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Os homens véem as coisas como sio e perguntam:
Por qué?

Eu sonho coisas que nunca foram e pergunto:

Por que ndo?

BERNARD SHAW
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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doencga infecciosa cronica que pode variar de um espectro que inclui
acometimento cutaneo isolado com manifestagdo oligossintomatica até acometimento
sistémico com manifestagcdes clinicas importantes. O desenvolvimento de infec¢do em cada
tipo de leishmaniose (visceral ou tegumentar) depende da interagdo complexa e intrigante
entre fatores de viruléncia do patégeno e resposta imunologica do hospedeiro. Analises de
soros de pacientes infectados por leishmaniose demonstraram a existéncia de auto-anticorpos
contra componentes celulares e humorais. Imunocomplexos circulantes e anticorpos contra
imunoglobulina G (fator reumatéide) tém sido identificados em pacientes com leishmaniose
visceral e cutdneo-mucosa. Pacientes com leishmaniose visceral podem apresentar sintomas
que mimetizam o quadro clinico encontrado em pacientes com diagndstico de Lupus
Eritematoso Sistémico (LES), dificultando o diagnostico precoce e tratamento. Desse modo,
objetivou-se estudar o perfil imunoldgico destes pacientes, através da dosagem de auto-
anticorpos e complemento no soro de 90 pacientes, sendo 45 deles com leishmaniose visceral
e 45 com a forma tegumentar. Os auto-anticorpos estatisticamente significantes presentes em
pacientes com leishmaniose visceral foram: Fator Anti-nuclear (FAN) positivo (4,4%) ou em
baixa titulagdo (8,9%) e anticorpo anti-cardiolipina do tipo IgG positivo (17,8%) ou
indeterminado (8,9%). Encontrou-se, além disso, diminuicdo do complemento sérico C3 em
17,8% dos pacientes e anticorpo anti-Leishmania >1/80 positiva em todos os pacientes com
leishmaniose visceral. Conclui-se que a forma visceral de leishmaniose pode se correlacionar
positivamente com a presenga de auto-anticorpos, possivelmente pelo desencadeamento de

uma resposta sistémica predominantemente humoral do Tipo Th2.

Palavras-chave: Auto-anticorpos, Dosagem de complemento, Leishmaniose visceral,

Leishmaniose tegumentar, Lupus Eritematoso Sist€émico (LES)
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a chronic infectious disease that can vary of a spectrum that includes isolated
cutaneous compromise even with oligo-symptomatic manifestation or systemic with
important clinical manifestations. The infection development in each type of leishmaniasis
(visceral or cutaneous) it depends on the complex and intriguing interaction between factors
of virulence of the parasite and immunologic response of the host. Analysis of patients'
serums infected by leishmaniasis, they demonstrated the existence of auto-antibodies against
cellular and humoral components. Circulating immune complexes and antibodies against
immunoglobulin G (rheumatoid factor) they have been identified in patients with visceral
leishmaniasis and cutaneous-mucosal disease. Patient with visceral leishmaniasis they can
present symptoms that mimick the clinical picture found in patients with diagnosis of
Systemic Lupus Erythematosus (SLE), disturbing the precocious diagnosis and treatment.
Therefore, it was aimed at to study the profile immunologic of these patient ones, through the
testing a panel of auto-antibodies and complement in the serum of 90 patients, being 45 of
them with visceral leishmaniasis and 45 with the form cutaneous. The auto-antibodies present
statistically significant in patients with visceral leishmaniasis were: Antinuclear Antibodies
(ANA) positive (4,4%) or in low dilution (8,9%) and antibody anti-cardiolipin of the type IgG
positive (17,8%) or uncertain (8,9%). Besides, there was decrease of the serum complement
C3 in 17,8% of the patients and serodiagnostic anti-Leishmania >1/80 positive in all the
patients with visceral leishmaniasis. It is ended that the visceral form of leishmaniasis can be
correlated positively with the presence of auto-antibodies, possibly for the unleashing of a

systemic response predominantly humoral T-helper type 2.

Keywords: Auto-antibodies, Serum complement, Visceral Leishmaniasis, Cutaneous

Leishmaniasis, Systemic Lupus Erythematosus (SLE)
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doencga infecciosa cronica que pode variar de um espectro que
inclui acometimento cutaneo isolado com manifestacdo oligossintomatica até acometimento
sistémico com manifestagdes clinicas importantes. O desenvolvimento de infec¢do em cada
forma clinica de leishmaniose (visceral ou tegumentar) depende da interacdo complexa e

intrigante entre fatores de viruléncia do patégeno e resposta imunolégica do hospedeiro’.

Na forma visceral, o protozoario intracelular causa parasitismo intenso no sistema
reticuloendotelial, comprometendo figado, baco, medula dssea e linfonodos. Ocasiona
alteragdes expressivas na resposta celular e humoral, com deficiéncia de gama-interferon
(IFN-y), producdo aumentada de fator de necrose tumoral (TNF-a) e outras interleucinas,

além de hipergamaglobulinemia policlonal’.

O quadro clinico da leishmaniose  visceral caracteriza-se  por
hepatoesplenomegalia, febre, palidez, adinamia, emagrecimento, taquicardia, tosse, epistaxe,
gengivorragia, mialgia, artralgia e adenopatia entre outros, tais sintomas podem ser

encontrados em pacientes com diagnostico de Lupus Eritematoso Sistémico (LES)’.

O LES ¢ uma patologia inflamatdria cronica de carater auto-imune, com causa
multifatorial e apresentag@o clinica polimdrfica. Sua patogénese envolve diversas condigdes
predisponentes como componente genético, participagdo hormonal, fatores ambientais,
agentes infecciosos e medicamentos. Associa-se a disfung@o imunologica, com ativagdo
policlonal de linfécitos B e presenca de auto-anticorpos dirigidos contra antigenos nucleares,
alguns dos quais participam de lesdes teciduais imunologicamente mediadas. Afeta
principalmente mulheres jovens e se caracteriza pela evolucdo com periodos de atividade e
remissdo. Devido ao seu quadro clinico polimdrfico, pode ser confundida com diversas

doengas infecciosas, incluindo leishmaniose visceral .

Alguns autores descreveram casos de pacientes que preenchiam critérios
diagnosticos de LES estabelecidos pelo American College of Rheumatology (ACR) e com
manifestagdes  clinicas e  laboratoriais  variadas que incluiam  citopenias,

hipergamaglobulinemia policlonal, alteracdes de sedimento urinario (hematdria até



proteindria maci¢a), Fator anti-nuclear (FAN) positivo, artralgia e hepatomegalia. No entanto,
apresentavam esplenomegalia, altos titulos de proteina C reativa (PCR), complemento normal,
anti-DNA e outros auto-anticorpos negativos, que ndo sdo comuns em pacientes com LES e
na sua evolugdo. No seguimento dos casos, concluiu-se entdo pelo diagnostico de
leishmaniose visceral com detec¢do da presenca de parasitas em macrofagos da medula 6ssea
e sorologia positiva para leishmaniose. Todas as manifestagdes clinicas e laboratoriais dos

pacientes desapareceram apos tratamento especifico para Leishmaniose’ .

Infecgdes latentes na leishmaniose podem progredir para forma ativa da doenca
pela influéncia de alteragdes na resposta imunoldgica e, além disso, a imunossupressao
causada pelo proprio LES ou seu tratamento pode transformar o calazar em uma doenca

rapidamente progressiva’.

Saltoglu et al. (2003) encontraram as infec¢des como causas mais freqiientes de
febre de origem obscura (FOO), com ressurgimento de doencas como leishmaniose visceral®.
Em estudo da evolucdo clinica de 87 pacientes durante nove anos na Turquia, os mesmos
autores encontraram as doengas do coldgeno como segunda causa mais freqliente de FOO,
incluindo nessa categoria o LES®. Destaca-se que ambas as doencas devem ser consideradas
no diagndstico diferencial de FOO, sobretudo se o quadro clinico iniciar acompanhado de

citopenia.

A primeira descricdo de leishmaniose visceral complicando o quadro de LES
ocorreu em uma mulher chinesa em 1983°. Desde entdo, encontra-se diversos relatos de
leishmaniose visceral como causa de febre inexplicada e citopenia em pacientes com
diagnostico prévio de LES, o que contribui para a confusdo e dificuldade do diagnostico

diferencial entre as duas patologias'® ' 1213141516,

Em pacientes com LES as infec¢des representam as causas mais comuns de morte
e freqiientemente ¢ dificil distinguir entre uma infeccdo concomitante e atividade de LES,

. ~ - L 91113
pois as apresentagdes clinicas podem ser similares .

Outro fator complicador na diferenciacdo entre as duas patologias é que ambas
podem se manifestar com alteragcdes cutaneas. Varios trabalhos descrevem a existéncia de
uma forma de leishmaniose cutanea, denominada lupoide, que se caracteriza por disseminacao

\ . ~ : . cxe 1 17181920212223
do nddulo inicial para formagado de placa e simula o lapus discdide .

