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RESUMO

Perfil clinico e imunolégico de familiares de pacientes com leishmaniose
visceral. Juliana Lima Silva Moraes. Aracaju. 2013.

A leishmaniose visceral € uma doenca que possui amplo espectro clinico, variando
desde infeccao classica a formas subclinica e assintomética. Através de um estudo
transversal feito com familiares de pacientes com leishmaniose visceral,
determinamos a frequéncia de infeccdo assintomatica por Leishmania infantum
chagasi, utilizando Intradermorreagdo de Montenegro e/ou sorologia por Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Questionario contendo dados socio-
demograficos, presenca de sinais e sintomas, exame fisico de 109 individuos foram
analisados. Fatores ambientais como presencga de cachorro, galinheiro e restos de
madeira no domicilio também foram investigados. Niveis do Fator de Necrose
Tumoral (TNF-a), Fator de Transformagcdo do Crescimento (TGF-B) e as
interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 foram dosados em 59 destes individuos. A
frequéncia de positivos foi detectada em 51,8% dos participantes, sendo maior no
sexo masculino (61,9%). Testes com resultado positivo também foram mais
frequentes em pessoas acima de 14 anos (79,7%). Todos os individuos positivos
foram considerados assintomaticos e nao retornaram ao servico de saude com
queixas até o final da pesquisa, sugerindo que ndo evoluiram para outras formas
clinicas. Nao houve diferenca entre o local de moradia: capital ou interior do Estado,
porém mais casos positivos ocorreram na capital, confirmado a crescente
urbanizacdo da doenca. Dentre os fatores ambientais ocorreu significancia
estatistica quando analisamos presenca de cachorro juntamente com restos de
madeira (p<0,05). TGF-B mostrou diferenga significativa em favor dos negativos
(p=0,002), enquanto IL-10 e IL-12 foram maiores nos individuos com testes positivos
(p= 0,024 e 0,038). Diante dos achados, verificamos que medidas de controle da
disseminacdo da leishmania devem ser efetivadas e direcionadas a populacao do
nosso Estado, uma vez que a exposi¢ao ao parasita ainda € muito alta, colocando-a
em risco de desenvolver a doenca.

Palavras-chave: Assintomatico. Diagnostico. Epidemiologia. Leishmaniose visceral.



ABSTRACT

Clinical and immunological profile of family members of visceral leishmaniasis
patients. Juliana Lima Silva Moraes. Aracaju. 2013.

Visceral leishmaniasis is endemic in many Brazilian states, including Sergipe.
Through a cross-sectional study done with relatives of patients with visceral
leishmaniasis, we determined the frequency of asymptomatic infection by Leishmania
chagasi using Montenegro skin test and/or Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA). Questionnaire containing socio-demographic data, presence of signs and
symptoms, physical examination of 109 subjects were analyzed. Environmental
factors such as the presence of dog, chicken and wood in the residence were also
investigated. Finally, the levels of cytokines Tumor Necrosis Factor (TNF)-q,
Transforming Growth Factor (TGF)- and Interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8, IL-10 and IL-12
were measured in 59 of these individuals. The frequency of positivity was detected in
51.8% of participants, being higher in males (61.9%). Positive testes were also more
common in people over 14 years (79.7%). All positive individuals were considered
asymptomatic and did not return to the hospital with complaints until the end of the
study, suggesting that did not progress to other clinical forms. There was no
difference between the origin: capital or the state, but more positive cases occurred
at the capital, confirming the growing urbanization of the disease. Environmental
factors was statistically significant when analyzed presence of dog and waste wood
together (p <0.05). TGF-B showed a significant difference in favor of the negative
individuals (p = 0.002), while IL-10 and IL-12 were higher in people with positive tests
(p = 0.024 and 0.038). Control measures should be aimed to the population of our
state, who is highly exposed to the parasite.

Key Words: visceral leishmaniasis, epidemiology, diagnostic, asymptomatic.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca infecciosa que compreende
uma das sete endemias mundiais com uma variada distribui¢do, atingindo 62 paises
com, aproximadamente, 200 milh6es de pessoas expostas ao risco de infeccdo. Ha
uma estimativa de 500 mil novos casos e mais de 50 mil 6bitos a cada ano (WHO,
2010).

Embora esta distribuicdo seja ampla, sabe-se que, aproximadamente 90%
dos casos ocorrem em 6 paises: india, Bangladesh, Nepal, Sud&o, Etiopia e Brasil
(WHO, 2010).

Suas formas clinicas podem variar desde infec¢cdes assintomaticas a
infec¢des subclinicas ou oligossintomaticas e infecgbes classicas (WHO, 2010).

Dados epidemiolégicos em conjunto com achados clinicos e exames
laboratoriais devem direcionar para a suspeita de leishmaniose visceral, sendo que o
diagnéstico conclusivo sé pode ser determinado com o achado do parasita em
amostras colhidas do paciente (PASTORINO et al., 2002).

A intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) ou teste de Montenegro é um
marcador de hipersensibilidade tardia utilizado em levantamentos epidemiolégicos
para deteccdo da Leishmania. Possui sensibilidade entre 86 e 100% e
especificidade de aproximadamente 100%. O resultado positivo em &reas
endémicas pode indicar formas subclinicas ou assintomaticas (JOSE et al., 2001).

Estudos realizados por Badaro et al. (1986a) mostram que apenas 20%
dos sujeitos infectados pela Leishmania chagasi desenvolverdo a forma classica. A
maioria dos individuos adquire uma infeccdo subclinica ou permanecem
completamente assintomaticos evoluindo para cura espontanea, dentro de um ou
dois anos.

Pesquisas com os portadores de infeccdo assintomatica tem aumentado
sua importancia nos ultimos anos, pois eles significam potenciais reservatorios,
podendo transmitir 0 parasita através da transfusdo sanguinea, compartilhamento de
seringas contaminadas, transmissao congénita ou até mesmo, transmissao para
vetores sadios (SILVA et al., 2013).

O presente trabalho tem como objetivos identificar a frequéncia de

individuos portadores de infeccdo assintomatica por leishmaniose visceral, em
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familiares de pacientes diagnosticados com a doenga, bem como buscar fatores
clinico-epidemioldgicos e ambientais associados a positividade dos testes utilizados
para a deteccdo desses assintomaticos. Dessa forma, poderd servir como
embasamento tedrico para futura adequacéo de politicas preventivas, para melhoria
no diagnaostico precoce e para busca de meios de combate a essa doenca em franca

expansao, Como Novos tratamentos e vacinas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

Desde o inicio dos anos 80, a leishmaniose visceral no Brasil vem
apresentando mudancgas no seu perfil de ocorréncia e incidéncia. Antes tida como
uma doenca tipica das zonas rurais e silvestres, e de relativamente baixa incidéncia,
sofreu um amplo processo de urbanizacdo, com crescente expansao para cidades
de médio e grande porte (MACHADO DE ASSIS; RABELLO; WERNECK, 2012;
WHO, 2010). Cidades da regidao Norte (Boa Vista e Santarém), Sudeste (Belo
Horizonte e Montes Claros), Centro-Oeste (Cuiabd e Campo Grande) e Nordeste
(Séo Luis, Natal e Aracaju), tém sido foco da LV (GONTIJO; MELO, 2004).

E uma doenca de notificacdo compulsoéria e de acordo com dados do
Ministério da saude, é mais frequente em criancas menores de 10 anos (54,4%),
sendo 41% dos casos registrados em menores de 5 anos. O sexo masculino é
proporcionalmente o mais afetado (60%). A razdo da maior susceptibilidade das
criancas é explicada pelo estado de relativa imaturidade imunoldgica celular
agravada pela desnutricdo, tdo comum nas areas endémicas, além de uma maior
exposi¢do ao vetor no peridomicilio. Por outro lado, o envolvimento do adulto tem
repercussao significativa na epidemiologia da LV, devido as formas
oligossintométicas e assintomaticas, além das formas com expressao clinica
(GONTIJO; MELO, 2004).

No Brasil, a doenca esta distribuida em 21 Unidades Federadas, atingindo
as cinco regides (BRASIL, 2010a). Na década de 90, aproximadamente 90% dos
casos eram provenientes da regido nordeste, porém a medida que a doenca se
expandiu para as outras regides, esta situacdo se modificou e, no periodo de 2000 a
2002, a regido Nordeste ja apresentava uma reducéo para 77% dos casos humanos
do pais (BRASIL, 2003). Desta forma, a partir dos anos 90, os estados de Para e
Tocantins (regido Norte), Mato Grosso do Sul (regido Centro Oeste), Minas Gerais e
Sdo Paulo (regido Sudeste) passaram a influir de maneira significativa nas
estatisticas da LV no Brasil (GONTIJO; MELO, 2004). Atualmente, a regido nordeste
€ responsavel por 48% dos casos (BRASIL, 2010a).
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Segundo dados do Ministério da Saude, no ano de 2009 foram
registrados 3.693 casos de leishmaniose visceral no Brasil, sendo 47,5% (1.754) na
regido Nordeste, 19,2% (709) no Norte do Pais, 17,4% (641) no Sudeste, 7,4% (274)
no Centro-Oeste e 0,2% (8) no Sul. O niumero de 6bitos por LV notificados neste
mesmo ano foi de 216, em todo o Pais.

Em 2010, foram confirmados 1.662 casos somente na regido Nordeste. O
Ceard liderou com 485 casos, seguido do Maranhdo e da Bahia, com cerca de 360.
A Paraiba com 23 casos foi o estado de menor incidéncia (BRASIL, 2011).

Dividido em 75 municipios, ocupando uma area de 22.050 km2 e com uma
populacao superior a dois milhées de habitantes, o estado de Sergipe corresponde a
2,8% do territério do Nordeste do Brasil e, como representante desta regido, a
situacdo assemelha-se aos outros estados nordestinos. Desde 1934, casos da LV
tem sido registrados (CHAGAS, 1936). Em 2009 foram registrados 39 casos de
leishmaniose visceral no estado de Sergipe, com um coeficiente de incidéncia de 1,9
casos por 100.000 habitantes. A letalidade foi de 7,7% e o percentual de cura clinica
de 84,6%. Tiveram diagnostico laboratorial, 87,2% dos casos. Foram confirmados
casos em 17,3% dos municipios do estado, sendo que Aracaju correspondeu a 41%
do total, com a maioria dos casos na zona de expanséo da capital (BRASIL, 2011).

Em 2010, foram registrados 75 casos, situando Sergipe em quinto lugar
da regido Nordeste, ficando atras somente do Ceara, Maranhdo, Bahia e Piaui
(BRASIL, 2011).

Goes, Melo e Jeraldo (2012) observaram um comportamento
epidemiologico ciclico da LV no estado, com aumento do niumero de casos a cada
cinco anos, fato também detectado em outros estados (ALVES, 2009). Observou-se
ainda que 81,6% dos 38 bairros de Aracaju apresentavam pelo menos um caso de
LV humana, com uma média anual de 19,2 casos, classificando esta capital como
zona de transmissao intensa (GOES, MELO e JERALDO, 2012).

2.2 CICLO BIOLOGICO

A leishmaniose visceral € uma enfermidade causada por protozoario
pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania.

As espécies de Leishmania pertencentes ao complexo Donovani estdo divididas
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mundialmente em trés géneros: Leishmania (Leishmania) chagasi, Leishmania
(Leishmania) donovani, Leishmania (Leishmania) infantum. A L. infantum e a L.
donovani sdo os agentes causadores da doenca nas areas do Mar Mediterraneo e
do Oriente Médio e a L. chagasi é responséavel pela forma clinica da leishmaniose
visceral nas Américas Central e do Sul, incluindo o Brasil (BRUSTOLINI, 2006).

Desde 1999, muitos autores tem considerado a L. chagasi e a L. infantum
como sendo a mesma espécie e utilizam portanto, o nome Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi (ASSIS, 2012).

O ciclo da Leishmania envolve o hospedeiro vertebrado e o vetor
flebotomineo (FIGURA 1). Nos hospedeiros mamiferos, a Leishmania é
obrigatoriamente um parasita intracelular e existe na forma amastigota no interior de
células do sistema mononuclear-fagocitario (COSTA, 2005).

Os parasitas sdo transmitidos pela picada das fémeas de dipteros da
familia Psychodidae, sub-familia Phebotominae, conhecidos genericamente por
flebotomineos, que sdo insetos que medem de 2 a 3 mm e possuem habitos
vespertinos e noturnos (WALTERS et al., 1989).

