamento da leishmaniose visceral ®. A anfotericina B é a classica droga de segunda
escolha, utilizada nos casos de toxicidade ou resposta insatisfatdria aos antimoniais; seu
emprego ¢ indicado como primeira op¢do no tratamento de gestantes8 e, mais
recentemente, também de pacientes graves °.

Apesar da existéncia de varios estudos sobre a LV na infincia registrados na
literatura nacional, a maioria restringe-se ao relato de caracteristicas epidemiologicas,
clinicas e laboratoriais, com poucas informacdes referentes ao tratamento ',

O objetivo deste trabalho ¢ descrever o tratamento de criangas com LV
internadas em um hospital universitario de referéncia, detalhando-se as condigdes
clinicas iniciais dos pacientes no momento da admissdo, as drogas indicadas e as
dificuldades encontradas durante sua utilizagdo, a ocorréncia dos principais efeitos
adversos, a duragdo dos esquemas terapéuticos, a resposta ao tratamento ¢ as medidas

de suporte empregadas (antibidticos, concentrado de hemacias e de plaquetas,

necessidade de cuidados intensivos).
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M étodos

O estudo foi baseado na analise retrospectiva de prontuarios de criancas
admitidas para tratamento de leishmaniose visceral no nucleo do Hospital Universitario
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (NHU-UFMS), no periodo de janeiro
de 1998 a fevereiro de 2005. Os participantes foram pacientes pedidtricos com LV
confirmada por microscopia direta e/ou cultura de aspirado medular positivas,
Imunofluorescéncia > 1:40 até 2002 ¢ a 1:80 a partir dessa data, ou DNA de Leishmania
detectado por PCR em ldminas de mielograma (n=114) , e criangas que apresentavam
sintomatologia sugestiva, sem comprovacgao laboratorial da doenga, porém com resposta
terapéutica favoravel ao tratamento antimonial (n=2). Participaram do estudo somente
pacientes cujo tratamento foi realizado no Hospital ou que o iniciaram em outro local,
desde que por poucos dias (no méximo 3), e que foram enviadas ao nosso servigo para a
sua realizacdo, ja que este ¢ considerado de referéncia para o diagnostico e tratamento
da doenga. No total, 116 criangas foram analisadas.

Os dados coletados foram sexo, idade, tempo de duracdo da doenca, exame
fisico completo, exames laboratoriais colhidos por ocasido da admissdo e depois
semanalmente, ou em menor periodo de tempo, quando necessario: hemograma
completo, aspartato aminotransferase -AST- valor de referéncia (VR) = 15 a 37 U/L,
alanino aminotransferase -ALT- VR=30 a 65 U/L, amilase (VR= 25 a 115 U/L), lipase,
quando suspeita de pancreatite (VR=114 a 286 U/L), uréia, creatinina, potassio (VR=
3,5 a 5,0 mEq/]) proteinas totais e fracdes e RX de torax. Eletrocardiogramas seriados,
realizados antes e semanalmente durante o tratamento, foram analisados. O intervalo
QT, corrigido para a freqliéncia cardiaca (QTc), foi calculado utilizando-se a férmula da
Bazzet, dividindo-se o intervalo QT pela raiz quadrada do intervalo R-R;
prolongamento do mesmo foi considerado se > 0,45 segundos '°. Foram também
pesquisadas a presen¢a de forma ou inversdo anormal de onda T e de elevacdo ou
depressao de segmento ST.

As condigdes clinicas iniciais dos pacientes no momento da admissdo foram
retrospectivamente identificadas utilizando-se as definicdes de ““sinais de gravidade”,
“sinais de alerta” e “alteracdes laboratoriais significativas”, recentemente recomendadas
por técnicos do Ministério da Saude °. Esses critérios ndo foram aplicados na época da

admissao das criangas.
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Para a avaliag@o da resposta ao tratamento, foram consideradas: a)- cura clinica
inicial: aquela obtida pelos pacientes quando ao final da terapia estiveram sem febre,
com diminui¢do da esplenomegalia de pelo menos 40% do valor inicial, melhora do
estado geral e das provas laboratoriais b)-recidiva: quando houve reaparecimento de
sintomas sugestivos e esplenomegalia e deteccdo de amastigotas em aspirado medular
apo6s a cura clinica inicial c)-cura clinica final: quando ndo houve retorno dos sinais e
sintomas por um periodo de até 1 ano ou mais apds o paciente ter sido considerado
curado clinicamente.

Para verificar-se a reagcdo de causalidade entre as drogas utilizadas e o
aparecimento dos efeitos clinicos adversos, aplicou-se o algoritmo de Naranjo,
recomendado pela Organiza¢io Mundial de Saude '.

O antimoniato foi utilizado na dose de 20mg/kg/dia de antimdnio pentavalente
(Sb"), considerando-se que 5 ml contém 81 mg Sb" , diluidos em 100ml de SG 5% e
administrados em 1 hora por via endovenosa (EV). A maioria dos pacientes foi tratada
com antimoniato de meglumina fornecido pelo Ministério da Satde (Glucantime®,
Aventis). Em 30 de abril de 2000, o Ministério distribuiu para as Secretarias Estaduais
de Satde uma formulagdo de antimoniato cuja suspensdo foi recomendada a partir de
janeiro-fevereiro 2001, devido a notificagdo de eventos adversos graves por
contaminac¢do com arsénio e chumbo'’.

A anfotericina B convencional (desoxicolato de anfotericina B) foi empregada
na dose de 1mg/kg/dia, em esquema diario, por via EV em 4 a 6 horas, diluida em
SG5% numa concentragao final de 10mg/100ml, com infusdo paralela de igual volume
de SG5%, adicionado de prometazina (0,5mg/kg), dipirona (10mg/kg) e hidrocortisona
(0,7mg/kg), para diminuir as reagdes infusionais. As apresentagdes comerciais utilizadas
foram variadas, dependendo da disponibilidade or¢amentaria do hospital durante a
internacao dos pacientes.

A Ttnica apresentagdo lipidica de anfotericina B utilizada foi uma dispersao
coloidal (Amphocil®, Zodiac), usada na dose de 2 mg/kg/dia por 7 a 10 dias.

Os pacientes foram seguidos em regime ambulatorial por pelo menos 1 ano apds
o tratamento, e eram orientados para retornarem, mesmo apos esse tempo, se sintomas

sugestivos recomegassem.
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O programa Epi-Info 3.2.2 foi utilizado para a analise estatistica. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
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Resultados

Todas as 116 criangas eram procedentes do Estado de Mato Grosso do Sul. A
idade variou de 6 meses a 13 anos ¢ 1 més (média= 4 anos e 2 meses; mediana = 3 anos
1 més). Cinqlienta e nove (50,8%) eram do sexo masculino e 57 (49,2%) do feminino.

As condigdes clinicas das criangas por ocasido da admissdo, as indicagdes
terapéuticas iniciais e a evolugcdo de acordo com a droga utilizada estdo descritas na
Tabela 1. Dos 116 pacientes, 111 receberam antimoniato de meglumina como primeira
escolha, trés foram tratados com anfotericina B convencional e dois com anfotericina B
dispersao coloidal (Amphocil®).

Quando os pacientes foram classificados quanto as condi¢des clinicas iniciais,
verificou-se que 103 criangas eram portadoras de quadro clinico sem gravidade, e 13
foram classificadas como graves: com desnutri¢do severa, ictericia, hemorragias (exceto
epistaxe), edema generalizado e toxemia (letargia, ma perfusdo, cianose, taquicardia,
hiperventilagdo, instabilidade hemodinamica) (Tabela 1).

Das 111 criangas que utilizaram o antimonio pentavalente, a maioria (n=100) era
portadora de quadro clinico sem sinais de gravidade (Tabela 1). Esse grupo, no entanto,
incluia pacientes com ‘“sinais de alerta”, cuja presenga indica a probabilidade de
evolucdo para situagdes de gravidade: idade entre 6 meses e 1 ano (n=13), infec¢do na
admissao (n=74), recidiva de quadros tratados em outro hospital (n=2), febre havia mais
de 60 dias (n=10). Também havia criancas que apresentavam alteragcdes laboratoriais
significativas: hemoglobina menor que 7g/dL (n=62), menos de 500 neutréfilos (n=6),
plaquetas abaixo de 50.000 (n=22), albumina menor que 2,5g/dL (n=25). A maioria
desses pacientes evoluiu satisfatoriamente ao tratamento antimonial.