Pacientes com leishmaniose visceral também podem apresentar manifestacdes



renais secunddrias a disfun¢do imunoldgica, idénticas as causadas pelo LES, incluindo queda
da fungdo renal, alteragdes do sedimento urinario e proteinﬁria24. Em cies, observa-se
desenvolvimento de glomerulonefrites do tipo mesangial e membranoproliferativa focal ou
difusa, aumento da matriz mesangial e, a microscopia eletronica, presenga de depdsitos de

imunocomplexos contendo IgG e IgM, além de depésito de C3%.

Virias possibilidades podem explicar a manifestacdo de auto-anticorpos na
leishmaniose visceral. Hipergamaglobulinemia é comum em pacientes com LES e esta
presente em todos os pacientes com calazar, decorrente da grande produgdo de anticorpos das
classes IgG, IgM e IgA apos ativagdo policlonal dos linfocitos B, o que gera formagdo de
anticorpos especificos e inespecificos, além de auto-anticorpos que estdo expressos em baixos

, . o~ . 26
niveis sob condi¢gdes normais” .

Mimetismo molecular entre antigenos da Leishmania e ribonucleoproteinas ¢
uma outra hipotese levantada por Granel et al. (2000), que encontraram producdo de auto-
anticorpos tais como anti-Sm, anti-RNP, anti-SSA, anti-SSB e antifosfolipides em pacientes
infectados por Leishmania. Um terceiro mecanismo para indu¢do de auto-anticorpos na
leishmaniose pode ser atribuido a liberacdo de antigenos seqliestrados durante agressdao
tecidual e rompimento de células do hospedeiro, com exposicdo de antigenos previamente

27
ocultos™’.

Sinais de ativagdo da cascata do complemento s3o observados em pacientes com
leishmaniose visceral. Em 43,4% dos casos havia queda simultanea das fracdes C3 e C4, além
de alteracdo no teste CH100, que sugere ativacio da via classica®. Outros estudos detectaram

, . . . . . . . 28
altos niveis de imunocomplexos circulantes em pacientes com leishmaniose visceral e LES
29

Ressalta-se a existéncia de fator reumatdide em pacientes com LES e diversas
outras patologias infecciosas®. Chabanne et al. (1993) observaram ainda fator reumatéide IgM
e IgA, por método de ELISA, em altos titulos em cdes com poliartrite e leishmaniose

. 0
visceral®.

r

Concluindo, a leishmaniose visceral ¢ uma importante patologia infecciosa
observada no Estado de Mato Grosso do Sul, que pode se manifestar clinica e
laboratorialmente a semelhanca com o Lupus Eritematoso Sistémico, inclusive com formacao

de auto-anticorpos e comprometimento renal, hematoldgico, articular e cutaneo.



2. REVISAO DA LITERATURA (REFERENCIAL TEORICO)

2.1 Epidemiologia

A leishmaniose ¢ uma das mais importantes doengas infecciosas no mundo,
principalmente em regides tropicais e subtropicais. Cerca de 12 milhdes de pessoas estdo
infectadas em 88 paises (sendo a maioria em desenvolvimento), com dois milhdes de novas
infecgdes anuais e 60 mil mortes por ano' ' *2.

A leishmaniose tegumentar constitui um problema de saude publica em 88 paises,
distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro anual de 1
a 1,5 milhdes de casos. E considerada pela Organiza¢io Mundial da Saude (OMS), como uma
das seis mais importantes doencas infecciosas, pela sua alta prevaléncia e capacidade de
produzir deformidades®".

A leishmaniose tegumentar ¢ uma das afeccdes dermatologicas que merece mais
aten¢do e constitui um grave problema de saude publica no Brasil. As leishmanioses cutaneas
tém casos diagnosticados em praticamente todos os estados brasileiros, apresentando aumento
progressivo de casos notificados e média anual de 28 mil casos nos altimos 10 anos’".

A partir da década de 80, verifica-se aumento no numero de casos registrados,
variando de 3.000 (1980) a 37.710 (2001). Observam-se picos de transmissdo a cada cinco
anos, apresentando tendéncia de aumento do niimero de casos, a partir do ano de 1985,
quando se solidifica a implantagdo das acdes de vigilancia e controle da leishmaniose
tegumentar no pais. No periodo de 1985 a 2005, verifica-se uma média anual de 28.568 casos
autdctones registrados e coeficiente de deteccdo médio de 18,5 casos/100.000 habitantes,
verificando-se coeficientes mais elevados nos anos de 1994 e 1995, quando atingiram niveis
de 22,83 ¢ 22,94 casos por 100.000 habitantes, respectivamente”".

Na década de 80, a leishmaniose tegumentar foi assinalada em 19 estados, verificando
sua expansdo geografica quando, em 2003, foi confirmada a autoctonia em todos os estados
brasileiros. Observa-se ampla dispersdo e, em algumas areas apresenta intensa concentracio
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de casos, enquanto em outras os casos apresentam-se isolados’".



No periodo de 2001 a 2003, observa-se que o maior circuito em densidade de casos da
forma tegumentar foi representado pela Grande Regido do Tucurui envolvendo os estados do
Pard, Maranhio e Tocantins, apresentando densidade de 551,84 casos’'.

No Brasil, a leishmaniose visceral inicialmente tinha um carater eminentemente rural
e, mais recentemente, vem se expandindo para as areas urbanas de médio e grande porte.
Segundo o Ministério da Saiude, em 19 anos de notificacdo (1984-2002), os casos de
leishmaniose visceral somaram 48.455 casos, sendo que aproximadamente 66% deles
ocorreram nos estados da Bahia, Ceara, Maranhio e Piaui. Nos ultimos dez anos, a média
anual de casos no pais foi de 3.156 casos, ¢ a incidéncia de dois casos/100.000 hab™.

No pais, a leishmaniose visceral apresenta aspectos geograficos, climaticos e sociais
diferenciados, em fung¢do da sua ampla distribui¢do geografica, envolvendo as regides Norte,
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste”.

Na década de 90, aproximadamente noventa por cento (90%) dos casos notificados de
leishmaniose visceral ocorreram na regido Nordeste. A medida que a doenca se expande para
as outras regides e atinge areas urbanas e periurbanas, esta situacdo vem se modificando e, no
periodo de 2000 a 2002, a regido Nordeste ja representa uma redugdo para 77% dos casos do
pais™.

Os dados epidemiologicos dos ultimos dez anos revelam a periurbanizacdo ¢ a
urbaniza¢do da leishmaniose visceral, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro
(RJ), Belo Horizonte (MG), Aragatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PI),
Natal (RN), Sdo Luis (MA), Fortaleza (CE), Camagari (BA) e mais recentemente as
epidemias ocorridas nos municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas
(TO)*.

No Estado de Mato Grosso do Sul, os primeiros relatos de leishmaniose visceral
ocorreram no municipio de Corumbé a partir de 1980°° ¢ posteriormente, na década de 90,
ocorreu expansio da doenca para outros 34 municipios do Estado™. A partir do ano 2000,
Oliveira et al. (2006) observaram foco emergente de leishmaniose visceral no municipio de
Trés Lagoas, sendo a incidéncia da doenga de 1,83 casos em 1.000 habitantes no periodo de
2000 a 2003°°. No periodo de 2003 a 2006 ocorreu disseminacdo da doenca para outras
localidades e segundo dados da Secretaria de Saide de Mato Grosso do Sul, os casos de

leishmaniose visceral ocorreram preponderantemente nos municipios de Campo Grande



(média anual de 111,8 casos), seguido por Trés Lagoas (média anual de 49,8 casos) e
Aquidauana (média anual de 11,8 casos)*®.

Os agentes causais das leishmanioses humanas sdo protozoarios que se incluem na
ordem Kinetoplastida, na familia Trypanosomatidae e no género Leishmania e sio
identificadas quatro formas clinicas diferentes de leishmaniose de acordo com a espécie
infectante e resposta imunologica do hospedeiro: leishmaniose visceral, leishmaniose cutanea,
Leishmaniose cutinea difusa e leishmaniose cutineo-mucosa’’.

Os agentes etioldgicos da leishmaniose visceral sdo protozodrios tripanosomatideos do
género Leishmania, parasita intracelular obrigatério das células do sistema fagocitico
mononuclear, com uma forma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do
inseto vetor e outra aflagelada ou amastigota nos tecidos dos vertebrados. No pais, a
Leishmania (Leishmania) chagasi é a espécie comumente isolada em pacientes com
leishmaniose visceral®>.