As fémeas fecundadas se infectam durante o repasto sanguineo
necessario para a alimentacdo dos ovos, ao sugarem o hospedeiro vertebrado.
Neste repasto sédo ingeridas as formas amastigotas do parasita, que se transformam
em promastigotas e iniciam sua multiplicacdo, migracdo e amadurecimento. Estes
processos duram sete dias, apds 0s quais 0s parasitas infectantes ficam na regido
mais anterior da via digestiva do fleb6tomo, de onde séo regurgitados no proximo
repasto (WALTERS et al., 1989).

As fémeas adultas vivem cerca de 20 dias e a postura realiza-se em 8
dias apds o repasto sanguineo. Os ovos sao depositados em fendas, pedras, raizes
tabulares e sobre substrato organico com pouca umidade, onde ficam aderidos
devido a substancia viscosa que acompanha a desova (WALTERS et al., 1989).

Estes vetores pertencem a varias espécies do género Lutzomyia, dentre
as quais destacam-se a L. longipalpis e a L. cruzi. No Brasil, o principal vetor & o
Lutzomya longipalpis que, através de um novo repasto sanguineo inocula junto a
saliva as formas promastigotas metaciclicas infectantes em um novo hospedeiro. Na
epiderme do hospedeiro estas formas sdo fagocitadas pelos macréfagos e no

interior do vacuolo transformam-se em amastigotas e multiplicam-se até rompé-los.
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As amastigotas sdo fagocitadas por novos macréfagos e ocorre a disseminacao
hematogénica (WALTERS et al., 1989).

Foi realizado um estudo em Aracaju para avaliar a fauna flebotominea,
sendo encontrada a Lutzomyia longipalpis como espécie mais abundante (90,4%);
além disso, encontrou-se um grande numero destes flebotomineos dentro das
casas, confirmando o comportamento endofilico dessa espécie e a possibilidade de
transmissao intradomiciliar da LV (GOES; MELO; JERALDO, 2012).

Estagio no homem
/7

Estagio no fleb6tomo

No repasto sanguineo o fleb6tomo
inocula as formas promastigotas

) ¢ metaciclicas
Promastigotas sao =

fagocitadas por - L
macrcfagos ‘} 5 Divisdo dos promastigotas, no
Q‘-k intestino, e migragao paraa
probdscide

Promastigotas se
diferenciam em \!J -

amastigotas / Amastigotas se
diferenciam em

promastigotas

-
i - "‘" : A
Amastigostas se 7\ 4“ Amastigotas sdo liberadas
multiplicam dentro de e
macrofagos No repasto sanguineo o
S

flebotomo ingere células
infectadas com amastigotas

N\

Figura 1 - Ciclo biolégico da leishmaniose Visceral.

Fonte: Stuart et al. (2008)

Apoés a transmissdo da Leishmania pelo mosquito para o homem ou o
cdo, o periodo de incubacédo, ou seja, da entrada do parasita no organismo até o
surgimento dos primeiros sinais e sintomas da doenca, € bastante variavel. No
homem varia de 10 dias a 24 meses; em media, de 2 a 6 meses, e, no céo, varia de
3 meses a varios anos, com media de 3 a 7 meses (GONTIJO; MELO, 2004; WHO,
2010).
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No ambiente domiciliar, o cdo doméstico, cujo intenso parasitismo
cutaneo permite uma facil infeccédo do vetor, € o reservatério mais importante. J& no
ambiente silvestre, tem-se constatado que dois sdo 0s seus hospedeiros: raposas
(Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e marsupiais (Didelphis albiventris)
(BRUSTOLONI, 2006).

Além da picada do mosquito, outros modos de transmissédo incluem a
transplacentaria, doacdo de o6rgdos e transfusdo sanguinea (MURRAY; RUBIN;
ROTHERMEL, 2005).

A transmissdo da LV através de transfusdo sanguinea , embora possivel do
ponto de vista teorico, ainda ndo possui comprovacgdo cientifica consistente (URIAS
et al., 2009), embora haja relatos de casos em alguns paises, inclusive na india
(SINGH, 2006). Estudos recentes estdo sendo realizados no intuito de avaliar a

possibilidade deste tipo de transmissao da LV no Brasil.

2.3 INFLUENCIA DO AMBIENTE

A urbanizacdo da doenca se deve a rapida migracdo dos moradores da
zona rural para as cidades, aliada ao modo como a populacdo se organiza em
grandes aglomeracdes, com moradias sem saneamento adequado, conduzindo ao
gue tem sido referido por alguns autores como "ruralizacdo das condi¢fes de vida"
(GOES; MELO; JERALDO, 2012). Este alto contingente, bem como as alteracdes
ambientais, feitas pelo proprio homem facilitam tanto a emergéncia como a
reemergéncia de diversas doencas, entre elas a leishmaniose visceral (GONTIJO;
MELO, 2004).

Além da urbanizacdo, outras razfes da expansdo da leishmaniose
visceral nos ultimos anos podem ser destacadas: o desmatamento desordenado,
que culmina com a invasao pelo mosquito flebotomineo Lutzomyia Longipalpis ao
ambiente peri-domiciliar; a presenca de grande populacdo do cdo domeéstico nas
areas endémicas, susceptivel a infeccdo pela Leishmania chagasi, contribuindo para
a manutencéo do ciclo; a migracao de populagdes nao imunizadas de outras regioes
(MAIA-ELKHOURY, 2008; ROSAS-FILHO; SILVEIRA, 2007).
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O tratamento de cées infectados ndo é permitido e as vacinas
comercializadas ainda estdo em fase de estudo, fazendo com que a medida de
controle indicada seja o sacrificio do animal positivo, 0 que gera conflitos entre 0s
proprietarios, érgdos de saude publica e veterinarios.

Materiais como pilhas de tijolos, pedras, madeira e lixo, assim como a
localizacdo de galinheiros proximos ao domicilio também foram descritos como
potenciais para criacao e repouso do mosquito, aumentando seu contato com o céo
e o homem, que ficam mais susceptiveis a infeccdo pelo parasita (MORENO et al.,
2005; WHO, 2010).

De acordo com dados do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ),
recolhidos entre 2007 e 2011, o mosquito transmissor da leishmaniose esta presente

em 85% dos bairros de Aracaju.

2.4 ASPECTOS CLINICOS

A leishmaniose visceral se caracteriza pelo comprometimento do sistema
reticulo-endotelial (SRE), onde o0s parasitos permanecem, multiplicam-se e
disseminam-se. Reagindo ao parasitismo, o0 SRE exibe hipertrofia e hiperplasia. Os
sinais e sintomas da doenca plenamente manifesta sdo mais pronunciados nagueles
orgdos cujo SRE é proeminente, como figado, baco e medula 6ssea. Na medula,
causa destruicdo traduzida por hipoplasia medular e consequente pancitopenia
periférica. Assim, a neutropenia, a anemia e a plaquetopenia sdo decorrente nao so
de reducdo da reserva medular, mas também de sequestro esplénico ou de reacdes
de auto-imunidade. No baco, é observada esplenomegalia exuberante devido a
congestdo dos sinuséides e hiperplasia do SRE, principalmente as custas de
macrofagos e plasmécitos. No figado, apesar da hepatomegalia com hipertrofia e
hiperplasia difusa das células de Kupffer, h& manutencdo da consisténcia e das
caracteristicas regulares das bordas, sendo a superficie externa lisa (BACELAR;
CARVALHO, 2005).

Essa protozoose apresenta um espectro clinico que pode variar desde
manifestagdes clinicas discretas até as graves que, se ndo tratadas, podem levar ao

obito. Classicamente, pode-se reconhecer uma forma assintomética (apenas
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infeccdo), uma subclinica (também denominada oligossintomética), uma forma
aguda e outra chamada classica (WHO, 2010).

Nas formas assintomaticas, ndo ha evidéncia de manifestacdes clinicas e
acometem, normalmente, pacientes vindos de areas endémicas da doenca. O
diagnostico da-se apenas pela avaliacdo laboratorial com sorologia ou
intradermorreagéo de Montenegro positivas (D’OLIVEIRA et al., 1997).

A literatura ndo explica com exatiddo porque alguns casos evoluem com
sintomas classicos e outros ndo. Tem-se tentado detectar alguns fatores que podem
determinar esta suscetibilidade como, por exemplo, deficiéncia de vitamina A, idade
e infeccdo associada com o virus da AIDS (D’OLIVEIRA et al., 1997).

O que se tem como bem determinado é que a forma assintomatica é a
mais comum dentre todas e estd, normalmente, associada com a presenca de casos
de leishmaniose visceral na familia ou vizinhos, o que pode sugerir a exposi¢cao aos
mesmos fatores de risco, principalmente quando comparados entre membros de
uma mesma familia. Cerca de 20% destes individuos podem apresentar
manifestacdes clinicas, desenvolvendo a chamada forma aguda e os demais podem
permanecer assintomaticos ou evoluir para a forma oligossintomética da doenca
(D’OLIVEIRA et al., 1997).

A forma oligossintomatica acomete, geralmente, criancas de areas
endémicas. O quadro clinico é discreto com manifestacdo de febre, pequena
hepatomegalia, hiperglobulinemia e aumento do VHS. A forma subclinica ndo esta
associada a esplenomegalia ou leucopenias importantes. Na verdade, quando
ocorrem estas alteragcfes, costuma-se dizer que houve uma manifestacéo especifica
da doenca clinicamente detectavel. Tem-se demonstrado, também, que a maioria
dos casos subclinicos evolui para a cura espontanea ao invés da doenca clinica
(KAFETZIS, 2003; TAVARES, 1999).

Na sua forma considerada classica, o quadro inicial normalmente
apresenta-se com febre que pode ser insidiosa ou abrupta, continua ou intermitente
e baixa ou elevada. E o sintoma mais presente nesta fase da doenca e, geralmente,
o diagnostico é dificil porque a elevacdo da temperatura faz parte da abertura do
quadro de uma série de outras doencas infecto-parasitarias. Associados podem
estar anorexia, astenia e perda de peso (BRASIL, 2010a; KAFETZIS, 2003). Apos
este periodo, pode sobrevir o que se denomina periodo de estado caracterizado por

febre irregular, associada ao emagrecimento progressivo, palidez cutaneo-mucosa e
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aumento da hepatoesplenomegalia. Apresenta quadro clinico arrastado, geralmente
com mais de 2 meses de evolugcédo e, muitas vezes, comprometimento do estado
geral (BRASIL, 2010a).

Em criancas da faixa etaria de um a quatro anos de vida, esse periodo de
estado € determinado pela presenca de febre, anemia, hepatoesplenomegalia,
manifestacbes hemorragicas, além de linfadenomegalia, perda de peso, taquicardia
e, menos frequentemente, tosse seca e diarreia. Os sinais e sintomas de
desnutricdo se desenvolvem com a progressdo da doenca, incluindo edema
periférico, queda de cabelos e alteracBes de pele e das unhas (PASTORINO et al.,
2002).

Importante ressaltar que a esplenomegalia é a manifestacéo clinica mais
importante depois da febre com quadros classicos apresentando bacos
extremamente grandes e de consisténcia firme aumentando muito a circunferéncia
abdominal (figura 2). Porém, estas manifestacbes podem estar ausentes em 5% dos
casos, sendo esta também a experiéncia de outros autores que ndo a encontram em
2 a 18% dos casos (BORGES et al., 1999; GONTIJO; MELO, 2004). Mesmo
sabendo-se que os doentes com LV podem nao apresentar todas as manifestacdes
clinicas da doenca, a auséncia da esplenomegalia sempre dificulta o diagnostico
(BRASIL, 2006; PEDROSA; ROCHA, 2004).

Figura 2 - Hepatoesplenomegalia na leishmaniose visceral.

Fonte: Disponivel em http://fpslivroaberto.blogspot.com.br/2009/12/parasitas-
leishmania-spp-e-leishmaniose.html
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Com a progressdo da doenca para o periodo final, a febre torna-se
continua e intensifica-se o0 comprometimento do estado geral. Instala-se a
desnutricdo com seus classicos sinais de cabelos quebradicos, cilios alongados e
pele seca. Baixas taxas de albumina levam a edema dos membros inferiores com ou
sem anasarca e hemorragias sdo comuns: epistaxe, gengivorragia e petéquias
(BRASIL, 2010a).