Dos 13 casos que poderiam ser considerados graves, 11 receberam antimoniato
de meglumina como primeira indicagdo terapéutica; 7 evoluiram favoravelmente
(Tabela 1).

Das 111 criangas que utilizaram inicialmente o antimoniato, apenas 96
completaram o tratamento. Quinze ndo terminaram o esquema: 3, devido a reagdes
adversas (pancreatite, convulsdo, reacdo febril importante); 1, por suspensdo do
fornecimento do Sb" (apresentagdo toxica); 2, por superdosagem (1 paciente recuperou-
se e outro evoluiu para 6bito); 1, por obito apds 3 dias da chegada ao hospital; 8, por
apresentarem resposta terapéutica lenta, sendo considerados a época como nao

respondedores ao tratamento instituido, substituindo-se a droga para anfotericina B.
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Destes 8 pacientes, houve casos em que a troca do Sb” foi feita em tempos tdo
curtos como apods 7 dias do inicio de seu uso; 7 deles tinham doenga avangada e todos
foram considerados portadores de infec¢do bacteriana secundaria, fatores que poderiam
ser responsaveis pela resposta terapéutica lenta; 6 ja haviam apresentado melhora dos
parametros laboratoriais em relacdo a entrada no momento da troca. Consideramos,
portanto, a alteracdo do esquema terapéutico inapropriada, e esses pacientes foram
excluidos da andlise da eficicia do antimonial pentavalente.

Além das 3 criangas que iniciaram o tratamento com anfotericina B, mais quinze
utilizaram essa droga como segunda opgdo, totalizando 18 pacientes; um deles,
gravemente desnutrido, apresentou reacdo adversa severa (miocardite e insuficiéncia
cardiaca congestiva), situacdo provavelmente resultante de agravamento de
miocardiopatia nutrional, e teve a medicacdo suspensa, recebendo posteriormente
cetoconazol e halopurinol; portanto, 17 completaram o tratamento.

As reagOes adversas observadas durante a utilizacdo do antimoniato de
meglumina estdo representadas na Tabela 2. Seis criancas apresentaram niveis de AST
superiores a 5 vezes o maior valor de referéncia apds inicio do tratamento (uma delas ja
com niveis acima de 6x na entrada), porém apenas duas necessitaram interrup¢ao do
esquema por uma semana, retornando depois, sem problemas. Os aumentos ocorreram
apos a segunda semana e regrediram a valores normais antes do término da terapia.

Setenta e quatro pacientes tiveram dosagem de amilase realizada. Na maioria das
vezes em que houve aumento dessa enzima (12/13), este foi assintomatico, pouco
intenso e transitorio. Apenas uma crianga do sexo feminino, de 3 anos e 11 meses de
idade, apresentou um quadro de pancreatite clinica: a partir do 4° dia de tratamento,
houve dor abdominal, nauseas, vomitos e elevagdo de amilase em torno de oito vezes
em relacdo a entrada e de 3 vezes acima do limite superior do método (349 U/L), e de
lipase em torno de 7 vezes o valor maximo de referéncia (2020U/L) no oitavo dia. O
antimoniato foi suspenso, com melhora da sintomatologia e dos parametros
laboratoriais. A paciente foi tratada com anfotericina B, com boa evolucao.

Setenta e duas criangas em uso de SB' realizaram eletrocardiogramas durante o
tratamento, num total de 279 exames. As alteragdes eletrocardiograficas mais precoces
foram o achatamento de onda T, registrada em 1 paciente no 5° dia de uso de
antimoniato e reversivel na segunda semana, e o aumento do intervalo QTc de 0,43 para

0,48 segundos, no 10° dia. A alteracdo mais encontrada foi o aumento do intervalo QTc,
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que ocorreu em 9 pacientes (12,5%) apos a segunda semana; o mais longo intervalo foi
de 0,50 segundos e foi detectado com 18 dias de tratamento. Achatamento/inversdao de
onda T ocorreu em quatro criangas (5,5%) e supradesnivelamento de ST em duas
(2,7%).

Sete pacientes encontravam-se em tratamento com Sb' no periodo em que a
formulacao contaminada com metais pesados foi distribuida, entre eles, um menino de
10 meses, que apos o décimo - segundo dia de terapia apresentou um quadro compativel
com crise convulsiva de dificil controle (liqiior e tomografia de cranio normais), s
demonstrando melhora apos a retirada da medicagao.

As reacoes observadas durante a infusdo do antimoniato, como febre, cianose e
tremores (Tabela 1), ocorreram tanto em fases iniciais como finais do uso da droga. A
continuidade do tratamento foi possivel em todos os casos, com exce¢do de 1, em que a
medicagdo foi suspensa devido a insatisfagdo dos pais diante desse efeito adverso, de
ocorréncia constante.

Prescri¢do inadequada de antimoniato foi detectada em trés casos. Um paciente
teve o calculo da medicac¢dao baseado no sal bruto, o antimoniato de meglumina, e nao
na dose do Sb", como seria o correto. A ampola de Glucantime® sé traz gravada a
concentracdo de do sal bruto (300mg/ml) que, se utilizada para o calculo da dose,
fornece uma quantidade de Sb" muito menor do que a necessaria. O erro foi corrigido
quando percebido, mas isso resultou em subdosagem por 13 dias. Superdosagem
inadvertida ocorreu em duas criangas, por alteracdo no horario da prescrigdo
(administrada a tarde em um dia e pela manha no outro): ambas, portanto, receberam
duas doses de 20mg/k em menos de 24 horas (total: 40 mg/kg/dia); uma desenvolveu
insuficiéncia hepatica, mas apresentou boa evolug¢do apos cuidados intensivos; a outra,
havia recebido, em outro hospital, uma dose equivalente a 1.377 mg de Sb" (17ml/dia,
em torno de 3 ampolas e meia), apresentando insuficiéncia hepatica e insuficiéncia renal
aguda, sendo trazida ao nosso hospital para tratamento intensivo, mas evoluiu para
obito.

O tempo de tratamento das 96 criangas que completaram o esquema com
Glucantime® estd demonstrado na Tabela 3. Uma tnica usou a medicacdo por mais de
40 dias (57 dias), que foi a que recebeu subdose. Trés (3,1%) pacientes tratados por 28

dias apresentaram recidiva do quadro clinico.
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Quanto a resposta teraputica ao antimoniato, julgamos que os dois pacientes
que evoluiram para 6bito ndo foram considerados nao respondedores a essa medicagao,
j4 que 1 deles chegou ao servigo em fase terminal da doenga, apresentando desfecho
fatal trés dias apds, havendo recebido apenas duas doses de tratamento, e o outro foi o
que havia recebido superdosagem de SBY . Portanto, a cura clinica inicial foi obtida em
todos os 96 casos que completaram o tratamento (100%). Como trés (3,1%) recidivaram
apds o mesmo, obteve-se uma cura clinica final de 96,9 %.

A hipopotassemia (potassio sérico < 3,5mEq/L) foi o efeito adverso mais
encontrado nas criangas que utilizaram anfotericina B (72,2%), e foi detectada ja na
primeira semana em 5 de 13 casos (38,4%), obrigando a monitorizagdo constante dos
niveis de potassio sérico, com reposi¢do por via oral ou parenteral. Nenhuma crianga
apresentou alteragao significativa da func¢ao renal.

As doses totais de anfotericina B estdo descritas na Tabela 3. Obteve-se cura
clinica inicial em todas as criangas (100% dos casos) que completaram o tratamento.
Dois pacientes recidivaram apos a alta; um deles, j4 havia utilizado antimoniato
(paciente recidivou duas vezes).

Oitenta e dois dos 116 pacientes (70,6%) foram considerados portadores de
infeccdo por ocasido da admissdo hospitalar e 18 (15,5%), durante a evolucdo da
internagdo. Os processos infecciosos mais comuns foram a pneumonia, diagnosticada
em 61,2 % dos casos, e a otite média aguda, em 11,2%. Oitenta por cento receberam
antibioticos, por infec¢do suspeita ou confirmada.