Nas Américas, sdo atualmente reconhecidas 11 espécies dermotrdpicas de Leishmania
causadoras de leishmaniose tegumentar humana e oito espécies descritas, somente em
animais. No entanto, no Brasil, ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do subgénero
Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sdo: L. (V.) braziliensis,
L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni, L.
(V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram identificadas em estados das regides Norte
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e Nordeste® *7 %,

2.2 Ciclo de vida do parasita e transmissao

Os vetores da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) sdo insetos denominados
flebotomineos, pertencentes a Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia
Phlebotominae, Género Lutzomyia, conhecidos popularmente, dependendo da localizagdo
geografica, como mosquito palha, tatuquira, birigui, cangalhinha, entre outros’' ',

No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissdo da LTA sdo: Lutzomyia
flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e L. migonei>* .

Os vetores da leishmaniose visceral sdo insetos denominados flebotomineos e, no pais,

duas espécies, até o momento, estdo relacionadas com a transmissdo da doenga: Lutzomyia



longipalpis e Lutzomyia cruzi. A primeira espécie ¢ considerada a principal espécie
transmissora da L. (L.) chagasi no Brasil e, recentemente, L. cruzi foi incriminada como
vetora no Estado de Mato Grosso do Sul**?’.

No Brasil, a distribui¢do geografica de L. longipalpis é ampla e parece estar em
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expansdo. Esta espécie ¢ encontrada em quatro das cinco regides geograficas: Nordeste,
Norte, Sudeste e Centro-Oeste™* ¥,

No Estado de Mato Grosso do Sul, Oliveira (2006) encontrou no municipio de Campo
Grande uma maior prevaléncia da espécie Lutzomyia longipalpis em 90,38% das amostras de
flebotomineos coletados no periodo de 2003 a 2005%. Dorval (2006), em estudo
epidemiologico, identificou outras espécies mais prevalentes de Phebotominae no municipio
de Bela Vista durante o periodo de 2004 a 2006".

Os insetos vivem preferencialmente ao nivel do solo, proximos a vegetacdo em raizes
e/ou troncos de arvores, podendo ser encontrados em tocas de animais. Gostam de lugares
com pouca luz, umidos, sem vento e que tenham alimento por perto. De um modo geral, para
seu desenvolvimento requerem temperaturas entre 20 e 30°C, umidade superior a 80% e
matéria organica. Ambos os sexos necessitam de carboidratos, que sdo extraidos da seiva de
plantas como fonte energética. As fémeas precisam ingerir sangue para o desenvolvimento
dos ovos. Costumam entio se alimentar a partir do por do sol até de madrugada®' *27*%7.

As fémeas dos flebotomineos geralmente realizam um repasto sanguineo completo
para se dar um ciclo gonotrdfico. O ciclo de vida completo compdem-se da seguinte forma:
fase embrionaria, de 7 a 10 dias, fase larvaria de 15 a 50 dias, fase de pupa, de 7 a 14 dias e
adulto, cuja longevidade ¢ de 20 dias. O tempo do desenvolvimento do ovo ao adulto é de
aproximadamente 60 dias, a temperatura média de 20°C>' 323477,

No Brasil, os reservatdrios mais importantes sdo o cio e a raposa, que agem como
mantenedores do ciclo da doenga. Outros reservatorios sio mamiferos silvestres: roedores,
canideos, marsupiais, ungulados e edentados (ratos, gambas, tamandud, bicho-preguiga). Os
canideos domésticos apresentam intenso parasitismo cutaneo, o que permite uma facil
infeccdo do inseto, e, por este fato, s3o os mais importantes elos na manuten¢do da cadeia de
transmissdo. A infec¢do no cdo pode se apresentar com animais aparentemente saudaveis, até
cdes com doenca em estdgios avancados. Os sinais clinicos mais comuns da leishmaniose
visceral canina s3o: perda de pélos, febre prolongada, emagrecimento e ulceragdes rasas em
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orelhas, articulacdes, focinho e cauda® 32347,



A infecgdo do vetor ocorre quando as fémeas, ao sugarem o sangue de mamiferos
infectados, ingerem macrofagos parasitados por formas amastigotas da Leishmania. No trato
digestivo anterior ocorre o rompimento dos macréfagos liberando essas formas. Reproduzem-
se por divisdo bindria e diferenciam-se rapidamente em formas flageladas denominadas de
promastigotas, que também se reproduzem por processos sucessivos de divisdo bindria. As
formas promastigotas transformam-se em paramastigotas as quais colonizam o esofago ¢ a
faringe do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo, quando se diferenciam
em formas infectantes - promastigotas metaciclicas. O ciclo do parasito no inseto se completa
em torno de 72 horas®' *2%*%7,

Apds este periodo, as fémeas infectantes ao realizarem um novo repasto sangiiineo em
um hospedeiro vertebrado liberam as formas promastigotas metaciclicas juntamente com a
saliva do inseto. Na epiderme do hospedeiro, estas formas sdo fagocitadas por células do
sistema mononuclear fagocitario. No interior dos macrofagos, no vactolo parasitdforo,
diferenciam-se em amastigotas e multiplicam-se intensamente até o rompimento dos mesmos,
ocorrendo a liberagdo destas formas que serdo fagocitadas por novos macrofagos num
processo continuo, ocorrendo entdo a dissemina¢do hematogénica para outros tecidos ricos
em células do sistema mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, bago e medula
osseal! 323437

Em modelos experimentais e nos hospedeiros, as promastigotas se convertem em
amastigotas nos macrofagos da pele, multiplicam-se e disseminam-se para fagdcitos

mononucleares via hematogénica ou linfatica*' ** %

. O desenvolvimento de leishmaniose
depende da espécie do parasito infectante e da resposta imunoldgica do hospedeiro ao

c 44
parasita”.

2.3 Modelos experimentais na leishmaniose

A fim de melhor compreender a patogénese da doenca, varios estudos tém descrito e
utilizado linhagens de camundongos tanto resistentes quanto sensiveis a Leishmania sp. O
estudo destes modelos animais trouxe um grande conhecimento da relacdo entre parasita e
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hospedeiro, além dos fatores relacionados com o desenvolvimento da doenga ou nio™ ** 47,



Os estudos de infecg@o por Leishmania em camundongos se baseiam na introducdo
subcutanea de suas diferentes espécies, sendo a principal a L. major, embora ainda sejam
citadas espécies como L. amazonensis, L. mexicana e L. panamensis* * ** ¥ Os
camundongos sdo infectados por injecdo na pata traseira, cauda ou pavilhdo auricular por
amastigotas ou promastigotas metaciclicos. A infec¢do por L. major € caracterizada por um
aumento no tamanho da lesdo e do numero de parasitas presentes na mesma. Em
camundongos resistentes, essa resposta se desenvolve durante a segunda ou terceira semana
de infeccdo, e durante esse periodo ocorre uma resposta imune efetiva, com diminui¢do do
tamanho da lesdo e do numero de parasitas™ * ** %

A resisténcia a infeccdo por L. major em camundongos depende de dois fatores

relacionados: desenvolvimento de uma resposta imunoldgica mediada por células e geragdo

;. ;. . , . . e A e . - , 44
de 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio pela ativagdo dos macréfagos™.

2.4 Imunidade celular e humoral na leishmaniose

A resposta imune adaptativa se inicia quando células apresentadoras de antigenos
(APCs) internalizam os antigenos na zona de agressdo, processam em epitopos pela digestio
celular e, por meio das proteinas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC),
apresentam para linfocitos T>".

Linfocitos T CD4+ ativados expressam os ligantes CD40, o receptor para IL-2 e, ao
mesmo tempo, secretam a propria IL-2, o que ocasiona a expansido da populagdo clonal
ativada devido suas caracteristicas mitogénicas. Desse modo, sdo geradas tanto células
efetoras da resposta imune, quanto células de memoria para resposta rapida em um segundo
contato** >’

O mesmo contato da APC com o linfécito T CD4+ gera, nesta segunda célula através
de um processo complexo, a avaliacdo de uma série de parametros do agressor e determina se
a resposta auxiliar (T helper ou Th) serd predominantemente celular (Th1) ou humoral (Th2).
Outros fatores estdo envolvidos nessa diferenciacdo de resposta imune, como: necessidade de
citocinas indutoras do perfil no primeiro contato, atuacdo de moléculas co-estimulatérias,
densidade de complexos MHC e antigeno na superficie celular da APC, natureza quimica do
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antigeno, entre outros .
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As respostas celulares sdo indicadas contra virus, bactérias intracelulares e outros
patogenos intracelulares, como a Leishmania. Ja as respostas humorais sdo mais eficazes
contra infecgdes por helmintos, bactérias extracelulares e neutralizagio de toxinas™.

As respostas Thl e Th2 tendem a ser antagdnicas e normalmente encontram-se em
equilibrio, algumas vezes inversdes desta regra geralmente produzem resultados
insatisfatorios, como o agravamento de uma infeccdo mal contida (resposta Th2 contra um
patogeno intracelular) ou dano inflamatorio desnecessario (resposta Thl contra um patogeno
macroscopico nio-fagocitavel)*’.