Raramente apresenta-se como uma sindrome ictérica de dificlil
prognoéstico. O envolvimento renal, intersticial e/ou glomerular € um acometimento
bem conhecido da infecgdo. Na maioria dos casos apresenta uma glomerulonefrite
proliferativa e nefrite intersticial e, em decorréncia das lesdes renais ocorrem
disturbios de sua funcdo, podendo ser observado albumindria e hematuria
(SALGADO-FILHO; FERREIRA; COSTA, 2003). Nesses pacientes, o Obito
geralmente é determinado por infec¢cdes bacterianas (principalmente estafilococos
aureus e pseudomonas aeruginosa) e/ou sangramentos, sendo as criangas mais
suscetiveis a episddios de pneumonia. Otite média aguda, piodermites,
tragueobronquites agudas, infeccdo urinaria e complicacfes intestinais podem
também, estar presentes. A hepatomegalia é outro achado que pode estar presente.
Valores elevados das enzimas hepaticas sugerem o envolvimento hepatico com
apresentacao clinica de ictericia e hepatite aguda que, em alguns casos, evoluem
para insuficiéncia hepatica e 6bito (OLIVEIRA et al., 2010).

Finalmente, com a descoberta do primeiro caso de imunodeficiéncia
humana adquirida e a sua propagacdo mundial, ndo é incomum encontrar-se casos
de leishmaniose visceral associada a infeccdo pelo virus HIV. Sabe-se que a
presenca de LV no individuo infectado pelo virus HIV acelera a progressdo desta
infeccdo ao promover a replicacdo viral, agravando ainda mais o estado de
imunossupressao. Por outro lado, é observado in vitro que o HIV induz a replicacéo
de Leishmania pela diminuicdo de células T capazes de reconhecer os antigenos da
mesma. A apresentacao clinica, nestes pacientes, pode ser tipica ou atipica, com
sintomas gastrintestinais como os mais frequentes (CHAISSON et al., 1998;
OLIVEIRA et al., 2010). Ha relatos ainda de casos de leishmaniose associados a
infecgéo por HIV que podem demonstrar aspectos inusitados, com localiza¢des dos
parasitas em 0rgdos que raramente sdo acometidos na evolugéo das leishmanioses
em pessoas HIV negativas, tais como o esdfago estbmago, reto, pulmdes, adrenais,

miocardio e, até mesmo, no sistema nervoso central (BORGES et al., 1999).
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Em um estudo que avaliou a série temporal da leishmaniose visceral em
Aracaju, Goes, Melo e Jeraldo (2012) concluiram que a sintomatologia mais
frequente nos casos notificados foi: febre (95,8%), seguida de esplenomegalia
(83,2%), emagrecimento (78,2%), sensacdo de fraqueza (76,5%), hepatomegalia
(68,1%) e tosse (52,1%).

Alguns sinais de alerta sdo extremamente importantes para indicar a
probabilidade de evolucado para situacdes de gravidade. Destacam-se: idade inferior
a 6 meses ou superior a 65 anos, desnutricdo grave, febre ha mais de 60 dias,
presenca de comorbidades, ocorréncia de recidivas, numero de leucocitos menor
que 1.000/mL ou nimero de neutréfilos menor que 500/mm?®, nimero de plaquetas
menor que 50.000/mL, hemoglobina sérica menor que 7g/dL, creatinina sérica maior
que duas vezes o valor de referéncia, alboumina menor que 2,5mg/mL, atividade de
protrombina menor que 70%, enzimas hepaticas acima de cinco vezes o maior valor
de referéncia (BRASIL, 2006a).

Os critérios de cura sdo essencialmente clinicos. O desaparecimento da
febre acontece por volta do segundo ao quinto dia de medicacdo e a reducédo do
volume do baco e do figado pode ser verificada nas primeiras semanas. Os
parametros hematolégicos melhoram a partir da segunda semana. A normalizacédo
das proteinas séricas se da de forma lenta e pode levar meses. A melhora do estado
geral e 0 ganho ponderal sdo evidentes desde o inicio do tratamento (BRASIL,
2006a).

Ao final do tratamento, a presenca de eosindfilos no sangue periférico é
um indicativo de bom progndéstico. O seguimento do paciente tratado deve ser feito
aos 3, 6 e 12 meses apos o tratamento. Ao final desse periodo, se permanecer

estavel, sera considerado clinicamente curado (BRASIL, 2006b).

2.5 IMUNOFISIOPATOGENIA

As formas promastigotas sdo fagocitadas pelos neutrofilos, que sdo as
primeiras células a migrarem para o local da infeccdo e podem ser destruidas
através da acdo de produtos do metabolismo oxidativo, como o peroxido de

hidrogénio (H,0,), atividade enzimatica e produgdo de 6xido nitrico. Os neutrofilos
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infectados comecam a secretar quimiocinas como IL-8 e MIP-1, moléculas
importantes para atrair mais neutrofilos e macrofagos para o sitio da infeccéo
(BACELAR; CARVALHO, 2005).

Embora, inicialmente pensou-se que a LV estivesse associada com a
resposta imune tipo Th2, com elevacéo dos niveis de IL-4 e/ou IL-13 (NYLEN et al.,
2007; SUNDAR et al.,, 1997) a maioria dos estudos supde que nao existe uma
distorcdo clara da resposta Th2 na leishmaniose visceral humana. Tipicamente LV
estd associada com producdo elevada de mudltiplas citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IP-10, MIG, IFNy, e TNFa (ANSARI;
SALUYA; SALOTRA, 2006; KURKJIAN et al., 2006; NYLEN et al., 2007). Elevados
niveis de IFNy mRNA tem sido encontrados no bago e medula durante a fase
agudada infeccdo (NYLEN; SACKS, 2007). Estas observacdes sugerem que o
desenvolvimento da LV ndo esté direcionado pela anomalia da reposta Th2 por si
s6, mas que outros mecanismos contribuem para a patogénese da doenca.

Em suporte a achados experimentais, estudos clinicos fortemente
comprometem a IL-10 em muitos defeitos imunoldgicos associados ao calazar
(NYLEN et al., 2007; NYLEN; SACKS, 2007). A interleucina-10 (IL-10) é uma
citocina produzida por macréfagos que contribui para a sobrevivéncia da leishmania
nas células. Ela inibe a sintese de citocinas produzidas pelos macréfagos como IL-1,
IL-6, IL-8 e TNF- a e inibe a funcdo dessas células como apresentadoras de
antigeno através da diminui¢do da expressao de moléculas do MHC classe Il. Outro
efeito importante da IL- 10 nos macréfagos € a inibicdo dos eventos metabdlicos
associados com sua ativacdo. Esses efeitos, associados a capacidade dessa
citocina de suprimir a producdo de IFN-y por células T CD4+ tipo Th1, fazem com
que a IL-10 interfira na atividade leishmanicida do macrofago (BACELAR;
CARVALHO, 2005).

Outra citocina que implica na progressdo da leishmaniose visceral
humana é TGFB (BARRAL-NETTO et al.,, 1992; SAHA et al., 2007). TGF-B tem
efeitos anti-modulatérios nos macrégagos e seu bloqueio limita a replicacdo do
parasita dentro das células (ANDERSON et al., 2008; REED, 1999).

A interleucina-12 (IL-12) tem sido apontada como um dos mais
importantes componentes da fase inicial da infec¢do pela leishmania. E produzida
primariamente por células apresentadoras de antigeno (monécitos, macrofagos,

células dendriticas e células B) e sua principal atividade biolégica é sobre células T e
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células “natural killer” (NK), nas quais ela estimula a produgcdo de citocinas,

principalmente IFN- y, proliferagcéo celular e citotoxicidade.

2.6 DIAGNOSTICO

O exame padrdo ouro para o diagnostico da leishmaniose visceral é a
visualizacdo da forma amastigota no esfregaco esplénico, de medula 6ssea, ou na
cultura. O esfregaco esplénico apresenta sensibilidade de 93.1- 98.7% e o da
medula 6ssea de 52-85%. Aspiracao esplénica deve ser evitada, pois pode acarretar
hemorragia potencialmente fatal em cerca de 0.1% dos individuos (SRIVASTAVA et
al., 2011).

O diagndéstico sorolégico se baseia na presenca de resposta humoral
especifica. Uma grande variedade de métodos sorolégicos, com diferentes
sensibilidade e especificidade, sao disponiveis para o diagnéstico de LV
(SRIVASTAVA et al., 2011; WHO, 2010). Eles sdo demonstrados em estagios
iniciais e sao detectdveis seis a doze meses apds a cura. O Teste de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), o qual apresenta sensibilidade e especificidade
de 96% e 98%, respectivamente, € considerado positivo em titulos superiores a 1:80
(BRASIL, 2010b; SRIVASTAVA et al., 2011; WHO, 2010). O ensaio imunoenzimatico
(ELISA) apresenta sensibilidade e especificidade dependentes do antigeno utilizado.
Resultados promissores tém sido demonstrados com o antigeno rk39 com 96%
sensibilidade e 100% de especificidade. Este apresenta também grande utilidade
diagnéstica e prognoéstica em pacientes coinfectados com HIV. O western blotting
fornece resposta detalhadas para varios antigenos da Leishmania e apresenta
sensibilidade superior & RIFI e ELISA, porém é um método mais caro e demorado
(SRIVASTAVA et al., 2011).

Utilizando antigenos rk39 em formato de imunocromatografia de fluxo
lateral, foi desenvolvido um teste rapido, que pode ser realizado a beira do leito, com
uma gota de sangue colhida da polpa digital, com resultado em 20 minutos,
apresentando, no Brasil, sensibilidade de 90% e especificidade de 100% (MELO,
2011).
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O teste de aglutinacdo direta (DAT) é um teste altamente especifico,
sensivel, baixo custo e simples de ser realizado. Em estudos de meta-anélises
utilizando DAT foi obtida sensibilidade de 94.8% (intervalo de confianca de 95%:
92,7-96,4) e especificidade de 85.9% (intervalo de confianca 95%: 72,3-93,4). A
desvantagem principal € a necessidade de multiplas pipetagens, tempo de
incubacdo relativamente longo, custo elevado do antigeno e producdo limitada
(apenas dois laboratorios europeus). Assim como acontece com qualquer teste
baseado em anticorpos o DAT permanece positivo por longo periodo apos a cura da
doenca, ndo podendo, pois, ser utilizado como teste de cura ou diagndstico de
recidivas (SRIVASTAVA et al., 2011).

A padronizacéo e validacdo de métodos de diagndéstico para leishmaniose
visceral incluem geralmente pacientes com o quadro clinico classico da doenca. As
técnicas padrdo-ouro utilizadas para a deteccdo do parasita ndo séo justificadas em
casos assintomaticos da doenca, porque podem representar um risco ou
desconforto excessivo ao individuo, sem fornecer beneficio evidente. Assim,
métodos indiretos para a avaliagcdo de exposicdo ao parasita tém sido amplamente
utilizados como ferramentas para o diagnostico da infeccdo subclinica (SILVA et al.,
2011).

Em 1964, Manson-Bahr e Southgate chamaram atencdo para um grupo
de individuos com teste de Montenegro positivo (teste de hipersensibilidade tardia) e
gue nunca desenvolveram a doenca. Desde entdo, esse teste se tornou uma
ferramenta diagndstica para a infeccao anterior com L. chagasi em areas endémicas
de leishmaniose visceral e pode ser utillizado para caracterizar infeccéo
assintomética (SILVA et al., 2011). Na forma classica da LV, entretanto, o
Montenegro se mostra negativo durante atividade da doenca, tornando-se positivo
apos semanas ou até dois apds o tratamento, como consequéncia da restauracao
da resposta imune do individuo (BORGES et al., 2003).

Os exames sorologicos, Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Ensaio
Imunoenzimético (ELISA), sdo reativos e a Intradermorreagcdo de Montenegro
negativa em pacientes que apresentam a forma classica da doenca. Ja na forma
oligossintomatica, a puncao aspirativa de medula 6ssea pode ou ndo mostrar a
presenca da Leishmania, ndo sendo, a principio, indicada a sua realizacéo; a IDRM

pode estar positiva e a sorologia €, invariavelmente, reagente (BRASIL, 2006c).
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Alguns autores sugerem que a deteccao das formas assintomaticas de LV em
estudos de acompanhamento e em estudos de incidéncia, seria melhor evidenciada
utiizando o IDRM do que as sorologias (COSTA et al., 2002). Este teste tem
mostrado um bom desempenho quando utilizado para avaliar infeccdes
assintomaticas, apresentando correlacao variavel com estudos sorologicos (RIERA
et al., 2004).