Oitenta e trés pacientes receberam transfusdo de concentrado de hemacias (76
com hemoglobina menor ou igual a 7,0 na admissdo ou evolu¢do). Cinco criangas com
plaquetas abaixo de 20.000 (4 com sangramentos) receberam transfusdo de plaquetas;
das 21 com plaquetas entre 20.000 e 50.000, 4 apresentaram sangramento ¢ receberam
plaquetas, 3 receberam e ndo sangraram e 15 nada receberam. Cinco foram
transfundidas com plasma fresco congelado apds sangramento € em 4 casos com
hipoalbuminemia grave foi administrado albumina. Dos 116, 10 (8,6%) pacientes
necessitaram de cuidados de terapia intensiva, em periodos que variaram de 1 a 13 dias,
para tratamento de episddios infecciosos e hemorragicos severos e de insuficiéncia
hepatica e renal.

O indice de 6bito foi registrado em 2,6% (3 o6bitos em 116 criangas).Todos os

pacientes que apresentaram desfecho fatal tinham doenca avangada na admissdo, com
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diagnostico realizado tardiamente (>60 dias evolucdo). Infec¢do resultando em sepse
esteve presente nos trés casos; insuficiéncia renal e hepatica, em dois (em um deles,
secundarias a superdosagem medicamentosa); os 3 tiveram sangramentos. Todas foram

submetidas a ventilacdo mecanica, e duas a dialise peritoneal.
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Discussao

No Brasil, o aumento da letalidade da leishmaniose visceral, devido
principalmente ao diagnostico tardio e, conseqiientemente, a existéncia de pacientes
com maior gravidade, tem levado o Ministério da Satude a ado¢do de novas estratégias
no tratamento’. Entre elas, destaca-se a definicdo de critérios para a caracterizagdo de
pacientes graves, nos quais a anfotericina B deve ser indicada como droga de primeira
linha, e o fornecimento da dispendiosa anfotericina B lipossomal (AmBisome®) em
situacdes especificas de falha ou toxicidade ao desoxicolato de anfotericina B,
transplantados renais ou pacientes com insuficiéncia renal °.

A utilizacdo retrospectiva desses critérios nos pacientes do estudo permitiu a
classificacdo dos casos em graves e ndo-graves, possibilitando uma melhor andlise de
sua evolugdo, apds o uso das drogas utilizadas.

O valor do antimoniato foi demonstrado pela boa resposta nas criancas sem
quadro clinico grave, muitas delas portadoras de sinais indicativos de possivel evolugao
para gravidade, e com alteracdes laboratoriais significativas.

O numero de casos graves que receberam antimoniato foi pequeno (n=11) para
permitir a andlise acurada da eficacia da droga nessa situacdao, mas a resposta favoravel
em torno de 60% deles deles (7/11), sugere que ela pode ser utilizada com cuidado
nesses casos, quando ha terapia adequada de suporte, com combate agressivo a infec¢ao
e ao sangramento. No entanto, a indicagdo de anfotericina B para os pacientes de maior
gravidade, como agora recomendado pelo Ministério da Satde’ , ¢ uma medida mais
prudente, sendo esta a conduta atualmente adotada no servigo.

Os efeitos mais encontrados durante o uso do antimoniato, como o aumento de
enzimas hepaticas e de amilase e as alteracdes eletrocardiograficas, foram detectados
em propor¢do proxima a 20%, o que confirma que essa droga ¢ bem tolerada em
criancas. A comparagdao da ocorréncia desses efeitos em outras criangas brasileiras ¢
dificil de ser realizada, porque a maioria dos trabalhos descreve as reagdes adversas ao
Sb’ em pacientes submetidos a tratamento da leishmaniose cutinea e frequentemente

. ;o 18-2
incluem adultos em suas casuisticas *2°.

Os efeitos adversos dos antimoniais sdo mais relatados em adultos 21’22.
Pancreatite com repercussdo clinica ¢ descrita principalmente em imunossuprimidos,

como HIV positivos ou transplantados renais™. A ocorréncia em criangas, como a aqui
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registrada, ¢ rara, e s6 encontramos a descri¢ao de 1 caso na literatura®*. Especialmente
as reagdes severas parecem ser muito mais encontradas em adultos®: de 12 casos graves
descritos, houve 5 episoddios de pancreatite, 3 de acometimento cardiaco severo, 7 casos
de insuficiéncia renal aguda e 5 de acentuado envolvimento hepatico, em oposicdo a
ocorréncia de 1 registro de insuficiéncia hepética e renal detectada em uma crianca **.

A maioria das alteracdes eletrocardiograficas observadas durante o uso de
antimonio pentavalente parece ndo acarretar conseqiiéncias, mas um pequeno nimero
de pacientes pode desenvolver arritmias ameagadoras da vida ou fatais, ocorrendo mais
freqiientemente quanto maior a dose ¢ mais prolongada a duragio do tratamento™.
Algumas alteracdes detectadas apos um periodo curto de utilizagdo, a partir do 10° dia
de tratamento'’ (semelhantes as demonstradas em nosso estudo), e inclusive com o
emprego de doses baixas (15mg/kg/dia)®, tém sido relatadas, sendo portanto
aconselhavel a avaliagdo eletrocardiografica rotineira desde o inicio do tratamento.

Crises convulsivas geralmente ndo sdo relacionadas entre os efeitos adversos
mais comuns do antimoniato™. A apresentagio toxica continha niveis elevados de
arsénio e chumbo '’. Apesar de o diagnéstico de intoxicagdo por chumbo nio ter sido
realizado na época, os sintomas neuroldgicos apresentados por nosso paciente lembram
aqueles descritos na intoxicaco por esse metal pesado®.

A resposta lenta ao antimonial, apresentada por alguns pacientes com doenga
avancada e com infeccdo (considerada responsavel por resultados insatisfatérios ao
tratamento)”’ , resultou em sua substituicdo precoce e inapropriada para esquema
terapéutico de segunda linha. A utilizagdo constante de Sb’ por um periodo de tempo
inferior a0 minimo recomendado, e a rotulagdo de pacientes como refratarios a este,
com ado¢do de esquema de segunda linha, sem que tivessem recebido a droga por
tempo adequado, sdo fatores que contribuiram para o estabelecimento dos altos indices

2%, portanto, essa atitude deve ser evitada.

de resisténcia aos antimoniais na India
Recomenda-se pelo menos 40 dias de uso de Sb" , antes de se considerar uma falha
terapéutica®. Atualmente, a insisténcia na manuten¢do do antimoniato praticada no
servigo demonstra que a maioria dos casos em criangas sao responsivos a essa droga.

A duracdo ideal do tratamento com antiménio pentavalente ainda ndo estad
estabelecida®. O tratamento até 30 dias foi eficaz na maioria dos casos, entretanto, mais

de 30 dias foram necessarios em alguns pacientes com regressdo do baco demorada, ja

tendo sido sugerido que esse Orgdo pode atuar como reservatorio de infec¢do nessas
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situacdes®”. O aparecimento de recidivas, geralmente relacionadas a tratamento
incompleto, sugere que a duragdo deste pode ter sido insuficiente em algumas criangas.
Por outro lado, observou-se que casos com doenca diagnosticada em fase inicial
respondem rapidamente a terapia. O regime terapéutico, portanto, precisa ser
individualizado®®, levando-se em conta a extensdo da doenca apresentada pelo paciente
antes do inicio do tratamento.

A resposta inicial a anfotericina B foi excelente (100%), e a maioria das criangas
respondeu a quantidade cumulativa de 20mg/kg, mas duas delas apresentaram recidivas,
e outras, também portadoras de doenca avangada, necessitaram de doses superiores a
30mg/kg. Outros autores detectaram o uso dessas doses altas necessarias para a cura em
pacientes brasileiros >’ O niimero de criangas que utilizaram anfotericina B em nosso
estudo foi pequeno e as doses ideais para tratamento necessitam ser melhor avaliadas
em um grupo maior de pacientes. A analise da eficacia final da droga (88,3%) também
deve ser analisada com cuidado, devido a auséncia de uniformidade nas apresentagdes
comerciais utilizadas.

A hipopotassemia, detectada durante a utilizacdo de anfotericina B, geralmente
descrita como efeito tardio, ocorreu ja a partir da primeira semana de uso e em
percentual elevado de casos (72,2%), muito maior do que o demonstrado na India
(16%)*', determinando coletas freqiientes de sangue para a monitorizagio dos niveis
séricos de potassio, o que trouxe incodmodo as criangas, que toleram pouco
procedimentos dolorosos.