Em alguns casos, os patégenos intracelulares desenvolvem mecanismos adaptativos de
sobrevivéncia, tentando modificar a resposta auxiliar para Th2 (humoral) e, desse modo,
evadir o sistema imune e permanecendo intactos™ .

Na leishmaniose visceral ou tegumentar a infec¢do acontece de acordo com a interagao
da resposta imunoldgica do hospedeiro e de fatores de viruléncia do patdgeno. Existe
evidéncia de que os mecanismos envolvidos na cura ou resisténcia a infec¢do estdo associados
com ativagdo de macréfagos, levando a destruigdo de parasitas intracelulares’".

Com relagdo a imunidade celular em todas as formas clinicas da doenga, a resisténcia
do hospedeiro ao parasita na leishmaniose estd associada com o desenvolvimento de uma
resposta imune celular especifica, mediada pelos linfocitos T CD4+7> >, A ativagdo efetiva de
macrofagos, em resposta a infec¢do por Leishmania, é influenciada pela expansdo de
linfocitos T CD4+ antigeno-especifico T helper 1. Esta imunidade celular é consistentemente
associada com a habilidade de resolver uma infeccdo por Leishmania™.

Na imunidade adaptativa, as citocinas do Tipo 1 tais como Interferon gama (IFN-y) e
Fator de Necrose Tumoral alfa e beta (TNF-a e TNF-B), quando produzidas pelo subtipo Thl
de linfécitos CD4+, desempenham um papel importante neste processo de ativagdo
macrofagica e destruicdo do parasita® >>. Por outro lado, os mecanismos para agravamento da
doenga estdo relacionados aos efeitos de citocinas do Tipo 2 tais como Interleucina 4 (IL-4),
Interleucina 10 (IL-10) e Fator de Crescimento e Transformagdo beta (TGF-fB), que sao
produzidas pelo subtipo Th2 de linfécitos CD4+ bem como outras células™ ** °°. Em um
estudo, a dose infectante de parasitas pode determinar o desenvolvimento de uma resposta
Thl ou Th2 na leishmaniose, independentemente da rota de inoculagdo e linhagem de

. 5
hospedeiro, em estudo com camundongos’’.
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Pacientes que desenvolvem leishmaniose visceral tem déficit ou auséncia de resposta
proliferativa de linfocitos e produg¢do de IFN-y frente a estimulagdo de antigeno de

Leishmania, e existe produgdo de IL-10 e IL-4 por células mononucleares periféricas™ >* **

61

Pacientes que desenvolvem leishmaniose cutdnea t€ém uma vigorosa resposta de
células T ao antigeno de Leishmania, este mecanismo leva a cura das lesdes nestes pacientes,
seja espontaneamente ou apds terapia apropriada. Tal resposta ¢ caracterizada por uma
hipersensibilidade do tipo tardia, proliferacdo de linfocitos e producdo de citocinas tais como
IL-2 ¢ IFN-y*2 @64,

A doenga disseminada e freqiiente resisténcia a terapia em pacientes com leishmaniose
cutanea difusa ¢ caracterizada por um padrdo de resposta de citocinas Th2, com auséncia de
producdo de IL-2 e IFN-y quando os linfocitos sdo especificamente estimulados pelo antigeno
de Leishmania. E provéavel que esta resposta imune nesses pacientes leve a uma inabilidade de
controlar a infec¢do e permitir a disseminacdo cutdnea do parasita® **,

Na leishmaniose cutaneo-mucosa, caracterizada por lesdes destrutivas de mucosa oral
e nasofaringea, com uma tendéncia a cronicidade da infec¢do, o padrido de citocinas nestes
pacientes ¢ uma mistura de resposta tipo 1 e 2, com produ¢do de perfil de citocinas de ambos
os subtipos, porém predominio da resposta Tipo 2, o que leva a cronicidade da doenga® * .

Na forma cutidnea de leishmaniose, anticorpos especificos contra o parasita s@o
demonstraveis, enquanto os niveis de imunoglobulinas plasmaticas sdo normais™. Por outro
lado, pacientes com leishmaniose visceral apresentam elevados niveis de imunoglobulinas,
embora muitas dessas imunoglobulinas ndo sejam Leishmania-especificas™.

Analise de soros de pacientes infectados por Leishmania demonstraram a existéncia de
auto-anticorpos contra componentes celulares e humorais. Imunocomplexos circulantes e
anticorpos contra imunoglobulina G (fator reumatoéide) t€m sido identificados em pacientes e
cdes com leishmaniose visceral e cutdneo-mucosa®®?” **

Possivelmente, o desenvolvimento de uma resposta sist€émica humoral, dirigida contra
a Leishmania e também uma resposta policlonal de linfocitos B, esteja relacionada a produgao

: . . 2627282
de auto-anticorpos e imunocomplexos circulantes®®*” 2%,
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2.5 Invasio e ativacdo de macrofagos

A fagocitose ¢ geralmente definida como um processo em que fagdcitos (macréfagos
por exemplo) englobam e digerem microorganismos e debris celulares. Fagocitos servem
como uma importante defesa contra infec¢@o. Por outro lado, parasitas tais como Leishmania
utilizam-se da captacdo celular por fagdcitos, por serem microorganismos intracelulares
obrigatorios. Entdo, apos inoculagdo dos parasitas na pele pelo flebotomineo, a Leishmania
desenvolve mecanismos para promover sua propria fagocitose, através da ativagdo do sistema
de complemento, resultando em opsonizacdo da superficie do parasita com C3b. A forma
promastigota da Leishmania é relativamente resistente ao complexo litico do complemento.
Um dos principais receptores responsaveis pela entrada da Leishmania no macréfago € o
receptor de complemento™. Outro estudo tem demonstrado que a internalizagdo da forma
promastigota parece ser mediada pelo receptor fucose-manose, receptor fibronectina e pelos
tipos 1 e 3 de receptores de complemento (CR1 e CR3) na superficie dos macréfagos do
hospedeiro®’.

Estudos in vitro t€m demonstrado que a infec¢do de macrofagos com Leishmania é
insuficiente para ativar estas células a matar os parasitas. A Leishmania parece ser
particularmente eficiente em infectar macrofagos in vifro sem gerar uma resposta de ativagio
mensuravel ou importante. Como a Leishmania ¢ um parasita intracelular, nido ¢
surpreendente que o controle da infec¢do dependa da promocdo de mecanismos efetores nos
macrofagos que matem o parasita. A molécula efetora primaria usada pelo macréfago para
este fim € o 6xido nitrico (NO). A habilidade de um macréfago de gerar NO suficiente para
matar efetivamente o parasita ¢ dependente da presenca ou auséncia de uma variedade de
fatores imunes adicionais* .

As duas citocinas de importancia primordial para efetiva ativagdo de macrofagos s@o
IFN-y e TNF-a. A ativagdo do macréfago parece ser um processo de duas etapas, na qual o
IFN-y prepara o macréfago para um segundo sinal que promove uma fung¢édo efetora, como o
aumento na producio de NO®. O segundo sinal é frequentemente identificado como o

TNF-o*,
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2.6 Resposta do linfocito T helper

Embora fatores soliiveis sejam criticos na ativagdo macrofagica, interagdes ligante-
receptor mediadas através de contato célula-célula podem ter uma profunda influéncia no
desenvolvimento da resposta imune. A comunicacdo entre o macréfago e a célula T pode
determinar se o hospedeiro pode efetivamente matar o parasita invasor ou se o sistema imune
ndo vai conseguir atuar na resolugdo da infecgao™.

Ativagdo efetiva de macrofagos, em resposta a infec¢do por Leishmania, &
influenciada pelos subprodutos secretados pelas células T CD4+ antigeno-especifico (ou
células T helper) in vivo. Estes linfocitos T tornam-se ativados em ambas linhagens de
camundongos resistentes ou susceptiveis em resposta a Leishmania; € os produtos secretados
destas células ativadas influenciam o desenvolvimento da doenga. Células T CD4+ de
camundongos resistentes a infeccdo secretam IFN-y quando estimulados com antigeno de
Leishmania, enquanto linfocitos T CD4+ de camundongos susceptiveis secretam a citocina
IL-4 quando estimulados™.

O fenotipo destes linfocitos T helper € referido como resposta Thl (celular) ou Th2
(humoral), respectivamente, ¢ ¢ definido pelo padrio de secre¢do de citocinas apods
estimulagdo antigénica’' *2°? 34373657,

Existem algumas citocinas que s3o essenciais para o desenvolvimento de uma resposta
celular Thl durante estimulacdo antigénica, como IFN-y, IL-12 e TNF-o*® *° ©° A IL-12
promove a producdo de IFN-y principalmente pelas células natural killer, macréfagos e
linfocitos Thl, e IFN-y por sua vez, promove mais produgdo de IL-12. O IFN-y ndo somente
promove a ativagdo macrofagica, mas também vai apoiar o continuo desenvolvimento de
resposta imune mediada por células Thl, preserva a habilidade das células T de responder ao
IL-12 e suprime o desenvolvimento de resposta Th2%.