O Programa de Vigilancia e Controle da leishmaniose visceral (BRASIL,
2010b) tem o objetivo de reduzir as taxas de letalidade e o grau de morbidade por
meio do diagnoéstico e tratamento precoce dos casos, bem como diminuir os riscos
de transmissdo através do controle da populacdo de reservatorios e do agente
transmissor. Apresenta, pois, entre as suas Normas e Condutas a definicdo de
casos suspeitos e confirmados de LV.

Caso suspeito de LV: febre com duracdo de até quatro semanas, palidez
cutdneo-mucosa e hepatoesplenomegalia ou todo individuo com febre irregular,
associado a emagrecimento progressivo, palidez cutadneo-mucosa e
hepatoesplenomegalia que apresenta evolucdo do quadro superior a dois meses,
com comprometimento do estado geral. Associado a esse quadro, 0 paciente deve
ser procedente ou deslocar-se de area endémica ou de ocorréncia de surto em
humanos e/ou em animais no Brasil ou em outros paises nos ultimos dois anos.

Caso confirmado de LV: Critério clinico-laboratorial - Encontro do parasito
no exame parasitoldgico direto ou cultura ou Imunofluorescéncia reativa com titulo
de 1:80 ou mais, desde que excluidos outros diagndsticos diferenciais.

Critério clinico-epidemiologico - Paciente de area com transmissdo de
leishmaniose visceral, com suspeita clinica sem confirmacéo laboratorial.

Um estudo feito na Espanha utilizando uma combinacdo de técnicas
diagnésticas para LV mostrou que a mais sensivel foi o0 Western Blot (75%) seguido
da IDRM (50%). Foram utlizadas também neste estudo outras técnicas como
ELISA, culturas de creme leucocitario e hemocultura e testes moleculares (PCR),
dentre as quais a positividade maior ocorreu com a IDRM (RIERA et al., 2004).

O IDRM mostra-se positivo nos pacientes em contato com os parasitas do
género Leishmania. No caso da LV, é positivo nos individuos assintomaticos, nas
formas oligossintomaticas e nos curados. No periodo de estado da doencga, ele
mostra-se negativo (IBRAHIM et al., 1999).
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2.7 TRATAMENTO

Atualmente, as drogas disponiveis para o tratamento sao potencialmente
toxicas, de administragdo parenteral e possuem varias contra-indicacdes. As mais
usadas sdo os antimoniais e a Anfotericina B; entretanto, ultimamente a Miltefosina,
uma droga de administracdo oral, vem sendo empregada com sucesso, na India
(BRAGA, 2007).

Antimoniais pentavalentes sdo medicamentos de primeira linha em muitas
partes do mundo (taxa de cura superior a 90%), inclusive no Brasil, mas a
resisténcia é uma grande preocupacdo em Bihar, india e Nepal (WHO, 2010). Este
tratamento € prolongado, apresenta toxicidade e no estado de Bihar, na india,
apresentou até 60% de falha, sendo presumivel a existéncia de resisténcia a droga
(STAUCH et al., 2011; WHO, 2010).

Efeitos colaterais frequentes dos antimoniais pentavalentes sdo: anorexia,
vomitos, dor abdominal, mialgia, cefaléia. Mas a principal alteracdo se refere ao
sistema cardiovascular, sendo mais comum alteracdes eletrocardiograficas, como
inversao de onda T, intervalo Q-T prolongado e arritmia. Cardiotoxicidade e morte
subita sdo graves, mas de ocorréncia rara. Enzimas pancreaticas sdo comumente
elevadas, mas pancreatite clinica € incomum (WHO, 2010).

Estudos farmacocinéticos sobre os derivados pentavalentes mostram que
eles apresentam rapida eliminacado renal (vida média de cerca de 2 horas). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e o Centro de Controle de Doencas (CDC)
dos Estados Unidos da América tém incentivado nos ultimos anos o uso de doses
progressivamente maiores em razao do aparecimento de resisténcia do parasita a
essas drogas, principalmente em paises como Sud&o, india e Quénia (BRASIL,
2006b).

A anfotericina B é droga de segunda escolha e a mais potente
leishmanicida disponivel comercialmente, atuando nas formas promastigotas e
amastigotas, tanto in vitro quanto in vivo. A experiéncia clinica acumulada com seu
uso no tratamento da leishmaniose visceral vem aumentando ao longo dos ultimos
anos. Tem sido demonstrado que doses menores do medicamento podem ser

utilizadas sem prejuizo da eficacia, com consequente diminuicdo de sua toxicidade.
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E a Unica opc¢do no tratamento de gestantes e esta indicada como segunda opc&o
para os pacientes que tenham contra-indicagcdes ou tenham apresentado toxicidade
ou refratariedade relacionadas ao uso dos antimoniais pentavalentes (BRASIL,
2006a).

A forma lipossomal da anfotericina B, também disponibilizada pelo
Ministério da Saude no Brasil, apresenta custo bastante elevado e menor toxicidade,
sendo recomendada, por exemplo, nos pacientes que apresentam falha terapéutica,
toxicidade, insuficiéncia renal ou transplantados renais (STAUCH et al., 2011; WHO,
2010).

Recentemente, a Miltefosina vem sendo utilizada na india, com resultados
promissores no tratamento do calazar indiano. Sua eficacia em outras areas
endémicas ainda necessita de comprovacdo. E uma droga originalmente
desenvolvida como agente antineoplasico, sendo a primeira apresentagdo oral
efetiva para o tratamento da LV, incluindo infeccdes resistentes ao antiménio; é
usada durante 28 dias, ativa em criancas e adultos, com toxicidade toleravel e
reversivel, ndo podendo ser usada em gestantes ou mulheres em idade fértil devido
ao seu potencial teratogénico (BRAGA, 2007; BRUSTOLONI, 2006).

Atualmente a terapia combinada encontra-se em discussdo, parecendo
bastante promissora. Uma combinacéo que tem sido considerada é a do antimonial
com a Anfotericina B, os dois medicamentos mais eficazes no tratamento. Outra
droga que esta sendo testada na india é a Paromicina (inico aminoglicosideo com
larga atividade leishmanicida) (BRUSTOLONI, 2006).

2.8 MEDIDAS DE CONTROLE

A prevencdo da leishmaniose visceral envolve o controle do vetor e dos
animais que atuam como reservatorio do protozoario, além da elaboracédo de uma
vacina efetiva, visto que, com a cura dessa doenca, € normalmente observado o
desenvolvimento de uma imunidade consistente, a qual previne re-infecgoes.
(ROBERTS, 2006; SAHA et al., 2006).

Para o controle do vetor, tém sido utilizadas medidas como uso de

repelentes, telagem de portas, janelas e canis, inseticidas, como DDT (Dicloro-
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difenil-tricloroetano), e mosquiteiros impregnados com o composto quimico
piretroide, protec@o essa que por si sO6 tem reduzido o numero de picadas de 64 a
100%. Por se tratar de uma doencga zoondtica, cujo principal reservatorio € o cao
domeéstico, o uso de coleiras impregnadas com deltametrina tem promovido uma
protecdo de até 80% nestes animais nas épocas de maior transmissao
(ELKHOURY, 2006; ROBERTS, 2006).

Esforcos para o desenvolvimento de uma vacina incluem pesquisas com
diferentes antigenos, estudo dos mecanismos da resposta imune do hospedeiro e
ainda, a analise dos antigenos candidatos a vacina, sendo eles avaliados tanto sob
sua forma bruta quanto sob a recombinante (ROBERTS, 2006).

Além da reducdo da populacdo de flebotomineos, as medidas a serem
tomadas para o controle da doenca envolvem o monitoramento e eutanasia dos
cédes sororreagentes, o diagnostico precoce e o respectivo tratamento dos pacientes,
e ainda, atividades educativas em saude (ELKHOURY, 2006).
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3 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral € uma doenca endémica em diversas partes do
mundo incluindo o Brasil, estando na regido Nordeste as maiores incidéncias.

Dentre o amplo espetro clinico, o diagnéstico da infeccdo assintomatica
tem se tornado cada vez mais importante, pois individuos com LV assintomatica séo
potenciais reservatorios, especialmente para outras formas de transmissdo como
transfusdo sanguinea, transmissao congénita ou transmissao para o proprio vetor.
Além disso, a identificacdo desses individuos e suas caracteristicas podem elucidar
os fatores que os protegem.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar as caracteristicas clinicas e imunologicas de familiares de

pacientes diagnosticados com leishmaniose visceral.

4.2 ESPECIFICOS

e Estimar a frequéncia de individuos com infeccdo assintomatica para

Leishmania chagasi, em familiares de pacientes diagnosticados com a doenca.

¢ Identificar fatores clinicos e ambientais associados a infeccao

assintomatica.

e Analisar os niveis séricos de citocinas em familiares de pacientes

diagnosticados com a doenca.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional, transversal, descritivo, com dados

coletados prospectivamente.

5.2 AMOSTRAGEM

A amostra foi ndo aleatdria, com pacientes selecionados de forma
consecutiva.

Foram pesquisados 109 familiares de 40 pacientes (casos-indices)
diagnosticados com leishmaniose visceral e, que foram tratados no Hospital

Universitario de Aracaju, no periodo de outubro de 2010 a setembro de 2012.

5.3 SELECAO DOS PACIENTES

5.3.1 Definicdo dos casos confirmados (casos-indices)

Paciente com quadro clinico compativel com leishmaniose visceral: febre
prolongada, hepato e/ou esplenomegalia, citopenia (anemia, leucopenia,
plaquetopenia), hipoalbuminemia e hiperglobulinemia, com sorologia rK39 positiva
e/ou com presenca de Leishmania em esfregaco de medula 6ssea, mielocultura ou

qualquer outro material biologico.
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5.3.2 Definig&do dos casos assintomaticos

Os casos de leishmaniose visceral assintomatica considerados neste
trabalho foram individuos que apresentaram intradermorreacdo de Montenegro e/ou
sorologia ELISA positivos e que, no momento da coleta de dados, ndo apresentaram
nenhum sintoma sugestivo da doenca, ou seja, febre prolongada (mais de uma
semana), associada ou ndo a perda de peso importante, fadiga excessiva, palidez,
manifestacbes hemorragicas; nem alteracdes significativas ao exame fisico

(especialmente figado e baco aumentados) .

5.3.3 Critérios de incluséo

Familiares dos pacientes com diagndéstico de leishmaniose visceral, que
estavam em tratamento ou tinham sido tratados no Hospital Universitario, no periodo

da coleta de dados.

5.3.4 Critérios de exclusao

Pessoas que nao retornaram para a leitura do teste de Montenegro e que

também nao tinham resultado de sorologia por ELISA.

5.4 LOGISTICA

Os familiares de pacientes com LV do HU foram avaliados para incluséao
neste estudo. Receberam verbalmente uma explicacdo sobre a pesquisa, 0s
procedimentos aos quais seriam submetidos e foram convidados a participar, sendo
solicitada a assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE),
confirmando sua participacdo (APENDICE A). Foi garantido, ainda, sigilo de sua
identidade e o direito de deixar de participar da pesquisa a qualquer momento, sem

onus para qualquer das partes.
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Realizou-se avaliacdo clinico-epidemioldgica através de um questionario,
contendo perguntas fechadas (APENDICE C), seguido de exame fisico e coleta de
sangue. Foram coletados dados demograficos como nome, idade, sexo, local de
moradia. Dados clinicos como presenca dos seguintes sintomas: febre, perda de
peso, fadiga, nduseas, diarreia e hemorragias. Em seguida foi realizado o exame
fisico no qual se buscou a presenca de linfonodos, a existéncia de figado e baco
palpaveis e palidez cutanea. Foi realizada ainda coleta de 20ml de sangue periférico,
o qual foi separado em tubos para centrifugacédo a uma velocidade de 3000 rpm, a
26 °C, por 10 minutos e, em seguida separagdo do soro. Os soros foram
identificados com o cddigo do individuo e armazenados em freezer a -70°C, para
posterior exame sorolégico.

Logo apds a coleta do sangue, foi feita a aplicacdo do teste de
Montenegro, com o antigeno do Centro de Producéo e Pesquisa de Imunobiolégicos
(CPPI) fabricado pelo Instituto de Saude do Parana.