Além das hemorragias, as infeccdes sao complicagdes classicamente encontradas
em pacientes que evoluem para obito **. O uso amplo de antibidticos em casos de
infeccdo bacteriana comprovada ou suspeita e o suporte de tratamento intensivo em
pacientes com complicagdes infecciosas severas ¢ hemorragias graves foram fatores que
colaboraram para a obtencdo do baixo indice de letalidade no servico (2,6%).

Nos paises em desenvolvimento, o prego elevado das apresentagdes lipossomais
de anfotericina B impede seu uso em larga escala’. Em nosso meio, a aquisi¢io de
medicamentos de alto custo ¢ dificil de ser obtida. Concluimos que o antimoniato de
meglumina ¢ altamente eficaz e bem tolerado em criangas e deve continuar a ser a droga
indicada como esquema de primeira linha na infancia. A inconveniéncia da necessidade
de uso de antimdnio por tempo prolongado poderda ser talvez resolvida por sua

associa¢do a outros agentes terapéuticos, encurtando o periodo de tratamento.
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Tabela 1. Condic¢des clinicas na admissdo, escolha terapéutica e evolucdo do tratamento de 116 criangas com |eishmaniose visceral

Condicdesclinicasiniciais (n) Escolhaterapéutica(n) Evoluggo (n)
Pacientes sem sinais de gravidade (103) ShY (100) Curaclinicainicial (89)
N&o completaram o esquema  (10)
Superdosagem e 6bito Q)
Com comprometimento hepético intenso
AST acimade 9 x o limite superior do método AnfotericinaB Q) Curaclinicainicia
AST acimade 20 x o limite superior do método AnfotericinaB Q) Curaclinicainicial
ABDC Q) Curaclinicainicial
Pacientes com sinais de gravidade (13)
Diarréia, vomitos, hipotensio So’ (D) Curaclinicainicia
Hematémese, melena , hematomas generalizados ShY D Curaclinicainicial
Anemia severa, adenite por Saureus, toxemia, sepse ShY @D Curaclinicainicial
Sangramento gengival incoercivel apds extracdo dentaria  Sh’ D Curaclinicainicial
Edema generalizado, toxemia, pneumonia ShY D Curaclinicainicial
Febre, apatia, geméncia, artrite séptica por Saureus Sh’ (@D Curaclinicainicia
Febre, apatia, geméncia, taquicardia, pneumonia |lobar Sh’ (@D)] Curaclinicainicial
Desnutricdo grave, mastoidite, pneumonia, hemorragias ~ Sb” @D N&o completou o esquema, resposta lenta
Febre arrastada, pneumonialobar, plaquetopenia grave Sh’ Q) N&o completou o esquema, resposta lenta
Dispnéia, geméncia, taguicardia, pneumonia, derrame ShY (@D N&o completou o esquema, convulsdo
Desnutricdo grave, dispnéia, taquicardia, sepse, choque ShY (D) Obito apds 3 dias
Insuficiéncia respiratoria e hepatica, hemorragias, sepse  ABDC Q) Obito apds 13 dias
Desnutrido grave, gengivorragia, pneumonia AnfotericinaB Q) Miocardite e insuficiéncia cardiaca

Sb’ : antimdnio pentavalente
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ABDC: Anfotericina B disperséo coloidal

AST: aspartato aminotransferase
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Tabela 2. Principais efeitos adversos encontrados em criancas que utilizaram
antimoniato de N-metil glucamina e anfotericina B no tratamento de leishmaniose
visceral, NHU-UFMS, 1998 — 2005.

Droga/ efeito adverso N %
Antimoniato de N-metil glucamina
Aumento de amiNOtraNSFEIaSES ........ccceveeceeeeiiie e 25/111 225
Até 3 vezes o valor normal dereferéncia ........coceeevveveneennee. 19/25 76,0
Acimade 5 vezes o valor normal de referéncia 6/25 24,0
AlteracOes eletrocardiografiCcas ™ .........ccovvvveveecevieeve e 13/72 18,0
Apenas aumento de QTc 7/13 53,8
Apenas alteracdo achatamento/inversao T.........ccccceceveveveennene 2/13 154
Supradesnivelamento ST ........ccovveerierecie e 2/13 154
Aumento do QTc e achatamento/inversdo T.........cccceeeveeeuneee. 2/13 154
AUMENLO dE AMIBSE * ™ ... e 13/74 17,5
Até 2 vezes o valor normal dereferéncia........ccoceeeeveevenveennee. 12/13 92,3
Pancreatite CliNiCa ......ccocvveiiiieccee e 1/13 7,7
Febre, cianose, tremores durante ainfuSa0 .........cccceeeevveeeecveeeiieeenns 7/111 6,3
F N 1= o - USRS /111 0,9
CoNjUNLIVITE BlEITICA ... ccueeeveeie et 1/111 0,9
Nistagmo, desvio ocular, CONVUISAO ........ccceevueeieieeseeiie e 1/111 0,9

Anfotericina B convencional

HIPOPOLASSEMIA .....eiveeeeeeeceete ettt e e e 13/18 72,2
Potéssio de 3,0 MEQ/L a3, 3 MEQ/L .....cceovevevevenicenieeenns 4/13 30,8
Potassio de 2,0 mEQ/L 22,9 MEQ/L ......ccoveevveeeveeciecieseeene 9/13 69,2

Febre, cianose, tremores durante ainfusdo ..........ccceeeveeeevieereeieeninens 4/18 22,2

AlteraCies CardiaCas .......ccvevuveeerieie e 3/18 16,6
Miocardite e insuficiéncia cardiaca /18 55
Bloqueio de ramo dir€itO .........ccveveveereerece e 1/18 55
Sobrecarga de ventriculo esquerdo.............cccooevvviiiiiieeennnne 1/18 55

103



Leishmaniose visceral em criangas no Estado de Mato Grosso do Sul ...

Tabela 3. Duragdo do tratamento antimonial, doses totais de anfotericina B e resposta

terapéutica em criancas com leishmaniose visceral, NHU-UFMS |, 1998 — 2005.

Droga/ duracao / doses /resposta N %
Antimoniato de N-metil glucamina (n=96)
Duragéo do tratamento
de20 230 i8S ..cccereerieriirieie e 83/96 86,5
(0 LRSS I= L0 1o [ = 12/96 12,5
ACIMATE A0 i8S ...cveeiieeieeeee e 1/96 1,0
Resposta terapéutica
CUuracliniCaNICIAl ......ccceveiieeeeeie e e 96/96 100,0
RECIAIVA ... 3/96 31
Retratamento com antimoniato por 40 dias..........cccoveeiereennenne. 1/3 33,3
Retratamento com anfotericina B, 20mg/Kg........ccccovvvvevvenennnnne 13 33,3
Retratamento com anfotericina B, 30mg/Kg.........ccccvvvvveenennnne 1/3 33,3
Curaclinicafina 93/96 96,9
AnfotericinaB (n=17)
Dose cumulativa
AE 20 MOIKG vttt 12/17 70,6
de 30 @35 MO/KG -.eveverieeieieiesie e 4/17 235
2103 1o Lo TS 117 59
Resposta terapéutica
CUracliniCaINICIAl ....cocvierieieieere e 17/17 100,0
RECIAIVA ...t 2/17 11,8
Retratamento com 30MQO/KG ...cceeveeerieriienieneenieeee e 1/2 50,0
Retratamento com 50mMO/Kg ..ccveveereerienieseese e seeseesee e 1/2 50,0
CuracliniCafingl .......cccceeieiese e 15/17 88,2
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TRABALHO N°5

UNSATISFACTORY RESPONSE IN THE TREATMENT OF VISCERAL
LEISHMANIASISIN BRAZILIAN CHILDREN: THE PROBLEM OF

RELAPSE
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UNSATISFACTORY RESPONSE IN THE TREATMENT OF VISCERAL

LEISHMANIASIS IN BRAZILIAN CHILDREN: THE PROBLEM OF RELAPSE

Brustoloni YM , Cunha RV, Oliveira ALL, Dorval ME, Oshiro ET.