A resposta Th2 ¢ vital para a promocdo da imunidade humoral, através das agdes de
citocinas como IL-4, IL-5 e IL-6, além da atuag@o de supressores da resposta Thl, tais como
IL-10 e TGF-B' ®' ®. A IL-4 inibe o desenvolvimento de uma resposta Thl por diminuir a
responsividade da célula a IL-12 e promove o desenvolvimento de células Th2 por amplificar
a propria producdo de IL-4*. Outros fatores que promovem uma resposta Th2 incluem as

citocinas IL-10 ¢ TGF-pB, bem como prostaglandina E2*,
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Durante uma resposta imune que realmente seja efetiva, o IFN-y secretado pelas
células Thl ¢ de importancia crucial em dirigir a ativacdo dos macrofagos. Por outro lado, o

desenvolvimento de uma resposta humoral Th2 ocasiona exacerbacio da doenga® 4%,

2.7 Papel do linfocito B

Linfécitos B ndo parecem se acumular na pele infectada por patogenos intracelulares
tais como Leishmania sp. No entanto, os anticorpos desempenham importante papel na
resposta imune adaptativa. Entre outras fungdes, a imunoglobulina G (IgG) antigeno-
especifica € responsavel pela opsoniza¢do de patdgenos, para que componentes do sistema

imune inato os reconhecam como estranhos** .

2.8 Interacoes celulares

Numa fase posterior de patogenicidade, o desenvolvimento de lesdes clinicamente
evidentes ocorre coincidentemente com o influxo de células inflamatorias, incluindo
neutréfilos, eosinéfilos e macrofagos™. A infiltragio maciga por polimorfonucleares logo
apods a infecgdo por Leishmania major sugere que tais células poderiam participar na redugdo
da carga parasitaria e no controle da disseminagdo da infeccdo’'. A acdo de citocinas e outros
mediadores, tais como IL-8, NO, prostaglandinas, fatores quimiotaticos, lipopolissacarideos e
fibronectina, sobre as células endoteliais, induzem a express@o de moléculas de adesdo e
contribuem para o inicio do o influxo de células inflamatorias, aparentemente o complemento
sérico e mastocitos do sitio de infec¢do contribuem criticamente para esta resposta*.

Os neutroéfilos estdo entre as primeiras células recrutadas para as lesdes causadas por
Leishmania major. Além da sua importancia para a formacdo do granuloma, estas células
também parecem desempenhar um papel importante no desenvolvimento da imunidade. A
deplecdo precoce de neutrofilos, observada em cobaias, exacerba a doenga e leva ao aumento
das lesdes cutaneas, dos niveis de IL-4 e da carga parasitaria™.

Os macréfagos sdo células efetoras cruciais na indugdo de resposta de protecdo contra

a Leishmania sp, estas células induzem o recrutamento de células pro-inflamatorias
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(neutrofilos, eosinodfilos, mastocitos) e, dessa forma, estdo envolvidas na formacdo do
granuloma que visa limpar ou restringir o crescimento de microorganismos nos sitios de

. ~ 44
infecg¢do™.

2.9 Citocinas

As formas clinicas da leishmaniose sdo influenciadas principalmente pela resposta
imune do hospedeiro. A cura ou progressdo da doenca té€m sido relacionada respectivamente a
predominancia de uma resposta imune Tipo Thl (sendo IFN-y o protétipo de citocina) ou
resposta Tipo Th2 (com importante produgio de IL-10)* %,

O papel principal do IFN-y na leishmaniose humana relaciona-se a observacdo de que
esta citocina aumenta a atividade leishmanicida dos macrofagos por elevar a producdo de
oxido nitrico e outras espécies reativas de oxigé€nio, além de aumentar a captagdo dos
parasitas pelos macréfagos* 2. Observa-se ainda que o IFN-y ndo é produzido por linfocitos
de pacientes com leishmaniose visceral ou cutdneo difusa ativas e que sua produgdo encontra-
se restaurada em pacientes curados de leishmaniose visceral, sendo efetiva no tratamento de
pacientes com leishmaniose visceral ou cutdnea’” . Elevacdo dos niveis plasmaticos de IFN-
v s@o observados durante doenga ativa e a auséncia da atividade de IFN-y é a marca da
leishmaniose visceral”” > ™. O IFN-y ndo é capaz de desempenhar uma completa atividade,
provavelmente devida & presenca de citocinas inibitrias como IL-107,

TNF-a tem sido detectado em pacientes com leishmaniose visceral, e sua presenca tem
sido relacionada a atividade da doenca. A produgdo dessa citocina nestes pacientes pode estar
relacionada ao desenvolvimento de sintomas como astenia, perda ponderal e anemia’. Como
anteriormente relatado, o TNF-a € freqiientemente o segundo sinal que promove uma fungdo
efetora no macréfago, tal como o aumento na producdo de NO* ® 2. Estudo mais recente
sugeriu que um genotipo individual, no locus do TNF pode estar associado com o
desenvolvimento de leishmaniose visceral sintomatica ou ndo apds infec¢do por Leishmania
chagasi’®.

In vitro, a citocina TGF-B diminui a quantidade de NO produzida pelos macrofagos

em resposta a estimulo de outras citocinas, e a presenca de TGF-B in vivo tem sido

. ey e N . . 44
relacionada com susceptibilidade a Leishmania em camundongos™ . Outros estudos
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demonstraram que células apresentadoras de antigenos em hamsters infectados por
Leishmania donovani produzem niveis altos desta citocina inibitéria’’ 7*, e que a
imunossupressdo observada na leishmaniose visceral ¢, pelo menos em parte, atribuida a
abundante produgdo de TGF-P no curso da infecgio’’. Em camundongos BALB/c, infectados
por Leishmania donovani, a administragdo de antagonistas de receptores de TGF-f resultou
em inibicdo da replicacdo da Leishmania, porém, sem a eliminagdo completa do parasita’.

O numero de células secretoras de fator estimulador de coldnias de macrofagos e
granuldcitos (GM-CSF) aumenta, na linhagem de camundongos resistentes (C57BL/6) a
Leishmania; na linhagem susceptivel (BALB/c) aumenta o nimero de células secretoras de
IL-3. Macrofagos derivados de estimulagdo com IL-3 ou GM-CSF diferem funcionalmente.
Os estimulados por GM-CSF sdo significativamente mais responsivos ao IFN-y e mais
refratarios a IL-4 (citocina responsavel por mediar a supressdo da atividade leishmanicida)®.

A citocina IL-4 ¢ central no desenvolvimento de uma resposta Th2. A IL-4 inibe o
desenvolvimento da resposta Thl por diminuir a responsividade a IL-12 e promove o
desenvolvimento da resposta Th2 por amplificar a producdo de IL-4**. Linfécitos T produzem
o aumento precoce de IL-4 que € crucial para promover a resposta Th2 em camundongos
susceptiveis & Leishmania®. A importancia do aumento precoce de IL-4 ¢ evidenciada por
experimentos nos quais sua produgdo ¢ neutralizada por anticorpos em animais susceptiveis e
estes se tornam resistentes 4 infeccdo e desenvolvem uma resposta Thl apropriada®' *2. A
mesma observagdo ocorreu em estudos com camundongos geneticamente deficientes para IL-

83 84 85
4

4 ou receptor de IL . Estes resultados demonstraram que a IL-4 tem um importante

papel no macrdéfago, para a atividade efetiva leishmanicida, que parece estar relacionada a
modulagio da producdo de IFN-y** .

A interleucina 6 (IL-6) ¢ uma citocina multifuncional, produzida por diversas células
tais como mondcitos, células endoteliais e linfocitos T. Suas fungdes bioldgicas incluem
inducdo de sintese de proteinas de fase aguda por hepatdcitos, ativagdo de células T e indugdo
de diferenciacdo de células B”. Antigenos de Leishmania induzem a produgio de IL-6 por
células mononucleares sanguineas periféricas em pacientes e pessoas saudaveis, e seus niveis
aumentam em humanos com leishmaniose visceral. Da mesma forma, diminui¢do no nivel de
IL-6 em leishmaniose visceral é associada com tratamento efetivo’".