O antigeno foi injetado na face anterior do antebraco, na quantidade de
0,1ml, via intradérmica, delimitando com caneta esferogréafica, uma circunferéncia
com raio de aproximadamente 2 cm, tendo como centro o local da punctura .
Procedeu-se a leitura apos 48 a 72 h. Foi considerada reacdo positiva quando o
didmetro da enduragdo era maior ou igual a 5 mm.

A intradermorreacdao foi escolhida por se tratar de um teste barato, de facil
aplicacao e leitura, sem a necessidade de aparelhos para sua aplicacdo e tem alta

especificifdade como indicador de protecéo para a doenca.

5.5 VARIAVEIS PESQUISADAS

5.5.1 Sécio-demograficas

e |dade
e Sexo

e Procedéncia
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5.5.2 Sinais e sintomas

e Febre

e Fadiga

e Perda de peso
e Nauseas

e Palidez

e Diarreia

e Manifestagdes hemorragicas

5.5.3 Fatores ambientais

e Presenca de cachorro na residéncia
e Presenca de galinheiro na residéncia ou proximidades

e Presenca de restos de madeira no domicilio ou peridomicilio

5.5.4 Testes diagndsticos

e Intradermorreacéo de Montenegro (n=96)
e Sorologia por ELISA (n=80)

5.5.5 Variavel de desfecho

e Positividade para um ou para ambos os testes utilizados: intradermorreacéo

de Montenegro e sorologia por ELISA.

5.6 DOSAGEM DE CITOCINAS

A quantificagéo dos niveis séricos das citocinas TNF-a,TGF-$, IL-1, IL-6,
IL-8, IL-10 e IL-12p70 foi realizada pela FIOCRUZ/BA, usando a técnica CBA

(Cytometric Bead Array), seguindo as instru¢des do fabricante (BD Biosciences).
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do questionario epidemiologico, do exame clinico e
laboratorial da populacdo estudada foram introduzidos em um banco de dados,
utilizando-se o programa EXCELL. Andlises dos dados foram realizadas através do
programa estatistico SPSS, versao 17.0. As variaveis categoricas foram descritas
como frequéncias simples e percentagens e as variaveis quantitativas como média
de desvio padrdo. Para analisar a associacao entre as varidveis categoricas utilizou-
se o teste do qui-quadrado (y?). Adotou-se intervalo de confianca de 95% e p < 0,05.
Para a analise das variaveis quantitativas foi utilizado o teste T de Student, na
comparacao das médias dos individuos com e sem positividade.

A analise das citocinas foi feita utilizando-se o programa GraphPad Prism.
As concentracdes das citocinas produzidas pelos individuos com resultados
positivos aos testes de Montenegro e ELISA foram comparadas com 0s negativos,
pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, uma vez que os testes de normalidade
(D’Agostino e Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov) constataram que 0s
valores apresentados nao obedeciam a distribuicdo Gaussiana.

As razf0es entre as citocinas foram analisadas e comparadas entre
familiares positivos e negativos ao resultado do ELISA, pelo Teste t Ndo Pareado
(quando dados paramétricos) e pelo teste de Mann-Whitney (quando dados nao

paramétricos). Correlacdo de Spearman também foi empregada.

5.8 ASPECTOS ETICOS

Para o desenvolvimento do estudo aqui proposto foi obtido consentimento
por escrito de todos os pacientes maiores de 18 anos de idade e dos responsaveis
pelos pacientes com menos de 18 anos; incluindo-se ainda o termo de assentimento
para aqueles entre 12 e 18 anos de idade. O projeto do estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFS com o niimero 0042.0.107.000-10.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra foi constituida de 109 individuos, familiares de pacientes com
diagnostico confirmado de leishmaniose visceral, j& em tratamento. A média de
idade foi 26,2 £ 13,6, com minima de um e maxima de 82 anos. A frequéncia de
participantes do sexo feminino foi superior a do sexo masculino (61,5% VS 38,5%;
p= 0,02). Verificou-se também uma maior porcentagem de pessoas procedentes da
capital (58,7%), seguida do interior (33,9%) e uma menor proporcao (7,4%) de

individuos advindos de outros Estados.

6.2 POSITIVIDADE PARA OS TESTES DIAGNOSTICOS UTILIZADOS:
INTRADERMORREACAO DE MONTENEGRO (IDRM) E SOROLOGIA POR ELISA

A frequéncia de positividade da amostra estudada, considerando um ou
ambos os testes empregados foi de 58,7%, com IC 95% de 49,5 a 67,9, como
mostra a Tabela 1 abaixo. Dos 109 participantes, 64 tiveram resultado positivo para
um ou para ambos os testes e 45 foram negativos. Considerando os testes,
isoladamente, houve maior positividade em relacdo ao ELISA (46,3%), do que com
IDRM (38,5%).

Tabela 1 - Frequéncia de positividade para IDRM, sorologia por ELISA ou ambos, dos
familiares assintomaticos de pacientes com leishmaniose visceral. Sergipe, Brasil — 2010 a
2012.

VARIAVEL N PERCENTUAL IC 95%
IDRM positiva 96 38,5 28,9 — 48,0
ELISA positivo 80 46,3 35,2 - 57,6

IDRM efou ELISA
- 109 58,7 49,5 - 67,9
positivos

IC 95%(Intervalo de confianca estimado pela técnica “Bootstrap”).
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6.3 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA, DE ACORDO COM OS RESULTADOS
DOS TESTES: IDRM E SOROLOGIA

A Tabela 2 resume os dados demograficos, considerando os resultados
dos testes utilizados, sendo positivos aqueles individuos reagentes para um ou para
ambos os testes e negativos, aqueles que ndo apresentaram reatividade a nenhum
dos testes em questdo. Os individuos positivos apresentaram uma meédia de idade
superior aos negativos, porém sem significancia estatistica (p=0,09). Observou-se
uma distribuicdo homogénea (p=0,59) dos sexos masculino e feminino entre os
grupos. Da mesma forma, ndo houve diferenca entre positivos e negativos em

relacdo a procedéncia (p=0,13).

Tabela 2 — Dados demogréficos dos familiares de pacientes
com leishmaniose visceral, segundo positividade a IDRM
e/ou ELISA. Sergipe, Brasil — 2010 a 2012.

VARIAVEL POSITIVOS NEGATIVOS p*
IDADE 28,4 +£16,2 23,0+ 16,1 0,09
SEXO

Masculino 26 (40,6%) 16 (35,6%) 0,59

Feminino 38 (59,4%) 29 (26,6%)
PROCEDENCIA

Capital 40 (62,5%) 24 (53,3%) 0,13

Interior 22 (34,4%) 15 (33,3%)

Outros Estados 02 (3,1%) 06 (13,3%)
* Teste do qui-quadrado; Teste T Student.

6.3.1 Positividade em relacéo a faixa etaria

A amostra foi dividida em faixas etarias para melhor visualizagcéo, sendo
apresentada da seguinte forma: <5 anos; > 5 a < 10 anos; 10 a < 15 anos e = 15
anos. Foi observado um maior percentual de individuos positivos na faixa etaria =2 15
anos, considerando IDRM (41,0%) e ELISA (38,5%), isoladamente. Maior

positividade também foi encontrada na mesma faixa etaria quando analisados
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ambos os testes (65,4%). A Tabela 3 mostra a distribuicdo dos familiares e os
resultados dos testes em relacao a faixa etaria.

Tabela 3 — Frequéncia de positividade aos testes IDRM e ELISA dos familiares de pacientes

com LV, segundo a faixa etaria. Sergipe, Brasil - 2010 a 2012.

FAIXA N IDRM ELISA IDRM E/OU ELISA
ETARIA N (%) N (%) N (%)
(ANOS) + - SR + - SR +

<5 11 1(9,2) 7(636) 3(27,2) 1(9,2) 5(454) 5(454)  3(27,3)  8(72,7)

>5a< 10 06  1(167) 4(66,6) 1(167) 2(33,3) 3(50,0)  1(16,7)  3(50,0)  3(50,0)
10a<15 14 3(21,4) 8(57,2) 3(214) 4(286) 6(42,8)  4(286)  7(50,0)  7(50,0)
>15 78 32(41,0) 40(51,3) 6(7,7) 30(38,5) 29(37,2) 19(24,3) 51(654)  27(34,6)

TOTAL 109 37(33,9) 59(542) 13(11,9) 37(33,9) 43(39,5) 29(26,6) 64(58,7) 45(41,3)

6.3.2 Positividade em relacdo ao sexo

Nos 109 individuos submetidos ao Teste de Montenegro e sorologia
houve positividade para um ou para ambos os testes em 64 familiares, 0 que
corresponde a uma frequéncia de 58,7%.

Fazendo a andlise da positividade em relacdo ao sexo, o grupo feminino
apresentou positividade de 56,7% (38/67) e o masculino de 61,9% (26/42). Apesar
de a maior frequéncia de positividade ter ocorrido no sexo feminino (59,4%) no total
da amostra de positivos (38/64), os individuos masculinos apresentaram maior
positividade, quando a analise foi feita considerando os grupos masculino e
feminino, isoladamente, embora essa diferenca ndo tenha sido estatisticamente
significante (p=0,34).

A distribuicdo da positividade dos familiares, segundo o sexo, esta
representada no Grafico 2, a seguir.
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Gréfico 1 - Frequéncia de positivos pelo IDRM e/ou Sorologia de acordo com o sexo.

Teste y* p=0,34.

6.3.3 Positividade em relagédo a procedéncia

Os pacientes (casos-indices) estavam distribuidos segundo local de
moradia, da seguinte forma: capital (22/40), interior (15/40), outros Estados (3/40).

Os trés casos-indices provenientes de outros Estados foram todos do
interior da Bahia, sendo um de Paripiranga, outro de Jeremoabo e outro de Quixaba.

J4 em relacdo aos familiares, 64 deles (58,7%) procediam da capital
Aracaju, sendo 40 positivos (62,5%) e 24 negativos (53,3%) para IDRM e/ou ELISA.
Trinta e sete (33,9%) eram do interior de Sergipe, com 22 positivos (34,4%) e 15
negativos (33,3%) para 0os mesmos testes. Oito familiares provenientes do interior da
Bahia foram examinados, resultando em dois positivos (3,1%) e seis individuos
negativos (13,3%), também considerando um ou ambos os testes. O Grafico 2

mostra a distribuicdo dos casos-indices e familiares, segundo a procedéncia.
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Procedéncia

N° de familiares

g: -_—_EI_

Capital Interior Outros Estados
8 Casos-indices B Positivos CJ Negativos

Gréfico 2 — Distribuicdo de pacientes (casos-indices) e positividade dos familiares
para IDRM e/ou ELISA, segundo a procedéncia.

A seguir, a tabela 4 mostra a distribuicdo dos casos-indices e dos
familiares, levando em consideracdo os bairros de Aracaju. A maioria dos pacientes,
assim como dos familiares com infeccdo assintoméatica, era proveniente do bairro
Mosqueiro, pertencente a zona de expansdo de Aracaju, resultando numa
frequéncia de positividade de 18,2 e 27,5%, respectivamente. Os demais familiares
com testes positivos (IDRM e/ou ELISA) residiam, principalmente, no Santos

Dummont, seguido por Atalaia Velha e bairro América.
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Tabela 4 — Distribuicdo dos pacientes e positividade dos familiares segundo os bairros da

capital Aracaju. Sergipe, Brasil - 2010 a 2012.

BAIRROS CAPITAL CASOS-INDICES POSITIVOS NEGATIVOS
N % N % N %
América 03 13,6 05 12,5 06 25,0
Atalaia Velha 03 13,6 05 12,5 01 4,2
Bugio 02 9,2 - - 02 8,3
Cirurgia 02 9,2 02 5,0 03 12,5
Mosqueiro 04 18,2 11 27,5 02 83
Novo Paraiso 01 4,5 01 2,5 02 8,3
Santos Dummond 02 9,2 06 15,0 02 8,3
S30 Conrado 01 4,5 01 2,5 01 4,2
Siqueira Campos 01 4,5 02 5,0 02 8,3
Soledade 01 45 02 5,0 i i
Suissa 01 4,5 04 10,0 - -
Industrial 01 4,5 01 2,5 03 12,5
TOTAL 22 100,0 40 1000 24 100,0

No interior do Estado de Sergipe, 0s municipios com maior nimero de

familiares com testes positivos, ou seja, com LV assintomatica foram Itaporanga,

Estancia e Pacatuba. Oito contactantes eram do interior da Bahia (Paripiranga,

Jeremoabo e Quixaba), sendo dois positivos (25,0%) e seis negativos (75,0%). A

Tabela 5 mostra a distribuicdo de pacientes e positividade dos familiares, segundo

0S municipios do interior do Estado.
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Tabela 5 — Distribuicdo dos pacientes e positividade dos familiares de acordo com os
municipios do interior de Sergipe. Sergipe, Brasil - 2010 a 2012.