Abstract

Only occasionally do HIV-negative patients relapse after an apparently
successful treatment of visceral leishmaniasis. Clinical and laboratory characteristics
and management of four HIV-negative Brazilian children who relapsed are described.
None of them had severe malnutrition or concurrent illness that would account for
relapse. Suggestive signs of potential relapse included discrete splenic regression after
the first treatment course, the presence of a great number of parasites detected in bone
marrow at the time of diagnosis, and the absence of regression in spleen size during
post-treatment follow-up visits. However, steady regression of spleen size and the
presence of a small parasite burden at diagnosis did not exclude the possibility of
relapse. Recovery of clinical or laboratory variables at the end of therapy were not
capable of predicting relapse in all cases. All children were afebrile and showed
improvement of hematological parameters at the end of a therapy considered as
successful. Three children relapsed in the first six months after therapy, but one had
recurrence of the disease one year and seven months later. One child relapsed twice. We
propose that children who are highly parasitized should receive longer courses of

therapy. Current aspects related to relapse are discussed.

Keywor ds: visceral leishmaniasis, kala-azar relapse, children, treatment
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I ntroduction

Visceral leishmaniasis is caused by an obligate intracellular protozoan of the
genus Leishmania that multiplies in macrophages of the reticuloendothelial system. As
in other intracellular infections, eradication of all organisms, despite optimal treatment,
is seldom achieved' and the disease is prone to relapse.” Recurrence may occur after an
apparent response to any antileishmanial drug, such as antimony, pentamidine, or
amphotericin B, or even to the highly effective liposomal amphotericin B
(AmBisome®)* or the newest oral drug miltefosine.” The factor responsible for a
successful relapse-free state after antileishmanial treatment appears to be the
satisfactory emergence and persistence of an effective T-cell-dependent immune
response.’

From January 1998 to February 2005, 116 children with visceral leishmaniasis
were treated in a reference hospital in the state of Mato Grosso do Sul, in Center-West
region of Brazil. Ninety six of them completed treatment with meglumine antimoniate,
with a cure rate of 96.8%; 18 received amphotericin B as first or second choice; and two
were treated with an amphotericin B colloidal dispersion (Amphocil®). All patients
were followed up after treatment for a period of at least one year. Four children
relapsed, and are here described.

Relapse was defined as the reappearance of suggestive symptoms and
splenomegaly and detection of amastigotes in bone marrow aspirate (BMA) after an
initial clinical cure. Parasitological cure (absence of parasites in splenic aspirate or in
BMA) at the end of a treatment course, currently required in formal treatment trial
protocols to characterize “apparent or initial cure”,® was not assessed, because parents

were in every occasion reluctant to allow repeated invasive procedures on their children.

Case1l

A two-year-eight-month-old boy presented with a history of fever and cough lasting for
20 days, in addition to vomiting and apathy. Pallor and visceral enlargement were
detected on physical examination and pancytopenia was revealed in laboratory tests
(Table 1). He was just mildly malnourished (weight, 11.700 kg; WHO’s z score < —1 to
> —2)" and no intercurrent illnesses were detected. Visceral leishmaniasis was confirmed

by detection of a great number of amastigotes under direct microscopy of BMA and by
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positive culture of the same material in Novy- MacNeal-Nicolle (NNN) medium.
Meglumine antimoniate was given (Figure 1) and he was afebrile in four days. Fever
returned on the 13th day and bacterial pneumonia was diagnosed and treated with
antibiotics. He was discharged in good overall condition. Three months and 10 days
later the patient returned with fever and cough persisting for five days, abdominal
distension, spleen size 3 cm greater than at discharge, foot edema, and pancytopenia.
Again, direct microscopy and BMA culture were both positive. He was re-treated with

conventional (deoxycholate) amphotericin B (Figure 1).

Case?2

An eleven-month-old boy was admitted with a history of persistent pallor lasting
for two months. He had been receiving iron therapy for an iron deficiency diagnosis,
without improvement. Other complaints were fever, cough, vomiting, and weight loss.
Weight was 8 kg (z score < —1 to > -2, mild malnutrition). Hepatosplenomegaly was
detected on physical examination and hematological parameters showed anemia and
thrombocytopenia (Table 1). BMA direct microscopy revealed few protozoans; culture
was positive. Meglumine antimoniate was initially given, but he had high infusion-
related fever and rigors and soon the drug was replaced with conventional amphotericin
B (Figure 1). He was discharged in good general condition and returned twice for
follow-up. One month later, spleen measurements were the same as at discharge time (3
cm). In the second medical visit (2 months and 15 days after discharge) there were
complaints of abdominal pain and fever, and spleen size was a little larger (4 cm). He
was readmitted and BMA direct microscopy was positive again. Conventional

amphotericin B was restarted and the patient responded well to a total dose of 30 mg/kg.

Case 3
A two-year-six-month-old well-nourished boy was admitted with a history of fever and
abdominal distension lasting for 8 days and a 4-kg weight loss over the past month. The
patient was pale and had high fever (39 °C), with enlarged, soft, easily palpable spleen
and liver and pancytopenia (Table 1). A BMA was collected and revealed a great
number of amastigotes, culture was positive. He received parenteral meglumine
antimoniate (Figure 1) and after five days of therapy he was afebrile. The patient was
discharged in good general condition and returned one month later, asymptomatic and

with spleen and liver measuring the same as at discharge time (6 and 4 cm,
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respectively). At three months of follow-up (four months after discharge) there were
complaints of fever and abdominal distension, and the spleen was found to have reached
11 cm. BMA revealed the presence of many amastigotes, but culture was negative. The
patient had pneumonia and received oxygen, antibiotics, blood transfusions, and
albumin. Improvement was slow, and a total dose of 30 mg/kg of amphotericin B was
given. At discharge he was well. Living in another city, he returned only six months
later, having already been ill for three months, with abdominal distension. He had had
fever for two days, and visceromegaly was detected. Again, BMA was positive and
culture negative. He received conventional amphotericin B at 1 mg/kg/day for 22 days,
and this time the spleen measured 7.5 cm. Amphocil® became available and 14 mg/kg
were given (2 mg/kg/day for seven days). In addition to this lipid formulation, 36 mg/kg
of amphotericin B had already been given, but the spleen still measured 6 cm.
Conventional amphotericin B was given until a total of 50 mg/kg was reached. He was
discharged in good general condition and returned one, two, and six months later, with
progressive visceral reduction. At the end of one year of follow-up he had no palpable

spleen or liver and was well.

Case4
A 10-year-old boy living in a known endemic area of visceral leishmaniasis was
admitted to our ward with a 10-day history of high fever, hyporexia, and abdominal
pain. On physical examination the patient was febrile and pale and had enlarged spleen
and liver (Table 1). Laboratory tests showed pancytopenia and hypoalbuminemia. He
weighed 24 kg and was considered to have mild malnutrition (z score < -1 to > -2).
BMA revealed few Leishmania amastigotes, and culture was negative. After meglumine
antimoniate was given, defervescence occurred on the fifth day of treatment. Laboratory
parameters improved at the end of therapy, and at discharge the patient was well. He
returned for follow-up five months later without complaints or visceromegaly, but the
family requested that further follow-up be conducted in their city of residence. One year
and seven months later, he returned with fever, cough, and abdominal pain lasting for 6
days, and splenomegaly was noted on physical examination. BMA direct microscopy
was positive. Meglumine antimoniate was given for 40 days and the patient was afebrile
on the third day. At discharge he was well. Still on follow-up after one year, he is

asymptomatic and with no visceral enlargement.
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Discussion

It is now clear that the protective post-treatment mechanism in visceral
leishmaniasis involves T cells.! Indeed, relapse is a growing clinical problem in patients
with acquired T cell deficiencies associated with advanced HIV disease or in those
treated with immunosuppressive agents (corticosteroids and anti-rejection drugs in
organ transplant recipients).®

However, relapse may occasionally occur in otherwise healthy persons’; all four
children in this report were in good health before the occurrence of visceral
leishmaniasis and appeared to be immunologically intact patients. All of them had
negative HIV serology and none were known to be immunodepressed by severe
malnutrition or intercurrent illnesses sometimes associated with a poor response to
therapy, such as tuberculosis.'® Moreover, in “immunocompetent” patients, unidentified
deficits of immune status would sometimes be probably responsible for leishmaniasis. "’

In immunocompetent patients receiving antimony, relapse is infrequent and
relapse rates lower than 5% are expected.'> Regarding amphotericin B, most of the
published experience has been generated in India, where it is currently employed as
first-line parenteral therapy®; a report on its use in nearly one thousand treated patients
showed a relapse rate of less than 1%."> Three of our child patients who relapsed had
received meglumine antimoniate, accounting for a relapse rate of 3.1% relative to the
group of 96 children treated with the drug. Two of our patients who used amphotericin
B relapsed, but our experience with this drug is small (n = 18) and a greater number of
treatments is necessary to reflect the real rate of relapse with its use.