A interleucina 10 (IL-10) promove grande influéncia no desenvolvimento da célula Th

1 por inibir a produgdo da citocina IL-12*. Outro estudo sugeriu que o balango do nivel
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plasmatico de IL-10 e IFN-y na leishmaniose visceral humana ¢ crucial para o
desenvolvimento da doenga’, sendo que a produgdo de IL-10 se correlaciona com doenca
ativa e sugere-se que a depressdo celular imune, que acompanha a doenga ativa, pode ocorrer
mais pela predominancia da producdo de IL-10 do que pela falta de produgdo de IFN-y*® 7,
Outros estudos demonstraram que camundongos infectados por Leishmania major e L.
donovani tratados por anticorpos anti receptores de IL-10 adquiriram cura estéril® *,

Uma das citocinas principais para o desenvolvimento de uma resposta Thl durante
estimulagdo antigénica é a IL-12**. A importancia da IL-12 em promover uma efetiva resposta
imune mediada por células contra Leishmania major tem sido demonstrada em alguns
estudos™ *'; e realgada por um experimento no qual a IL-12 foi administrada a camundongos
sensiveis a infec¢do, tornando-os resistentes a Leishmania major’> ¢ em outro onde a
neutralizacio de IL-12 em camundongos resistentes os tornou sensiveis’-.

Um papel essencial para IL-13 na infec¢do por Leishmania mexicana parece ser a
manutencdo de uma resposta ndo curativa. Da mesma forma, camundongos que ndo foram
responsivos a IL-13 bem como IL-4, foram significativamente mais resistentes ao crescimento
do parasita durante infec¢io por Leishmania mexicana™.

A interleucina 18 (IL-18) ¢ uma citocina pro-inflamatéria que desempenha um
importante papel na ativacdo de células natural killer e na resposta T helper 1 (Th 1),
particularmente em colaboracdo com IL-12. A IL-18 esté criticamente envolvida na prote¢do
contra infec¢do por Leishmania major por ativagdo de células Thl; e camundongos
geneticamente deficientes de IL-18 ou tratados com anticorpos anti IL-18 apresentaram
diminuicdo na producio de NO e aumento nas lesdes causadas por Leishmania’.

Estudo demonstrou que o nivel de citocinas pré-inflamatorias (IL-1p, IL-6, IL-8 e
TNF-a) foi significativamente aumentado em pacientes com Leishmaniose cutdnea apos
tratamento com glucantime, sugerindo que os compostos antimoniais podem ter efeitos

imunoestimulantes, que sdo responsaveis por sua atividade antimicrobiana®”.

2.10 Moléculas coestimulatorias e acessorias

Embora fatores soluveis sejam criticos na ativagdo de macréfagos, as interagdes

receptor-ligante mediadas pelo contato célula-célula, podem ter uma influéncia profunda no
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desenvolvimento da resposta imune**. Uma das intera¢des celulares mais importantes &
mediada pela molécula coestimulatéoria CD40 (presente principalmente em macrofagos,
células dendriticas e linfécitos B) e seu ligante, CD40L (expressada primariamente em
linfécitos T ativados)*™. Enquanto a sinalizacdo através de CD40L em linfocitos T pode
influenciar a resposta e preparacdo da célula T, a sinalizacdo através de CD40 em macrofagos
pode estimular a producdo de NO e de IL-12**. Também ¢é proposto que o macrdfago
expressando CD40 interage com CD40L em células T para induzir producdo de IFN-y,
restringindo o crescimento da amastigota’. Na presenca de IFN-y, a interacio CD40/CD40L
em outro estudo induziu a morte de Leishmania major por macréfagos em camundongos’ .
Finalmente, camundongos com deficiéncia genética de CD40L falharam em controlar
infeccdo intracelular por Leishmania donovani, indicando que a resisténcia adquirida envolve
a sinalizagio e coestimulagio CD40/CD40L”®. Estes achados sugerem que interagdes
CD40/CD40L podem ser criticas na resisténcia a infec¢do por Leishmania major* *®°" ®. No
entanto, em camundongos infectados por reduzido numero de parasitas Leishmania major, a
interacio CD40/CD40L ndo foi requerida para o desenvolvimento ou a manutengido de
resisténcia a infeccdo”” .

A natureza e amplitude de uma resposta antigeno-especifico de um linfécito T é
dependente de outros sinais coestimulatorios, tais como B7-1/B7-2:CD28/CTLA-4, que ¢
crucial em regular a tolerancia e ativagdo da célula T'%.

As interagdes B7-1/B7-2:CD28/CTLA-4 nido somente promovem ativagdo inicial da
célula T, mas também regulam a auto-tolerancia por apoiar células T CD4 CD25" regulatérias
da homeostase. O CTLA-4 pode exercer seus efeitos inibitorios de ambos os modos
dependentes ou ndo de B7-1/B7-2. B7-1 e B7-2 podem sinalizar de modo bidirecional através
da ligacdo de CD28 e CTLA-4 nas células T e por enviar sinais para células que expressam
B7'%. Sugeriu-se que a interacio de CTLA-4 e CD28 seja um mecanismo independente de
TGF-f que modula negativamente a resposta imune em pacientes com leishmaniose
cutdnea'”. Em camundongos com leishmaniose, o CTLA-4 modulou significativamente o
desenvolvimento de uma resposta Th2, e os efeitos polarizantes Th2 do CTLA-4 resultaram
em exacerbacdo da doenca independentemente de IL-4'”. Da mesma forma, o papel das
moléculas coestimulatorias CD28/CD152 na regulacdo dos linfécitos T em camundongos com

leishmaniose cutanea, foi observado apds administragdo de anti-CD152, o que ocasionou
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mudanca precoce da resposta para o subtipo Th2 e exacerbacdo da doenca acompanhada de
secrecdo aumentada de IL-4',

Estudos em diversos modelos de inflamag@o tém demonstrado a importancia das P e
E-selectinas na migracdo dos linfécitos T aos tecidos inflamados. No entanto, o papel das
selectinas € incerto no recrutamento de células Thl patdgeno-especifico e no desenvolvimento
de imunidade protetiva. Estudo encontrou que as selectinas sido dispensaveis para resisténcia a
Leishmania major, pois camundongos com deficiéncia de selectinas desenvolveram, mesmo
assim, uma resposta polarizada Thl, o controle de replicagdo do parasita e a resolucdo das
lesdes cutdneas'”.

As quimiocinas s@o uma superfamilia de citocinas de baixo peso molecular que foram
inicialmente descritas por suas atividades quimioatraentes. O receptor de quimiocina tipo 1
(CCR1) € expresso na superficie de monocitos e linfocitos entre outros e ndo sé regula a
quimiotaxia de leucdcitos, mas também tém papel na regulagcdo da resposta Th1/Th2. Estudo
em camundongos indicou que o CCR1 exacerbou a infec¢@o por Leishmania major mais por
regular positivamente a resposta Th2 do que por inibir o desenvolvimento Thl ou influenciar
na quimiotaxia de leucécitos'®. Por sua vez, macréfagos de camundongos expressando o

receptor de quimiocina tipo 2 (CCR2) podem ser estimulados pela proteina quimioatraente de

monocitos 1 (MCP-1) para matar eficientemente Leishmania major, uma tipica resposta

Th1'"’,

2.11 Resposta humoral

A presenca de antigenos parasitarios, expressos nas membranas dos macrdéfagos
quando em contato com imunoglobulinas tissulares, na fase inicial da les3o, possibilitaria a
instalacdo de uma reagdo antigeno-anticorpo, que explicaria o aparecimento de necrose na
leishmaniose cutanea. Efetivamente, constatou-se a presenca de IgA, IgG e IgM nos
plasmdcitos tissulares, com predominio de IgG e foi observado nas areas de necrose e nas
paredes dos vasos inflamados o depdsito de imunoglobulinas, fragdo C3 do complemento e
fibrina'%®.

Observou-se em 37 amostras de soros de pacientes com diagndstico de leishmaniose

cutidnea a presenca de anticorpos anti-Leishmania das classes IgE (97%), 1gG (94,6%), IgA
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(57,5%) e IgM (21,5%); e os perfis das subclasses de IgG demonstraram
IgG1>1gG3>IgG2>IgG4. A variacdo no perfil de isotipos, bem como a avidez das
imunoglobulinas demonstrou a complexidade da resposta imune humoral na leishmaniose
tegumentar' .

Estudo em cdes com leishmaniose visceral encontrou associacdo com producdo
especifica de anticorpos anti-Leishmania de todas as subclasses de IgG, particularmente 1gG1,
IgG3 e IgG4'"’.

Uma grande resposta proliferativa contra antigenos de Leishmania foi observada em
caes inoculados com promastigotas, com niveis de anticorpo anti-Leishmania 1gG1 similar ao
da infec¢do natural, porém producio de IgG2 aumentada em cdes naturalmente infectados''.

Em humanos, a detec¢do de subclasses de anticorpo IgG pode constituir uma
alternativa valiosa para aumentar a eficiéncia de diagnosticos sorologicos de leishmaniose
cutdnea ou cutineo-mucosa' ',

Outro estudo, com cdes infectados com Leishmania infantum, encontrou correlacio
entre os niveis de subclasses IgG e progressdo da doenca. Observou-se anticorpos IgG1 anti-
Leishmania indetectaveis naqueles animais que apresentavam uma forma oligossintomatica
ou regressiva da doenga, enquanto os animais com doenca ativa apresentavam altos niveis de
IgG1 anti-Leishmania'®.