MUNICIPIOS CASOS-INDICES POSITIVOS NEGATIVOS
N % N % N %
Carira 01 6,6 01 4,5 - -
Estancia 02 13,5 03 13,7 - -
Gararu 01 6.6 01 45 - -
[taporanga 03 20,0 10 45,6 04 26,6
Pacatuba 01 6,6 03 13,7 - -
Riachdo do Dantas 01 6,6 01 4.5 02 13,4
Santo Amaro 01 6,6 01 4,5 02 13,4
Sao Cristévao 02 13,5 01 4,5 01 6,6
Socorro 03 20,0 01 45 06 40,0
Outros estados 03 100,0 02 25,0 06 75,0
TOTAL 18 100,0 24 100,0 21 100

6.4 PRESENCA DE SINAIS/SINTOMAS

Em relacdo as manifestacdes clinicas, ndo foi encontrada em nenhum dos
109 familiares estudados a presenca de sinais ou sintomas como febre, perda de
peso, manifestacfes hemorragicas e diarréia; ao exame fisico também néo foi
identificada presenca de hepatoesplenomegalia. Foram encontrados, portanto,
apenas individuos assintomaticos, ndo sendo observada a forma classica da
Leishmaniose visceral entre os familiares, assim como né&o foi identificado nenhum
familiar com a forma subclinica da doenca.

Aqueles que apresentaram resultado positivo aos testes aplicados foram
caracterizados com portadores de leishmaniose visceral assintomatica, ou seja,
tiveram contato com o parasita, mas nao desenvolveram a doenga. Os que foram
negativos aos mesmos testes, provavelmente nao tiveram contato com a

Leishmania.
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6.5 FATORES AMBIENTAIS

Foram pesquisados trés fatores considerados de risco para o aumento de
infecgao pela Leishmania, no ambiente de moradia dos familiares de pacientes com
calazar e sua relacdo com a positividade para IDRM e/ou ELISA. Presenca de
cachorro no domicilio, existéncia de galinheiro nas proximidades da casa e acumulo
de restos de madeira no quintal ou em volta casa. Cachorro estava presente em 62,
dos 109 familiares questionados, sendo que destes 38 (61,3%) tinham positividade
para os testes e 24 (38,7%) eram negativos. Trinta e uma pessoas informaram existir
galinheiro no quintal ou nas proximidades, destas 21 (67,7%) eram positivas e 10
(32,3%) negativas para os testes aplicados. O numero de familiares que afirmaram
haver restos de madeira no domicilio foi 58, sendo 36 (62,1%) positivos e 22 (37,9%)
negativos para Teste de Montenegro e/ou sorologia por ELISA. A anélise dos
fatores, isoladamente, nd&o mostrou resultados estatisticamente significativos.
Porém, ao analisarmos dois fatores simultaneamente, houve diferenca significativa
guando os familiares possuiam cachorro e restos de madeira, na residéncia
(p=0,04), OD=2,8. A presenca ou auséncia dos trés fatores, simultaneamente,
também ndo mostrou resultados significativos. A Tabela 6 resume os fatores

ambientais pesquisados e a relacdo com o resultado dos testes.
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Tabela 6 — Frequéncia de positividade da amostra para IDRM e/ou ELISA, de acordo com a
presenca de fatores ambientais. Sergipe, Brasil — 2010 a 2012.

POSITIVOS NEGATIVOS

VARIAVEL OR (IC95%) *
N % N %

Cachorro

Sim 38 59,4 24 53,3 1,3 (0,59-2,80) 0,56

Nao 26 40,6 21 46,7

Galinheiro

Sim 21 32,8 10 22,2 1,7 (0,71-4,10) 0,28

Nao 43 67,2 35 77,8

Madeira

Sim 36 56,2 22 48,9 1,3 (0,60-2,90) 0,55

Nao 28 43,8 23 51,1

Cachorro +

Galinheiro

Sim 17 26,6 6 13,3 2,4 (0,85-6,50) 0,15

Nao 47 73,4 39 86,7

Cachorro +

Madeira

Sim 22 34,4 7 15,5 2,8 (1,10-7,40) 0,04

Nao 42 65,6 38 84,5

Madeira

+Galinheiro

Sim 13 20,3 4 8,9 2,6 (0,79-8,60) 0,12

Nao 51 79,7 41 91,1

Todos

Sim 11 17,2 2 4.4 4,5 (0,94-21,0) 0,07

Nao 53 82,8 43 95,6

Nenhum

Sim 10 15,6 4 8,9 1,9 (0,56-6,50) 0,39

Nao 54 84,4 41 91,1

IC 95%: Intervalo de Confianga 95%; OR: Odss ratio.
*p — Teste exato de Fisher

6.6 NIVEL SERICO DAS CITOCINAS

Foram pesquisadas as citocinas TNF-a,TGF-f3, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-
12, em amostras de soro adquiridas a partir do sangue periférico dos familiares de
pacientes com leishmaniose visceral, colhido no mesmo momento da aplicacéo do

questionario. TGF-B foi dosada em 63 familiares, sendo 42 positivos e 21 negativos.
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As demais citocinas foram dosadas em 59 participantes, dos quais 39 eram positivos
e 20 negativos aos testes de Montenegro e/ou sorologia por ELISA.

A partir dessas dosagens foi possivel caracterizar a producéo de citocinas
nos individuos com infeccdo assintomatica (positivos) e nos individuos com
resultados negativos aos testes. A Tabela 7 apresenta os resultados dos niveis das

citocinas em relacdo ao resultado dos testes de Montenegro e/ou ELISA.

Tabela 7 — Distribuicdo dos niveis de citocinas nos familiares de acordo com a positividade
ao IDRM e/ou ELISA. Sergipe, Brasil — 2010 a 2012.

VARIAVEL nl POSITIVOS n2 NEGATIVOS P
TNF-a (pg/ml) 39 1,31 (0,87; 2,46) 20 1,25 (0,87; 1,73) 0,39
TGF-B* (ng/ml) 42 50,8 + 13,2 21 62,0+ 12,1 0,002

IL-1 (pg/ml) 39 0,91 (0,46;1,46) 20 0,83 (0,64; 1,14) 0,64

IL-6 (pg/ml) 39 1,51 (0,94; 4,54) 20 1,44 (0,81;2,55) 0,45

IL-8 (pg/ml) 39 9,2 (5,6; 14,6) 20 7.3 (5,5; 16,7) 0,98

IL-10 (pg/ml) 39 2,18 (1,66;3,57) 20 1,77 (1,35; 2,44) 0,024

IL-12 (pg/ml) 39 2,56 (2,21; 3,74) 20 2,10 (1,48; 2,77) 0,038

1. Valores expressos em média e desvio padrdo, demais valores expressos como mediana (1° quartil; 3°
quartil).

Observou-se que os individuos com positividade para IDRM e/ou ELISA
apresentaram niveis séricos de TGF-B significativamente menores em relacdo aos
gue foram negativos aos mesmos testes, sendo a diferenca de 11,2 + 3,4, em prol
dos negativos.

Do mesmo modo, os individuos positivos, ou seja, os portadores de
infeccdo assintomatica apresentaram diferenca na distribuicdo das citocinas IL-10 e
IL-12, em relacdo aos negativos. As medianas, isto é, a distribuicdo dos valores foi
significativamente maior nos individuos positivos.

Em seguida, a partir do resultado do ELISA foram analisadas as razdes
entre as citocinas IL-12 e IL-10; IL-12 e TGF-B; TGF-B e IL-10 e comparadas entre
0S grupos positivo e negativo (figura 3).

A razao entre IL-12 e IL-10, ndo mostrou diferencga significativa entre os
grupos (p=0,65), Figura 3 (A). Ja a razao entre IL-12 e TGF- mostrou-se maior nos
individuos positivos, ou seja, os familiares com infeccéo assintomatica apresentaram
valores maiores de IL-12 em relacdo ao TGF-B, do que os familiares negativos
(p=0,04), como mostra a figura 3 (B). A razdo TGF-$ e IL-10 (figura 3-C) também
mostrou-se homogénea (p=0,19) nos individuos com e sem positividade ao ELISA.
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Figura 3 — Razdo entre as citocinas. (A): grafico da razdo entre as citocinas IL-12 e IL-10,
em familiares com resultado positivo e negativo para ELISA (p=0,65). (B): gréafico da razado
entre as citocinas IL-12 e TGF-B, em familiares com resultado positivo e negativo para
ELISA (p=0,04). (C): grafico da razdo entre as citocinas TGF-B e IL-10, em familiares com

resultado positivo e negativo para ELISA (p=0,19).

As correlacdes entre TGF- e IL-12 e entre IL-10 e IL-12 foram estudadas
entre os familiares em relagdo ao resultado do ELISA. A figura 4 (A), a seguir,
mostra uma curva negativa na correlacdo TGF- e IL-12 nos familiares pesquisados,
ou seja, estas citocinas apresentaram aumento inversamente proporcional, a
primeira diminuiu, ao passo que a segunda se elevou. Tal diferenca foi

estatisticamente significativa (p=0,0083). Ja a correlacdo entre IL-10 e IL-12 (figura
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4-B), apresentou uma curva crescente, ou seja, ambas as citocinas aumentaram nos

familiares em relacdo ao ELISA.
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Figura 4 — Correlacdo entre citocinas e ELISA. (A): Correlacdo entre os niveis de TGF-3 e
IL-12, na amostra total dos familiares com resultado do ELISA. (B): correlacdo entre os
niveis de IL-12 e IL-10, na amostra total dos familiares com resultado para ELISA.

A tabela 8, a seguir, resume os resultados das correlagdes na populacao
total, nos individuos positivos e nos individuos negativos em relagdo ao ELISA.

Tabela 8 - Resumo das correlagbes IL-12/TGF-B e IL-12/IL-10, em relacdo ao
resultado do ELISA. Segipe, Brasil — 2010 a 2012.

CITOCINAS PO?B#AAEAO POSITIVOS NEGATIVOS
IL-12 / TGF-B

CORRELACAO -0,34 -0,41 -0,22

P 0,008 0,042 0,23
IL-10/ 1L-12

CORRELACAO +0,27 +0,40 +0,13

P 0,04 0,05 0,46

Correlacdo de Spearman
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7 DISCUSSAO

Foram examinados 109 familiares de 40 pacientes que estavam em
tratamento para leishmaniose visceral, com o objetivo de identificar os casos
assintomaticos, bem como tracar o perfil clinico-epidemioldgico desses individuos.

A identificacdo de portadores assintomaticos de Leishmania em VL esta
se tornando cada vez mais importante, por diferentes razdes, incluindo a
possibilidade de avaliar individuos assintomaticos como potenciais reservatorios do
parasita, para determinar a eficacia de medidas de controle e avaliar o risco de
transmissao por meio de doacdo de sangue ou transmisséao vertical. Além disso, 0s
casos que podem desenvolver a doenca, especialmente entre pacientes
imunodeprimidos, podem ser identificados precocemente.

Os testes utilizados para deteccdo dos casos assintomaticos foram
Reacdo de Montenegro e sorologia por ELISA, considerando a positividade para um
ou para ambos os testes. A frequéncia de familiares com resultados positivos foi de
58,7%. Isso significa que mais de metade dos familiares podem ter tido contato com
0 parasita e estavam em risco para desenvolverem a doenca, fato preocupante, ja
que a LV é uma antropozoonose sistémica grave que pode acarretar a morte de
pacientes nao tratados.

Em estudo com parentes e vizinhos de pacientes com LV, realizado em
Monte Gordo e Barra do Jacuipe, na Bahia, D’Oliveira et al. (1997) mostraram que
houve 39,7% de positividade para IDRM e/ou sorologia. Ja em Trés lagoas — Mato
Grosso do Sul, a porcentagem de assintomaticos foi de 36,4%, utilizando-se testes
sorolégicos (OLIVEIRA et al., 2008). Em Sobradinho, Distrito Federal, a prevaléncia
de criancas e adolescentes assintomaticos, aferida pela intradermorreacdo de
Montenegro foi de 33,3% (TAMAYO, 2010).