Relapses are mainly reported among patients treated with shorter courses of

- o 14,15,16
therapeutic drugs, in incomplete schemes. ™ ™

Increasing parasite drug resistance
likely contributes to relapse also in otherwise healthy individuals. Resistance to
pentavalent antimonials has been documented in about 65% of cases in India,’ but it
does not seem to be a problem in Brazil, since > 90% cure rates are achieved with
antimony.''® The fact that to be cured two patients needed high doses of amphotericin
B, the most potent antileishmanial drug, may indicate that the therapeutic failure
initially observed with antimoniate might actually be attributed to incomplete parasite

clearance as a result of undertreatment in patients with more severe disease, rather than

to resistance to the regimen itself.
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Of the patients who are properly treated and respond, most improve after 7-10
days, the majority become afebrile in around seven days of therapy, hematological
abnormalities improve within two weeks, and spleen size shows a steady regression at
the end of treatment (40% or more, when compared to the initial dimensions).'*'" All
children became afebrile in less than a week, and hematological recovery was noted in
all of them at the end of therapy (Table 1). Except for patient 3, whose discrete splenic
regression would mean that partial cure was achieved (Table 1), indicating an
incomplete response to treatment, a reduction of at least 40% in spleen size in two of the
children and an impalpable spleen in the other were detected.

In addition to discrete splenic regression after the first treatment course, other
signs would suggest that relapse would happen: an association with relapse and heavily
parasitized patients had been previously described,'® and in patients 1 and 3 amastigotes
were detected in great numbers in bone marrow at the time of diagnosis. In patients
successfully treated, mean spleen size is usually found to be markedly reduced in
follow-up visits, but, in those who relapse, mean spleen size does not change after
treatment,20 as was the case with patients 1, 2, and 3. These signs, however, were not
found in all four children; patients 2 and 4, who had a small number of amastigotes in
BMA, did relapse.

The detection of a great number of parasites in bone marrow at the time of
diagnosis might suggest that patients should be treated for longer courses. In Brazil, the
recommended duration of treatment with meglumine antimoniate is of at least 20 days,
with a maximum of 40 days,'” depending on the severity of the disease. We propose that
in these situations patients should be treated for 40 days.

Patient 3, who relapsed twice (Figure 1), was the most challenging to treat. In
the second course of treatment, 30 mg/kg of amphotericin B were given; doses of 25 or
30 mg/kg generally cure patients who fail to respond to 20 mg/kg." In the patient’s last
admission, a total dose as high as 50 mg/kg of amphotericin B was necessary to achieve
cure. Although not a common occurrence, patients requiring such a high dose have been

1.17

described in Brazil."" Patients with frequent relapses after treatment are reported by

10,21
other authors. ™

Defective production of IL-2, IL-1 beta, and interferon gamma was
detected in a difficult-to-treat patient.*

Unsuccessful immune response, involving several mechanisms resulting in
alterations in T-cell-dependent parameters, is related to relapse®: a prominent or

persistent Th2-cell-type response may neutralize the immunologic arm of the host
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response to treatment; it may impose a considerably higher parasite tissue burden
against which a drug is required to act, reducing initial treatment efficacy; and it may
potentially foster either rapid recurrence or remote relapse of infection after apparently
effective therapy.

The risk of relapse is highest in the first 6-12 months after therapy,***'

and post-
treatment follow-up for six months is proposed.”' Relapses are also believed to occur
years after treatment.'® Three of our child patients suffered recurrence within six months
after therapy and one relapsed one year and seven months after treatment. As even in
patients successfully treated of kala-azar visceral macrophages are presumed to harbor
quiescent parasites probably for life,' some risk of relapse will always exist and patients
must be advised to search for medical assistance whenever suggestive symptoms
recommence.

Since even an apparent absence of parasites in splenic or bone marrow aspirate
smears at the end of a treatment course does not preclude relapse,” several researchers
have been looking for markers that might predict with accuracy which drug-treated,
apparently cured patients would undergo recurrence. An enzyme-linked immunosorbent
assay for recombinant K39 antigen was valuable in monitoring drug therapy and in the
detection of relapse*; a sharp decline in anti-rK39 antibody titers was seen in patients
who evolved to definitive cure. After an initial fall, patients who relapsed showed a rise
in antibodies to higher levels than those present in the pretreatment period.

Limited prospective studies show that polymerase chain reaction (PCR) tests
performed in lymph nodes,”*° blood,””**** and bone marrow”** can with significant
precision identify a successful outcome of the disease and may be valuable in
monitoring drug therapy and detecting relapse of the disease. Despite its promising
prospect, predicting with accuracy which drug-treated, apparently cured patients are

destined to relapse is not yet possible in all cases.
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1 2 3 4
| First treatment course ‘
Antimoniate Amphotericin B Antimoniate Antimoniate
20mg/kg/d 1 mg/kg/d 20mg/kg/d 20mg/kg/d
28 days 20 days 28 days 28 days
| Firstrelapse |
Ampbhotericin B Amphotericin B Amphotericin B Antimoniate
1 mg/kg/d 1 mg/kg/d 1 mg/kg/d 20mg/kg/d
20 days 30 days 30 days 40 days

| Second relapse

'

Amphotericin B
1 mg/kg/d
36 days
+
Amphocil ®
2mg/kg/d
7 days

Figure 1. Treatment in first course and relapses of four patients with visceral

leishmaniasis
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Picture 1. Clinical and laboratorial characteristics of 4 childrenin first episode of visceral leishmaniasis and relapses
Patient Episode or Spleen size | Liver size | Hemoglobin | Leukocytes Platelets Albumin Globulin
Sex relapse/ (cm) (cm) (g/dL) (mm?) (x 10¥mm?) (g/dL) (g/dL)
Age date of adm. adm./ disch. |adm./ disch. |adm./disch. |adm./disch. |[adm./disch. |adm./disch. |adm./disch.
1 First episode/ 8/5 5/3 6,5/7,7 4,100/ 6,700 89/211 2,1/37 541/6,1
Mae Apr 30, 2002
2y 8m First relapse/ 8/4 3/0 54/9,3 4,800/ 7,300 125/ 207 1,9/39 57/54
Sep 8, 2002
2 First episode/ 8/3 45/0 6,0/9,0 6,500/ 13,900 53/209 31/4.1 3,8/23
Mae May 14, 2002
11m First relapse/ 4/2 15/0 6,7/85 4,200 /10,400 59/ 197 29/ - 3,8/-
Sep 2, 2002
3 First episode/ 8/6 6/4 58/9,0 3,900/ 6,100 125/ 204 21/29 6.8/ 6.4
Male Jun 5, 2003 T
2y 6m First relapse/ 11/6 75/3 4,8/12,5 3,400/ 16,800 88/513 25/4.1 75/41
Nov 5, 2003 T
Second relapse/ 13/5 6/4 6,0/10,3 2,400/ 5,200 78 1247 30/44 78/45
Jun 11, 20004 T
4 First episode/ 5/0 2/2 7,7/11 3,100/ 4,600 53/208 29/4,7 31/27
Mae Sep 29, 2003
10y First relapse/ 8/1 15/ 0 8,1/13 1,600 /5,100 55/218 3,6/4,7 38/35
Jul 19, 2005
adm: admission  dishc: discharge  y:years m:months d:day - : not measured
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7 . DISCUSSAO

As doencgas que cursam com hepatoesplenomegalia e febre frequentemente
desafiam os profissionais da area médica, pela existéncia de um amplo leque de
possibilidades diagnosticas. No Mato Grosso do Sul, a presenca do calazar durante
muitos anos esteve associada a pacientes procedentes da regido de Corumba.
Atualmente, no entanto, a expansdo da doenca no Estado, com caracteristicas de
urbanizagdo, obriga a inclusdo dessa possibilidade no diagnostico diferencia das
hepatoesplenomegalias febris em qualquer de suas |ocalidades.