Anticorpos anti-Leishmania das classes 1gG e IgE reconhecem predominantemente

1'*. Em doencas

carboidratos epitopos de antigenos glicosilados em leishmaniose viscera
associadas com ativacdo policlonal de células B e hipergamaglobulinemia, como a
leishmaniose visceral, anticorpos IgE e IgG podem competir pelos mesmo epitopos'".

Outro estudo observou que macréfagos, ativados na presenga de imunocomplexos,
interromperam a biossintese de IL-12 e secretaram altos niveis de IL-10. Sugere-se, portanto,
que os imunocomplexos poderiam influenciar o desenvolvimento de imunidade célula-
mediada em virtude de sua alteragdo reciproca na produgio de citocinas''®.

Outro trabalho também observou em soro de quatro cdes infectados com Leishmania
donovani a presenca de complexos imunes circulantes, com capacidade reativa para Clq

homélogo e humano'"”.
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2.12 Diagnostico

O diagndstico definitivo de leishmaniose visceral depende da demonstragdo de
amastigotas em tecido ou do isolamento do organismo em cultura®' ***7 "%,

Com relagdo a leishmaniose tegumentar, na ocorréncia de lesdes tipicas, o diagndstico
clinico e epidemioldgico pode ser realizado, especialmente se o paciente procede de areas
endémicas ou esteve presente em lugares onde ha casos de leishmaniose® '°. O diagnéstico
clinico-epidemiologico pode ser complementado pela Intradermoreacdo de Montenegro
(IDRM) positiva e eventualmente pela resposta terapéutica. Entretanto, a confirmagdo desse
diagnostico por métodos parasitologicos ¢ fundamental tendo em vista o nimero de doengas
que fazem diagnostico diferencial com a leishmaniose tegumentar®”.

O quadro histopatologico na leishmaniose cutdnea ¢ representado por inflamacao
cronica inespecifica e, geralmente por formacdo de granulomas epitelidides. A plasmocitose,
as alteragdes do coldgeno e vasculares associadas completam o quadro sugestivo, porém, nao
caracteristico da doenca. A sua especificidade depende da demonstracdo dos parasitas, os
quais geralmente sdo muito escassos. Em tese sobre leishmaniose tegumentar, a positividade
do encontro de parasitas no exame histopatologico foi de 20%'.

Em ambas as formas da doenga, técnicas imunoenzimaticas, anticorpos monoclonais e
testes de biologia molecular (kKDNA) podem ser usados para identificar a Leishmania, sendo
utilizadas em estudos especificos com cdes'?' 2%, Varios testes tém sido desenvolvidos para
detectar anticorpos anti-Leishmania'** '** '*°. Os mais utilizados tem sido testes de ELISA e
Imunofluorescéncia Indireta. A sensibilidade e especificidade destes testes depende do
antigeno usado'?. Reacdes cruzadas sdo observadas com malaria, hanseniase, doenca de
Chagas, esquistossomose entre outros'>’. Recentes estudos tém procurado o desenvolvimentos

128129 Uma das dificuldades em definir a

de antigenos recombinantes que sdo mais especificos
sensibilidade e especificidade de qualquer teste é a necessidade de um “gold standard” que
possa ser correlacionado com a deteccdo direta do parasita. Testes imunoldgicos, como RIFI e
ELISA mostram reacdo cruzada com outras doengas e ndo distinguem entre infec¢do presente
e passada'®’.

Infelizmente, ndo ha nenhum teste ou critérios rigidos para documentar a cura apos o
tratamento da leishmaniose visceral. O desaparecimento da febre, ganho de peso, resolucio

das alteragdes laboratoriais, regressao da hepatoesplenomegalia sdo sugestivos da melhora
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clinica. Em algumas situagdes, as amastigotas sdo vistas na medula e ¢ possivel que a
imunidade estéril ndo seja obtida em muitas pessoas apos o tratamento. As recorréncias
clinicas acontecem geralmente em até seis meses ap6s o término da terapia”.

Na leishmaniose cutdnea, o acompanhamento sorolégico deve ser realizado
conjuntamente com a pesquisa do antigeno tecidual. Em estudo com 50 pacientes, a
negativacdo do antigeno tecidual e a reducdo ou negativagcdo dos titulos da RIFI, indicaram

131 ~
31 Outro estudo sugere que o padrio celular, vascular e

menor possibilidade de recidiva
neural encontrado em exames histopatologicos poderia ser aplicado no imunodiagnoéstico de
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lesdes ativas e cicatriciais em pacientes com diagnostico de leishmaniose tegumentar ™.

2.12.1 Diagnostico de leishmaniose visceral

Com relagdo aos diagndsticos laboratoriais para leishmaniose visceral, encontram-se
principalmente:

a) Diagnostico Imunolégico

O exame imunologico mais utilizado no Brasil ¢ a imunofluorescéncia indireta (RIFT)
e os ensaios imunoenzimdticos (ELISA). O resultado da imunofluorescéncia indireta ¢
normalmente expresso em dilui¢des. Aceita-se como positivas dilui¢cdes a partir de 1:80. Nos
titulos iguais a 1:40, recomenda-se a solicitacdo de uma nova amostra em 30 dias. O teste
ELISA tem o seu resultado expresso em unidades de absorvancia a um raio de luz, em uma
reacdo com dilui¢cdes fixas ou, mais comumente, apenas como reagente ou nao>-.

Na presenca de dados clinicos e laboratoriais, um teste sorologico reagente, reforca o
diagnéstico de leishmaniose visceral. Entretanto, um teste reagente, na auséncia de
manifestagdes clinicas sugestivas de leishmaniose visceral, nido autoriza o inicio do
tratamento™".

A intradermorreacdo de Montenegro, ou teste de leishmanina, ao contrario do que
ocorre na leishmaniose tegumentar, é sempre negativo durante o periodo de estado da doenga,
ndo sendo assim, utilizado para o diagnoéstico. Ele torna-se positivo apds a cura clinica na
maioria dos pacientes em um periodo de seis meses a trés anos apds o término do

32
tratamento™".
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b) Diagndstico Parasitologico

A pungdo aspirativa esplénica ¢ o método que oferece maior sensibilidade (90-95%)
para demonstra¢do do parasita (porém apresenta restricdes quanto ao procedimento), seguida
pelo o aspirado de medula dssea, biopsia hepatica e a aspiracdo de linfonodos. Por ser um
procedimento mais seguro, recomenda-se a pungio aspirativa da medula 6ssea’”.

Exame Direto

Uma gota do material aspirado ¢ colocada em uma das extremidades da ldmina
previamente limpa, ¢ o material firmemente dispersado na outra dire¢do. Apos secagem, o
esfregago deverd ser fixado em alcool metilico e corado. Recomendam-se pelo menos quatro
laminas. Formas amastigotas do parasito podem ser visualizadas pelas coloracdes de Giemsa
ou Wright, Leishman, Pandptico. O encontro de parasitas no material examinado depende do
numero de campos observados (200 campos devem ser examinados antes de se considerar
uma ladmina como negativa)32.

Isolamento em meio de Cultura (in vitro)

Formas amastigotas do parasito, inoculadas em meios de cultura especiais, contendo
agar e sangue de coelho, transformam-se em formas promastigotas. O classico meio de NNN
¢ o mais comumente empregado. A utilizagdo de meio liquido sobre 0 NNN, como o meio
LIT ou de Schneider, aumenta e acelera a positividade da cultura. Uma gota do material
aspirado deve ser diluido em 0,5ml de solugdo salina (PBS ou NaCl a 0,9%) na propria
seringa. Em seguida, 0,1ml desta solugdao deve ser inoculada em condigdes estéreis, em dois
tubos de cultivo. As culturas devem ser mantidas entre 24-26°C e observadas em microscopia
optica comum ou invertida, semanalmente, até quatro semanas. Os tubos positivos devem ser
encaminhados para laboratérios de referéncia para identificacio da espécie™.

Isolamento em Animais Susceptiveis (in vivo)

A inoculagdo experimental em hamsters (Mesocricetus spp), de amostras de tecidos de
pacientes com suspeita de leishmaniose visceral, ndo tem valor pratico no diagnodstico da

doenca devido ao seu tempo de positividade (1 a 3 meses)™.

¢) Métodos de Diagnosticos
O método do PCR (amplificagio do DNA do parasita) constitui-se em uma nova
perspectiva para o diagnostico da leishmaniose visceral, pois apresenta 94% de sensibilidade.

Entretanto, os seus resultados dependem de algumas variaveis envolvidas, entre elas temos:
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area endémica; o tipo de amostra; o alvo do DNA utilizado para amplificagdo; o método de

extracdo do DNA, etc®.