Estudos realizados na Bahia e Rio Grande do Norte encontraram 32% e
38%, respectivamente (CUNHA et al., 1995; JERONIMO et al., 2004). Fora do Brasil,
pesquisas tem mostrado variagcdes importantes, com valores desde 11% em
doadores de sangue na Espanha (RIERA et al., 2004), até 77,1% em trabalhadores
assintomaticos de um parque nacional no Sudao (IBRAHIM et al., 1999). Neste
altimo, acredita-se que, por se tratar de uma area recente de infeccdo por

Leishmania, exista suscetibilidade generalizada da populacdo residente. A
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positividade para IDRM no estudo de Moura et al. (2012) chegou a 71,3% e 9,7%
para Elisa.

No que diz respeito a sintomatologia, 0s principais sinais e sintomas
relatados na literatura para pacientes com leishmaniose visceral classica sao
hepatoesplenomegalia, febre e aumento do volume abdominal (BRAGA, 2007,
CASCIO et al.,, 2002; PASTORINO et al, 2002). Em nosso estudo foram
pesquisados sinais e sintomas, alteracbes ao exame fisico e alteracdes no
hemograma, relacionado esses achados a positividade dos testes, no intuito de
identificar algum possivel caso de infeccado subclinica, em meio a nosso objetivo
principal que era a busca dos assintomaticos.

Os sinais e sintomas encontrados nesta amostra foram muito
inespecificos, ja que os individuos que apresentaram febre e foram positivos (n=3),
ndo tinham alteracbes ao exame fisico e nem ao hemograma, no maximo
associaram febre a nauseas e a palidez. Este ultimo, talvez por ser um sinal mais
subjetivo, foi encontrado em apenas um caso. Além disso, as febres relatadas néo
duraram mais que um dia e os préprios participantes relacionaram tal sintoma a um
quadro gripal. Nenhum deles relatou diarreia, nem manifestacbes hemorragicas.

Partindo da andlise clinica, consideramos todos os individuos positivos
como portadores de leishmaniose visceral assintomatica. Todos os participantes da
pesquisa foram orientados a retornar ao servico de salude, caso apresentassem
qualquer alteracdo clinica, especialmente as diretamente relacionadas com a
doenca, como febre, aumento do volume abdominal, perda de peso acentuada.
Nenhum deles retornou, até o final da pesquisa, sugerindo a evolucdo para cura
espontanea.

Dos 40 pacientes em tratamento para LV, no Hospital Universitario, que
foram o ponto de partida para a identificacdo dos assintomaticos, 40% tinham 15
anos de idade ou mais; 37,5% eram abaixo 6 anos e 22,5% tinham entre 6 e 14
anos.

A maioria dos estudos mostra que a faixa etaria mais acometida pelo
calazar € a de criancas menores de 6 anos (BADARO et al., 1986a; BRAGA, 2007;
BRUSTOLONI, 2006; GOES; MELO; JERALDO, 2012; PASTORINO et al., 2002;
SILVA, 2004; VAZQUEZ, 2010; XAVIER-GOMES et al., 2009), fato que pode ser
atribuido a imaturidade do sistema imune e maior exposi¢cdo ao vetor no

peridomicilio, por esta faixa etaria (BRASIL, 2006b). O estudo de Moreno et al.
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(2005) demonstrou que banhos ao ar livre e brincar fora de casa no periodo das 18
as 22h séo fatores de risco em criangas, devido & maior exposi¢do ao mosquito.

Ja a proporcédo de pacientes assintomaticos aqui identificados foi maior na
idade acima dos 14 anos. Badar6 e colaboradores descreveram em Jacobina (BA)
que a positividade para a intradermorreacdo de Montenegro aumenta a partir dos
sete anos (BADARO et al.,, 1986b). No municipio de Raposa (MA), Caldas e
colaboradores indicaram como ponto de corte associado a esta condi¢cdo, a idade
acima de 23 meses, mostrando que criancas em areas endémicas séo infectadas
precocemente (CALDAS et al., 2001). Em outro municipio do Maranh&o, esta idade
correspondeu a cinco anos, onde 56,7% das criangas e adolescentes foram
positivos ao teste de Montenegro, frente a 35% abaixo desta idade (p=0). Em
Teresina (Pl) Werneck e colaboradores observaram que a positividade duplica
depois dos dezenove anos em relacdo aos menores desta idade (WERNECK et al.,
2002). Com relagdo a faixa etaria, houve em nosso estudo maior frequéncia de
positividade aos testes em individuos na faixa etaria acima de 14 anos (51%), ou
seja, esse grupo apresentou maior risco de infeccdo assintomatica por L. chagasi.
Em concordancia, o estudo de Moura et al. (2012) em S&o Luis (MA) mostrou que
um dos fatores associados com a infec¢do assintomatica foi idade igual ou maior
que 15 anos. Essa idade superior a outros estudos pode ser explicada pelo fato de a
amostra ter sido de familiares de pacientes e ndo da populacdo em geral. Esse
achado pode indicar ainda que esse grupo de individuos é mais resistente a doenca.

Embora o sexo feminino ter representado a maior parte da amostra, a
maioria dos sujeitos com infeccdo assintomatica foi do sexo masculino (61,9%).
Estudos prévios indicam que mudancas hormonais podem influenciar a
susceptibilidade para LV, ja que a doenca é mais prevalente em adolescentes
depois da puberdade e em homens adultos (JERONIMO et al., 2004; NYLEN; SACKS,
2007). Ja foi demonstrado, experimentalmente, que a testosterona aumenta a
replicacédo do parasita (LIU et al., 2006).

Acredita-se também que o homem se expde mais ao ambiente para fins
laborais ou de lazer, aumentando assim a possibilidade de infecgéo pela Leishmania
(GOUVEA et al., 2007).
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Assim como na infec¢do classica, o sexo masculino apresentou maior
frequéncia de infeccdo assintomatica na presente pesquisa, levando a crer que o0s
homens estdo mais expostos a adquirir as diversas formas clinicas da doenca.

No que se refere a localizacdo geografica das residéncias dos familiares,
61,9% localizavam-se na capital. Destes 43,8% apresentaram teste positivo. Nos
participantes provenientes do interior (n=33) a frequéncia de positividade foi de
36,4%. E importante destacar o intenso processo de urbanizacdo ocorrido a partir de
meados da década de 80, onde a ocupacéao rapida e desordenada do meio urbano
favoreceu a disseminagdo da doenca, antes restrita a area rural (BOTELHO; NATAL
2009; GONTIJO, MELO 2004; MELO, 2011; TORRES, 2006).

Analisando-se a distribuicdo dos casos quanto a procedéncia, observou-
se que tanto o numero de pacientes, quanto o numero de familiares da amostra
estudada foi ligeiramente maior na capital Aracaju, 55% e 58,7%, respectivamente.
Os casos-indices, bem como contactantes positivos apresentaram uma distribuicdo
heterogénea nos bairros da capital, com maior concentracdo nas zonas norte e de
expansado, localizadas mais na periferia da cidade, coincidindo com o boletim
informativo do NVEH (set/ 2012). No estudo de Goes, Melo e Jeraldo (2012), 81,6%
dos 38 bairros da capital apresentavam pelo menos um caso da doenca.
Provavelmente, devido a posicdo ocupada pelo HU-UFS, como instituicdo de
referéncia para tratamento da LV, muitos pacientes (casos-indices) provinham
também de varios municipios do interior de Sergipe e alguns, até mesmo, da Bahia.
Quanto a distribuicdo no interior de Sergipe, os pacientes residiam principalmente
nos municipios de Itaporanga d’Ajuda e Socorro e a maior frequéncia de positividade
dos familiares ocorreu em Itaporanga, que estad localizada a 29 Km de Aracaju.
Novos estudos nessa regido fazem-se necessarios para melhor esclarecimento dos
fatores de risco para a populacéo desse local.

A maioria de casos de infec¢des classica e assintomatica procedentes da
zona urbana com relacdo a zona rural reflete o processo de migracdo da LV para as
areas urbanas e periurbanas. Estes achados confirmam o fato de que a transmisséo
do calazar em areas urbanas esta se tornando cada vez mais comum,
principalmente na periferia das (grandes cidades onde as condigbes
socioeconbmicas sdo baixas, ndo ha saneamento basico e a saude é precaria. Por
outro lado, atualmente observa-se que com a urbanizacdo, esta enfermidade esta

mudando seu comportamento, atingindo cada vez mais pessoas independentemente
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de seu nivel socioeconémico ou cultural (BRUSTOLONI, 2006), fato confirmado em
nosso estudo pela presenca desta doenca e da infeccdo assintomatica, em
praticamente todas as zonas de Aracaju. Como o universo onde foi realizado o
estudo é um hospital publico, ndo pdde ser observada a ocorréncia da LV nas
classes mais abastadas.

Neste estudo, também foram analisados trés fatores ambientais
considerados de risco para infecgcdo por Leishmania: presengca de cachorro,
galinheiro e madeira, no domicilio dos familiares.

Cachorros sdo considerados os maiores reservatorios peridomésticos. No
estudo de Oliveira et al. (2008), a presenca de cao na residéncia mostrou diferenca
estatisticamente significativa (p=0.03) para infeccdo por calazar. Gouvéa et al.
(2007), mostrou que a presenca de cachorro por um periodo igual ou superior a trés
anos esteve associada a um aumento na prevaléncia da infeccdo (26%), dado
compativel com outro estudo realizado no Nordeste brasileiro por Caldas et al.
(2001). Em contrapartida, uma pesquisa realizada em 2004 por Jeronimo e
colaboradores, na mesma regido, nao foi possivel definir se a presenca do cachorro
na residéncia era realmente um fator contribuinte para o aumento da infeccdo. Da
mesma forma, em nosso trabalho ndo obtivemos resultados significativos, ao
analisarmos esse fator, isoladamente. A explicacdo pode estar no fato de termos
investigado somente as residéncias e nao a vizinhanca ou ainda, as informacfes
obtidas dos familiares ndo condiziam com a realidade. Uma observacédo direta das
casas, no momento da coleta de dados, poderia ter dirimido essas indagacdes.

Criacdo de animais nos quintais, especialmente galinhas, leva a uma
abundéancia de fontes de alimentacdo que aumenta a densidade dos fleb6tomos
numa area (ARIAS; MONTEIRO; ZICKER, 1996) aumentando, inclusive a infec¢éo
canina por Leishmania (MOREIRA et al., 2003). Na Bahia, observou-se que as
casas de pacientes com LV, tem 4,21 mais probabilidades de ter galinhas nos
quintais comparadas com as moradias sem casos da doenca. Nao foi possivel, no
presente estudo, associar a presenca de galinheiro nos quintais com positividade
aos testes aplicados. A pequena quantidade de galinhas nesses quintais, talvez nao
tenha sido suficiente para aumentar, consideravelmente, a quantidade de mosquitos
transmissores. Outras situagfes presentes no ambiente, ou no proéprio homem,

podem estar contribuindo para a alta positividade dos testes.
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A presenca de restos de madeira tem sua importancia no fato de as
fémeas do mosquito fleb6tomo, apds o repasto sanguineo, depositarem seus ovos
em locais com pouca umidade e temperatura adequada a maturacdo desses ovos,
como por exemplo, fendas, pedras, cascalhos, raizes e substrato organico (LAISON
et al., 1990; MISSAWA; LOROSA; DIAS, 2008; YOUNG; ARIAS, 1992). Em nosso
estudo, a presenca de madeira mostrou associacao significativa quando analisada
com a presenca simultdanea do céo, na residéncia. Nesses ambientes deve haver
maior quantidade de mosquitos infectados, levando também infeccdo ao céo e ao
homem.

No que diz respeito aos niveis séricos das citocinas, houve diferengas
significativas quando analisados TGF-3, sendo maior nos familiares negativos; IL-10
e IL-12, sendo maiores nos familiares positivos.

TGF-B tem efeito modulatério supressor sobre macréfagos e seu bloqueio
foi encontrado como limitador da replicacdo do parasita nestas células (REED, 1999;
ANDERSON et al.,, 2008). No presente estudo, os baixos niveis de TGF- em
individuos com infeccdo assintomatica pode confirmar o efeito supressor que esta
citocina ocasiona nos individuos com a doenca. Uma vez que esses assintomaticos
conseguiram controlar a replicacéo do parasita, tal citocina n&do teve destaque nessa
populacao.