O artigo “LEISHMANIOSE VISCERAL EM CRIANCAS NO MATO
GROSSO DO SUL, REGIAO CENTRO-OESTE DO BRASIL: UMA DOENCA
DE CURTA DURACAOQ” demonstra a rapidez da evolugio dos casos em nosso meio,
com um curto periodo de tempo entre o aparecimento dos sintomas e o diagnostico, e
com alteragdes clinicas e laboratoriais precocemente detectadas, forma de apresentacéo
provavelmente relacionada ao cardter epidémico da LV em nossa regido. Tem-se
observado, com frequéncia, que em areas urbanas com transmissdo recente, a LV
apresenta-se de forma epidémica para as populactes humana e canina (146); a maioria
das criancas do estudo provinha de areas onde a doenca nunca havia sido registrada
anteriormente.

Em nosso estudo, demonstramos que, em individuos nos quais as reservas
organicas sdo pouco comprometidas, como nas criangas (geralmente sem doenca de
base) a doenca mais rdpida, se reconhecida precocemente e tratada adequadamente,
origina uma letalidade mais baixa. Nosso Ultimo o6bito foi registrado em fevereiro de
2002; estamos portanto h& 4 anos sem casos fatais no servico de Pediatria. A idade, no
entanto, € um dos fatores de risco mais importantes para a morte no calazar nos
extremos davida (7).

A forca da infeccdo € inversamente relacionada a distribuicdo da idade em
doencas que geram longa imunidade. Quando a transmissGo é maior em é&reas
endémicas, muitas criangas pegquenas adoecem, 0 que pode aumentar a mortalidade. Nos
locais de introducéo recente, mais pessoas mais velhas ndo imunes sdo infectadas e
morrem (7), elevando a mortalidade ou letalidade, fato agravado pela falta de
experiéncia dos médicos no reconhecimento da doenca recentemente introduzida (7).

118



Leishmaniose visceral em criangas no Estado de Mato Grosso do Sul ...

Isso foi evidenciado na epidemia de Trés Lagoas, houve relato de maior nUmero
de 6bitos em adultos, a maioria com doenca de base (10).

A existéncia de pacientes com diagndéstico realizado com mais de 30 dias de
evolucdo sugere a falta de reconhecimento da LV por profissionais da area médica, fato
ja& descrito por outros autores (55). Em nosso estudo, 74,2% das criancas com mais de
30 dias de evolugdo eram provenientes de &reas onde a instalagdo da doenca era muito
recente, e a quase totalidade dos pacientes ja havia procurado por atendimento médico
anteriormente. Isso evidencia a necessidade urgente de repetir-se a capacitacdo dos
profissionais locais da &rea médica para a realizacdo de um diagndstico mais precoce.
Essas agbes ndo podem ser descontinuadas, e devem ser repetidas periodicamente.

O segundo estudo, COMPARISON OF CONVENTIONAL METHODS
FOR DIAGNOSIS OF VISCERAL LEISHMANIASIS IN CHILDREN IN THE
CENTER-WEST REGION OF BRAZIL, ja aceito para publicacdo, descreve os
métodos convencionalmente utilizados para o diagnostico da LV. As caracteristicas
clinicas e epidemioldgicas da doenca na maioria das vezes ndo sdo especificas, e
confundem-se com diversas outras patologias, €, portanto, o diagndstico laboratorial
gue subsidia aindicacdo do tratamento.

No Brasil, os métodos convencionais de diagnéstico ainda sdo utilizados na
maioria das &reas onde a LV ocorre. O estudo avaliou a microscopia direta, a cultura de
aspirado medular e a Reacgéo de Imunofluorescéncia Indireta, em relacdo ao tempo de
evolucdo e ao tamanho do baco no momento da admissdo. A microscopia direta
apresentou mais resultados positivos em criangas com bagos de maior tamanho, o que
sugere que em fases muito iniciais, quando os pacientes apresentam visceromegalia
pOUCO expressiva, esse exame pode apresentar resultados negativos.

O artigo também ressalta os varios fatores que influem na positividade da
microscopia direta, como a qualidade do material de aspirado de medula, a experiéncia
do microscopista, 0 nimero de campos examinados e 0 tempo gasto para a leitura das
l&minas, em casos dificeis. Em situagOes ideais, a sensibilidade do método poderia
aproximar-se de 90% (52).

Em nosso estudo, experiéncia e tenacidade dos microscopistas foi um atributo
indispensavel na obtencdo de resultados positivos nos exames de mielograma. Alguns
autores ressaltam a existéncia de diferentes graus de parasitismo em pacientes com LV,
determinados pelo tipo de resposta imunolégica (52). A carga parasitaria pode ser

escassa, moderada ou elevada; apesar de as criancas peguenas encontrarem-se
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geralmente situadas no grupo de pacientes altamente parasitados (52), muitas vezes o
diagnostico foi dificultado pelo pequeno nimero de parasitas nas amostras examinadas,
caracteristica esta que vem sendo notada na regido: evolugdo rdpida de casos e escassez
de parasitas nas amostras clinicas (10). Estudos da imunidade desses pacientes,
portanto, devem ser redlizados, na tentativa entender-se melhor o processo de
desenvolvimento de doenca.

A associagado da microscopia direta a culturafoi capaz de fornecer o diagndstico
em 98,5% dos casos, ou sgja, na quase totalidade dos mesmos. Como o0 mielograma € o
método preferido pelos profissionais de salide em nosso meio, muitas vezes a sorologia
ndo é solicitada. Na presenca de dados clinicos e laboratoriais, uma sorologia positiva
reagente autoriza o inicio do tratamento (59). Os dados apresentados ressaltam a
necessidade da associacdo de mais de um método diagndstico para a obtencdo da maior
positividade no diagndstico da LV em criangas, enfatizando a necessidade da realizacdo
da sorologia como medida complementar.

Na redidade brasileira, métodos convencionais de diagnéstico sdo ainda
indispensaveis.O investimento na capacitacdo de técnicos especializados na realizacéo
dessas técnicas deve ser incentivado.

O terceiro trabalho, “SENSITIVITY AND SPECIFICITY OF PCR IN
GIEMSA-STAINED SLIDES FOR DIAGNOSIS OF VISCERAL
LEISHMANIASISIN CHILDREN”, € o primeiro estudo no Estado que avaia a
utilizacdo de um método de biologia molecular, a reacéo em cadeia da polimerase -
PCR - no diagnostico da LV em pacientes com a doenca, através da deteccdo de
DNA de Leishmania em laminas de aspirado medular, coradas por Giemsa e
estocadas. O teste demonstrou elevada sensibilidade e especificidade.

No Brasil, um pequeno numero de trabalhos utilizando métodos moleculares
para 0 diagnostico da leishmaniose visceral estdo sendo conduzidos, estudos que
poderiam auxiliar a compreensdo da validade destes no diagndstico da doenga, bem
como dos diversos aspectos relacionados a sua epidemiologia nas &reas endémicas
(64). Portanto, nosso estudo € uma colaboracéo, apesar de pequena, na utilizagdo do
método, que ainda carece de validacdo para sua utilizacdo no diagnéstico daLV.

Quando avaliamos os métodos convencionais de diagnodstico, ficou patente a
necessidade do exame exaustivo das laminas de mielograma para a obtencéo de
resultados positivos, em casos de pacientes pouco parasitados. Os métodos de PCR

sd0 alternativas promissoras no diagnostico das leishmanioses, pois combinam alta
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sensibilidade e especificidade a possibilidade de sua aplicacéo direta a amostras de
tecidos diversos de uma forma bastante rapida, quando comparados com métodos
tradicionais (64).

A PCR mostrou-se Util no diagnostico de casos dificeis. A possibilidade de
deteccdo de DNA em laminas de aspirado medular mostra uma nova perspectiva para
a elucidacdo de casos que apresentaram resultados negativos por outros métodos.