Por se tratar de um inibidor da ativacdo dos macréfagos, a producao
elevada da IL-10 promove uma resposta inadequada do hospedeiro perante a
invasdo do parasito ao organismo, instalando-se assim a doenca (Peruhype-
Magalh&es et al., 2005). Um estudo na India demonstrou que bloqueio em IL-10 tem
efeito anti-parasitario em aspirado do baco de pacientes com LV (GAUTAM et al.,
2011). Este resultado reforca, fortemente, o importante papel da IL-10, na
patogénese da leishmaniose visceral e sugere que atingir a IL-10 seria um método
eficaz para melhorar a terapia contra LV (KUMAR; NYLEN, 2012).

IL-12, que é produzida pelas células do sistema fagocitico mononuclear é
importante para a indugdo da producédo de IFN-y, porque ele interage com as células
NK e células-T. A IL-12 também desempenha um importante papel na iniciacdo e
manutencdo da resposta Thl e na producdo subsequente de IFN-y (Ghalib et al.,
1995). No entanto, estudos utilizando os soros de pacientes com LV do Ird
(Khoshdel et al., 2009), sudeste da Etidpia (Hailu et al., 2005) e no Brasil (Caldas et

al., 2005) mostraram niveis significativamente mais elevados de IL-12 em pacientes
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com a doenca ativa em relacdo a verificada em individuos assintomaticos e
saudaveis.

Em contrapartida, no estudo de Costa et al. (2012) feito no Maranhéo,
niveis mais baixos de IL-12 foram observados em pacientes com LV ativa, em
relacdo a pacientes assintomaticos e curados. Niveis basais de IL1-2 foram
detectados em pacientes com LV ativa da india (ANSARI et al., 2006) e Brasil
(PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005), sugerindo a auséncia de ativacdo de
linfocitos eficaz durante a doenca ativa.

No presente estudo, encontramos niveis mais elevados de IL-10 e IL-12
nos individuos com infeccdo assintomatica, em comparacdo com os que foram
negativos aos testes de Montenegro e ELISA. Nesse caso, parece estar havendo um
equilibrio, j& que a primeira citocina esta relacionada com a instalagéo da doenca e a
ultima favorece o controle da infeccdo, sugerindo que o sistema imune desses
individuos foi ativado, elevando os niveis de IL-12 e IL-10, simultaneamente e em
proporcdes equilibradas, ndo permitindo a instalacdo da doenca.

Além disso, a razao entre as citocinas mostrou que niveis de IL-12 foram
maiores que TFG-B, nos positivos em relacdo aos negativos ao ELISA. Correlacdo
negativa entre TGF-B e IL-12 e correlacdo positiva entre IL-10 e IL-12 foram
encontradas. Tais resultados apontam para o fato de que, na populacéo estudada, a
citocina TGF-B pode ter um efeito supressor mais forte do que a IL-10, ja que o
aumento desta ultima ndo favoreceu o aparecimento de sintomas. Novos estudos

com TGF fazem-se necessarios para confirmar essa hipétese.
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8 CONCLUSOES

O presente trabalho evidenciou que a forma assintomatica da Leishmaniose &
a mais prevalente, sendo uma doenca que apresenta disseminagcdo crescente na
area urbana.

A presenca da infeccdo, determinada pela positividade ao Teste de
Montenegro e Sorologia por ELISA, foi maior no género masculino e em individuos
com 15 anos de idade ou mais.

Ao avaliar a presenca de fatores de risco relacionados a positividade aos
testes observou-se que a presenca de cachorro e restos de madeira,
simultaneamente, apresentou significancia estatistica.

A analise da resposta imunoldgica mostrou que ha uma maior quantidade das
citocinas IL-10 e IL-12 nos individuos com infeccao assintomatica (testes positivos) e
uma menor quantidade de TGF-B, quando comparados aos familiares com testes
negativos. Além disso, a razdo IL-12 por TGF-B mostrou valores significativos nos
individuos com infeccdo assintomatica, em relacdo aos familiares negativos.
Correlacdo positiva entre IL-12 e TGF-B e correlacdo negativa entre IL-10 e IL-12
foram encontradas tanto na populacao total estudada, quanto apenas nos individuos

com infecgdo assintomatica.
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9 PERSPECTIVAS

Os resultados dessa pesquisa mostram a necessidade de acdes que
permitam reduzir o risco de transmissdo da leishmaniose visceral. A alta frequéncia
de individuos com infeccdo assintomatica por Leishmania chagasi mostra que a
populacdo esta exposta a fatores que permitem que o parasita chegue até o
organismo humano, aumentando a quantidade de pessoas com possibilidade de
desenvolverem a doencga.

Novos estudos, especialmente nos locais onde ocorreu maior positividade
aos testes utilizados, levando-se em consideracdo a triade vetor-hospedeiro-
ambiente, poderdo melhor elucidar caracteristicas associadas a infeccao pela
Leishmania, para que, a partir desses resultados, sejam construidas estratégias
eficazes para o combate a doenca, seja controlando fatores ambientais, seja

produzindo medicamentos e vacinas.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
HOSPITAL UNIVERSITARIO
COMITE DE ETICA E PESQUISA
CAMPUS DA SAUDE PROF. JOAO CARDOSO NASCIMENTO JR.
Rua Claudio Batista s/n, Didatica V, Bairro Sanatério

CEP: 49060-100 Aracaju/SE
Fone: (79) 3218-1805
E-mail: cephu@ufs.br

Nome do Projeto: Perfil clinico e imunolégico de familiares de pacientes com

leishmaniose visceral.

NOME DO PACIENTE:

N° do Projeto:

Investigador Principal: Roque Pacheco de Almeida, Hospital Universitario da UFS, Aracaju-Sergipe-
Brasil.

Este documento explica um estudo de pesquisa e pede a sua permissdo para o(a)
senhor(a) ou seu (sua) filho(a) participar desta pesquisa. Se o(a) senhor(a) for pai/mae ou guardiao
de uma crianga abaixo de 18 anos, que foi convidado a participar desta pesquisa, a palavra “vocé”
neste documento se refere ao seu filho. Ao final da explicacdo, pediremos ao senhor(a) para assinar

este documento, caso concorde em participar desta pesquisa.
Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo é identificar familiares
de pacientes com diagnostico de leishmaniose visceral que foram ou sdo atendidos no Hospital
Universitario. Apos Ihe ser explicado o que contém neste documento, vocé pode perguntar tudo sobre
a pesquisa a seu médico. Todos os familiares desses pacientes serdo convidados a participar do

estudo. Caso decida participar do estudo, vocé sera solicitado a assinar este consentimento.

Participacdo voluntaria: Sua participagdo € voluntaria. Vocé pode se recusar a
participar ou pode desistir da participacdo no estudo a qualquer momento. Sua recusa em participar
ou desistir de participar do estudo ndo afetara de modo algum qualquer tratamento que vocé estiver

recebendo no Hospital Universitario.
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Finalidade do estudo: Identificar individuos assintomaticos que residem no mesmo
ambiente de pacientes com leishmaniose visceral através da resposta ao teste de Montenegro,
avaliando também a prevaléncia desses individuos e também a resposta imune celular para

antigenos recombinantes de L Chagasi.

Confidencialidade: Qualquer informagdo obtida durante este estudo sera confidencial,
sendo apenas compartilhada com outros membros da equipe médica do Comité de Etica do Hospital
Universitario. Embora os resultados obtidos neste estudo sejam publicados, ndo haverd na
apresentacéo destes resultados meios que possam identificar os participantes. Suas fichas clinicas e
os resultados de seus exames poderdo ser também vistos pelo Comité de Etica do Hospital
Universitario. Fotos suas poderdo ser mostradas em publico sem identificar vocé e protegendo partes

intimas.

Procedimento: Sera retirado por pun¢do venosa, 20 ml de sangue, que ao deve levar a
riscos para sua salde, podendo apresentar dor discreta no local da puncéo. A intradermorreacéo de
Montenegro sera aplicada no seu braco e € o mesmo procedimento de quando vocé toma uma vacina

e também néo € prejudicial para sua saude.

Retorno de beneficio para o sujeito e para a sociedade: O melhor conhecimento

sobre o leishmaniose visceral podera contribuir no futuro para medidas de controle da doenca.

Custos: Vocé nédo tera custos com a participacdo no estudo e, caso necessite de
tratamento para leishmaniose, a medicacédo lhe serd fornecida gratuitamente. Vocé nédo recebera
nenhum pagamento para participar desta pesquisa. Poderemos apenas contribuir com o seu

transporte para comparecer as visitas no ambulatério apés a alta do hospital.

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicacéo
relacionada aos procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Roque Pacheco de
Almeida (Tel.: (79)8823-7244) ou Dra. Amélia Ribeiro de Jesus (Tel: (79) 8823-7245). Caso vocé
queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou de seu filho, como paciente, vocé pode procurar

o Comité de Etica do Hospital Universitario, cujo endereco consta no inicio deste consentimento.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e
vocé concorda em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. Uma cdépia deste consentimento
Ihe sera entregue. Favor assinalar um dos quadros abaixo para indicar se deseja ou ndo ter o

parasito que causa esta doengca armazenado para estudos futuros aprovados sobre leishmaniose.

Assinatura ou impresséao do participante Data Hora

Nome/Assinatura do pesquisador Data Hora

Nome/Assinatura da testemunha Data Hora
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APENDICE B - Formulario de Consentimento para Menores

Nome do Projeto: Perfil clinico e imunologico de familiares de pacientes com

leishmaniose visceral.

NOME DO PACIENTE:

N° do Projeto:

Investigador Principal: Roque Pacheco de Almeida, Hospital Universitario da UFS,

Aracaju-Sergipe-Brasil.
Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo é identificar familiares
de pacientes com diagnostico de leishmaniose visceral que foram ou sdo atendidos no Hospital
Universitario. Apos Ihe ser explicado o que contém neste documento, vocé pode perguntar tudo sobre
a pesquisa a seu médico. Todos os familiares desses pacientes serdo convidados a participar do
estudo. Caso os pais ou responsaveis decidam por sua participacéo no estudo, eles assinarao este

consentimento.

NOs perguntaremos a seus pais sobre sua satde. Um médico Ihe fard exames que néo
causardo dor. Entdo, nés tiraremos um pouco de sangue (cerca de uma colher de sopa) de seu
braco, usando uma seringa e agulha. Algumas vezes, nés faremos um teste na pele, onde
injetaremos uma pequena gquantidade de liquido (duas gotas) no seu brago, usando uma agulha fina.

Vocé pode ou ndo participar deste estudo. Se vocé quiser participar, por favor, assine ou

coloque sua impressao digital abaixo.

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicacdo
relacionada aos procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Roque Pacheco de
Almeida (Tel.: (79)8823-7244) ou Dra. Amélia Ribeiro de Jesus (Tel: (79) 8823-7245). Caso vocé

queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou de seu filho,

Data hora
Assinatura ou impressao do paciente

Data hora
Assinatura ou impresséo do responsavel

Data hora
Testemunha

Data hora

Investigado
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CASO INDICE:
1. IDENTIFICACAO DO FAMILIAR
NOME:
IAPELIDO:
RELACAO COM CASO iNDICE:
MAE PAI IRMAO/IRMA TIO/TIA  AVO/AVO OUTRO:
ENDERECO:

PONTO DE REFERENCIA:

PRESENCA DE ANIMAL NA RESIDENCIA: SIM NAO |:|Qual?

Em caso de galinheiro, especificar a proximidade com a residéncia

CIDADE: TELEFONE:
BAIRRO: IDADE:
DATA DE NASCIMENTO: / / SEXO: M [ ] oL
PROFISSAO: NATURALIDADE:
2. ANAMNESE
SIM NAO Especificar o tempo

FEBRE ] ]

FADIGA I:l I:l

PERDA DE PESO ] ]

NAUSEAS ] ]

PALIDEZ ] ]

DIARREIA ] ]

MANIFESTACOES

HEMORRAGICAS [ ] []

OUTROS ] ]

PRESENCA DE ANIMAL

NA RESIDENCIA: QUAL:

PRESENCA DE RESTOS

DE MADEIRAS [] []




3. EXAME FiSICO:

Temperatura (°C)

Palidez

Peso:

Linfonodos

Figado
-Consisténcia

- Tamanho

Baco
-Consisténcia

- Tamanho

4. EXAMES LABORATORIAIS:

EXAMES

Hemaéacias

Hb

Ht

Plaquetas

Leucodcitos

Neutroéfilos

Eosindfilos

Monécitos

Albumina

Globulina

Reacéo de
Montenegro

Sorologia para

Calazar
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