O aspirado de medula éssea € um materia precioso para a reaizacdo do
diagnostico; laminas para analise desse material podem ser facilmente enviadas para
centros maiores de pesquisa. Com o inicio das atividades do laboratério de Biologia
Molecular em nossa Universidade, em breve essa realidade sera possivel no Estado.

O trabalho também mostra que materiais bioldgicos arquivados sdo valiosas
fontes de pesguisa e que sua conservacdo permite sua utilizagdo em métodos mais
sofisticados em tempos futuros, colaborando para o entendimento de uma
determinada patol ogia em uma regido especifica.

O quarto trabaho, “ EXPERIENCIA HOSPITALAR NO TRATAMENTO

DA LEISHMANIOSE VISCERAL EM CRIANCAS NO MATO GROSSO DO
SUL, BRASIL”, descreve os aspectos mais importantes do tratamento da LV em
criangas internadas em um hospital universitario de referéncia. Praticamente ndo
encontramos na literatura trabalhos que relatem detalhadamente o tratamento,
especia mente a freqiiéncia de reagdes adversas ao antiménio em criangas brasileiras.

O estudo confirmou que o antimoniato de meglumina é muito eficaz e bem
tolerado em criangcas. AmBisome® é a melhor droga para tratamento quando o custo
das medicacbes ndo é fator limitante (147), como em paises ricos do sul da Europa, o
que ndo0 é 0 caso dos paises em desenvolvimento. A diferenca de custo entre o
antimoniato de meglumina e a anfotericina B lipossomal impede 0 uso em larga escala
desse medicamento: o prego de 25 ampolas de Glucantime® situa-se atualmente em
torno de R$ 156,58, enquanto que o de 10 frascos de AmBisome®, em torno de R$
12.950,80 (148). E provével que esse tratamento ndo pudesse ser estabelecido como
primeira escolha em nosso meio, ainda mais em situaces de epidemia, como a que
estamos enfrentando.

Varias dificuldades foram detectadas durante o manejo das drogas, como
superdosagem e subdosagem de Sb', a ocorréncia, felizmente rara, de alguns efeitos
adversos graves, a troca inadequada de esquema terapéutico, 0 uso de antiménio com

elevados niveis de metais pesados fornecido temporariamente pelo Ministério da Salde,
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a ocorréncia de hipopotassemia na maioria das criangas que utilizaram anfotericina B, a
constatacdo de recidivas. Esses dados mostram a complexidade do tratamento da
leishmaniose visceral.

Héa doentes portadores de LV que apresentam uma resposta terapéutica mais
lenta; geralmente, s30 casos de doenca mais avancada. E necessario evitar-se a troca
inapropriada do antimoniato para esquema de segunda linha, sem que a indicagdo desta
conduta estgja muito bem avaliada, a fim de preservar-se a droga da resisténcia que
ocorre devido ao seu uso incorreto e por tempo insuficiente.

A infeccdo bacteriana secundaria € um outro fator que colabora para uma
resposta lenta ao tratamento. Vérias vezes notamos uma falta de progressdo na melhora
clinica e laboratorial dos pacientes quando a infeccéo bacteriana se instala. Apesar da
dificuldade de se diferenciar a presenca desta das manifestacfes préprias da doenca, o
combate agressivo aos processos infecciosos pode ser medida salvadora da vida. Novos
estudos devem ser realizados, definindo-se as indicacOes de antibioticoterapia em
criangas com leishmaniose visceral.

O quinto estudo, “UNSATISFACTORY RESPONSE |IN THE
TREATMENT OF VISCERAL LEISHMANIASISIN BRAZILIAN CHILDREN:
THE PROBLEM OF RELAPSE”, focaliza o problema da recidiva apds tratamento,
fato reconhecidamente possivel, desde que o parasito pode permanecer quiescente em
macrofagos por toda avida.

Recidivas ap6s o tratamento da leishmaniose visceral podem ocorrer mesmo
guando este é realizado de maneira adequada, por tempo suficiente, com drogas
potentes, como anfotericina B convencional ou lipossomal, ja que a manutencdo de um
estado livre de relapso depende da resposta imunologica do hospedeiro. Ha pacientes,
entretanto, que apresentam recidiva da doenca quando o tempo ou a dose total de
tratamento foram insuficientes para proporcionar a cura, resultando em esguemas
incompletos. Ao final de um curso de tratamento, portanto, deve-se procurar identificar
aqueles que poderiam necessitar de terapia mais prolongada.

O artigo procurou analisar quais dados poderiam sinalizar a ocorréncia de
recidiva em 4 pacientes que apresentaram relapso apos terapia. Os mais significativos
foram: a pequena diminuic¢éo do tamanho do bago ao final de um curso de tratamento, a
presenca de abundantes formas amastigotas na medula 6ssea por ocasido da admissdo e
a auséncia de diminuicdo progressiva do tamanho do bago durante as visitas de

seguimento pos-tratamento. Esses parametros ndo sdo encontrados em todos 0s casos,
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mas deve-se sempre procurar detectar agueles pacientes que apresentem essas
alteragbes, 0 que poderia colaborar de forma importante para a diminuicdo da
ocorréncia de relapso.

A dta densidade parasitéaria € um dos fatores relacionados a morte no calazar

(149). Sugere-se tratamento prolongado em pacientes altamente parasitados.
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8. CONCLUSOES

A leishmaniose viscera apresenta-se como uma doenca de evolucéo rapida em
criancas no Mato Grosso do Sul, o que evidencia que essa forma de apresentacéo
possa estar relacionada a ocorréncia da doenca em areas epidémicas, ou de

introduc&o recente.

Quando os profissionais de salde estdo mais atentos a presenca da LV, essa
forma de apresentacdo permite um diagndstico mais precoce dos casos, O
tratamento adequado de pacientes em fase pouco avancada resulta em uma

evolucdo favoravel namaioria destes.

Os métodos convencionais de diagndstico ainda sdo imprescindiveis em nossa
regido; a associacdo da microscopia direta de aspirado medular a sorologia por
Imunofluorescéncia, permite a comprovacdo laboratorial da LV na quase

totalidade dos casos.

A PCR mostrou-se um método atamente sensivel e especifico para o
diagnésticodaLV.

Os antimoniais pentavalentes, utilizados com sucesso no tratamento da LV h&
mais de 50 anos, continuam sendo as drogas mais adequadas para a utilizagdo
em criancas, pois causam efeitos adversos de pouca gravidade, geralmente
reversiveis, raras vezes precisam ser temporariamente suspensos durante o

tratamento, e s&0 muito eficazes, como demonstrado em nosso estudo.
O tratamento da leishmaniose visceral é complexo, envolvendo muitos fatores,
havendo necessidade de capacitacdo de profissionais para que 0 mesmo possa

ser conduzido com sucesso.

A baixa letalidade observada no servico onde o estudo foi realizado (2,6%) s6
foi obtida devido a monitorizagdo constante das alteracbes clinicas e
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laboratoriais e do controle estreito das drogas utilizadas, e tratamento de suporte

agressivo em casos graves.

e O aparecimento de recidivas, geramente relacionadas a esquemas incompletos,
demonstra que alguns pacientes podem necessitar de terapia de duragdo mais
prolongada. O tratamento da leishmaniose visceral deve ser adequado na dose e

na duracdo, para evitar o aparecimento de recidiva.

e O tratamento deve ser individualizado. Sua duracéo deve levar em conta a
extensdo da doenca no inicio da terapia. A sugestdo de terapia mais prolongada
(por 40 dias) em pacientes atamente parasitados é uma das medidas que

provavel mente poderiam auxiliar na prevencéo de recidiva apos o tratamento.

e O objetivo primordial do manejo dos pacientes com leishmaniose viscera é
prevenir a morte, sempre inevitavel se a mesma ndo € tratada. Muitas pessoas
continuam morrendo devido a doenca, muitas vezes por diagnéstico tardio,
quando os casos evoluem sem reconhecimento até uma fase de tamanha
gravidade que pouco se pode fazer. Os trabalhos apresentados refletem a
necessidade de continuo investimento na capacitacdo de profissionais de salde,
tanto da &rea médica, quanto daqueles que realizam o diagndstico laboratorial,
habilitando-os a elaboracdo de uma suspeita diagnéstica precoce dos casos, a
confirmagdo etiologica e ao tratamento adequado dos pacientes, Unica maneira

atual de vencer a morte pela doenca.
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