2.12.2 Diagnostico de leishmaniose tegumentar

O diagndstico laboratorial da leishmaniose tegumentar se constitui fundamentalmente

de trés grupos de exames:

a) Exames parasitologicos

A demonstracdo direta do parasito é o procedimento de primeira escolha por ser mais
rapido, de menor custo e de facil execug¢do. A probabilidade de encontro do parasito é
inversamente proporcional ao tempo de evolucdo da lesdo cutdnea, sendo rara apds um ano”'.

Para a pesquisa direta s@o utilizados os seguintes procedimentos: escarificagdo, bidpsia
com impressdo por aposi¢do e puncdo aspirativa. A sensibilidade desta técnica poderd ser
aumentada pela repeticdo do exame®'.

Outro método ¢ o do isolamento em cultivo in vitro (meios de cultivo), sendo um
método de confirmacdo do agente etioldgico que permite a posterior identificagdo da espécie
de Leishmania envolvida. Os fragmentos cutdneos obtidos por bidpsia da borda da tlcera sdo
inoculados em meios de cultivo NNN — Neal, Novy e Nicolle (dgar sangue modificado) e LIT
(Liver Infusion Triptose), entre 24°C e 26°C, nos quais o parasito cresce relativamente bem.
Apo6s o quinto dia ja podem ser encontradas formas promastigotas do parasito, entretanto a
cultura deve ser mantida at¢ um més sob observagdo antes da liberagdo do resultado
negativo’ .

E um terceiro método diagndstico € o do isolamento in vivo (inoculagdes animais),
quando o material obtido por biopsia ou raspado de lesdo € triturado em solucdo salina estéril
e inoculado via intradérmica, no focinho e/ou patas de hamster (Mesocricetus auratus); as
lesdes no hamster em geral desenvolvem-se tardiamente, a partir de um més. Esses animais
devem ser acompanhados por trés a seis meses. Pela complexidade e alto custo, esse método ¢
pouco utilizado, apesar de apresentar elevada sensibilidade entre os demais métodos

. ;. 31
parasitologicos” .
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b) Exames imunolégicos

Teste intradérmico (IDRM ou da leishmanina)

Fundamenta-se na visualizagdo da resposta de hipersensibilidade celular retardada. A
IDRM geralmente persiste positiva apds o tratamento, ou cicatrizagdo da lesdo cutanea tratada
ou curada espontaneamente, podendo negativar nos individuos fraco-reatores e nos
precocemente tratados. Em 4reas endémicas, a IDRM positiva pode ser interpretada como
leishmaniose anterior ou mesmo aplicagdo anterior de antigeno de IDRM, exposi¢do ao
parasito sem doenca (infecgdo), alergia ao diluente do teste ou reag¢do cruzada com outras
doencas (doengca de Chagas, esporotricose, hanseniase virchowiana, tuberculose,
cromomicose, entre outras). Nas populacdes de area endémica, na auséncia de lesdo ativa ou
cicatriz, a positividade varia entre 20 e 30%"".

A IDRM pode ser negativa nas primeiras quatro a seis semanas apds o surgimento da
lesdo cutanea e testes repetidos com poucas semanas de intervalo, com finalidade de
diagnoéstico ou inquéritos epidemiologicos, podem induzir um “efeito reforco”. Assim, em
ambas as situagdes, os resultados devem ser interpretados com cuidado. Apods a cura clinica, a
IDRM pode permanecer positiva durante varios anos sendo, portanto, de limitado valor para o
diagnostico de reativagdo. Pacientes com leishmaniose mucosa costumam apresentar IDRM
exacerbada, com varios centimetros de enduragdo e presenga de vesiculagdo no centro da
reacdo, podendo ocorrer ulceracio e necrose local. Na forma cutaneo difusa a IDRM costuma
ser negativa’ .

Testes sorologicos

Esses testes detectam anticorpos anti-Leishmania circulantes no soro dos pacientes
com titulos geralmente baixos. Nas lesdes ulceradas por L. (V.) braziliensis a sensibilidade da
IFT estd em torno de 70% no primeiro ano da doenga; enquanto que nas lesdes por L. (V.)
guyanensis a sensibilidade ¢ menor. Alguns pacientes sdo persistentemente negativos®'.

As lesdes multiplas (cutdneas ou mucosas) estdo associadas a titulos mais altos. Por
outro lado, as lesdes mucosas apresentam titulos mais altos e persistentes que as lesdes
cutineas .

Relatos de reagdo falso negativa, em pacientes com LTA e reagdes positivas
encontradas em pacientes com outras doengas, como leishmaniose visceral, doenca de
Chagas, pénfigo folidaceo sul-americano, paracoccidiodomicose, esporotricose, entre outras; €

em individuos aparentemente sadios, provenientes ou ndo de areas endémicas, foram
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descritos. Assim, a imunofluorescéncia ndo deve ser utilizada como critério isolado para
diagnostico de LTA, podendo ser associada a IDRM ou técnicas parasitoldgicas, no
diagnostico diferencial com outras doencas, especialmente nos casos sem demonstragdo de
qualquer agente etiologico™.

Portanto, a sorologia ndo ¢ indicada como critério isolado de cura ou de previsdo de
recorréncia. Nesses casos, a presenca ou auséncia de lesdes tegumentares em atividade € o

. . .31
critério decisivo .

¢) Exames moleculares: reacio em cadeia de polimerase (PCR)
A PCR ¢ um método que vem sendo amplamente utilizado para fins de pesquisa. Na
rotina de diagnostico, € pouco utilizado, porém acrescenta em sensibilidade quando utilizado

r . ;s .. . 31
com os métodos parasitologicos tradicionais™ .



27

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Identificar o perfil de auto-anticorpos € o consumo de complemento em pacientes com

diagnostico de leishmaniose cutanea ou visceral.

3.2 Especificos

- Identificar as caracteristicas de sexo, idade e procedéncia dos pacientes com leishmaniose;

- Correlacionar as formas de leishmaniose com a presenga de auto-anticorpos e consumo de

complemento.
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4. METODOS

4.1 Descricio do Estudo

Trata-se de um estudo de corte transversal, fundamentado nos referenciais tedricos das

caracteristicas imunologicas da infec¢do por Leishmania.

4.2 Selecao dos Pacientes

a- Durante o periodo de Marco de 2006 a Margo de 2008, foram atendidos 203 pacientes com
diagnéstico de leishmaniose (CID 10: B55) nos diversos ambulatérios de especialidades do
Hospital Universitario da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul e encaminhados para o Servi¢o de Doencas Infecto-parasitarias do mesmo hospital, sendo
um total de 138 homens e 65 mulheres. Deste total, foram selecionados 90 pacientes com
diagnostico de leishmaniose através de amostragem ndo-probabilistica por julgamento, sendo

45 com a forma visceral e 45 com a forma tegumentar, segundo critérios expostos abaixo.
b- A selecdo prévia dos pacientes foi feita a partir do levantamento dos Prontuarios Médicos,
do Servigo de Doengas Infecto-parasitarias do Hospital Universitario da Universidade Federal

de Mato Grosso do Sul, durante o periodo de Mar¢o de 2006 a Marg¢o de 2008;

c- Os pacientes para serem selecionados, deveriam obedecer os seguintes critérios:

Critérios de Inclusio:

- Sexo: qualquer (masculino ou feminino)
- Faixa etaria: acima de 12 anos de idade

- Diagndstico de leishmaniose visceral através das manifestagdes clinicas de
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febre, citopenia e visceromegalia, além de confirmagdo através do diagnostico
soroldgico por Imunofluorescéncia Indireta (maior ou igual a 1:80) e a
microscopia, pela presenca de formas da Leishmania sp no exame de

mielograma ou em cultura.

- Diagnéstico de leishmaniose cutdnea através das manifestacdes clinicas de
lesdes cutdneas ou mucosas sugestivas e comprometimento de linfonodos, além
de diagnostico laboratorial baseado em exames parasitoldgicos (exame direto,
histopatologico ou cultura) e imunoldgicos (intradermorreacdo de Montenegro,

imunofluorescéncia indireta ou Elisa).

Critérios de exclusio:

- Pacientes que apresentaram outras doencas infecciosas associadas, neoplasias
malignas e patologias autoimunes;
d- As informacgdes necessarias para a identificagdo dos pacientes e clinica da doenga, foram
obtidas a partir dos registros médicos contidos nos prontudrios de cada paciente e

complementadas, se houvesse necessidade, com entrevista do paciente;

e- Foi obtida a autoriza¢io do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Mato

Grosso do Sul (CEP/UFMS) para utiliza¢do das informacdes dos prontuarios (Anexo A);

f- Nos casos em que houvesse a necessidade da entrevista com o paciente, foi solicitada a
concordancia do paciente em participar da pesquisa apds explanacdo e entendimento da

mesma e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 1)

4.3 Amostras de Soro

a- Foram utilizados para a realizagdo da pesquisa, soros dos pacientes previamente
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selecionados e que se encontravam adequadamente congelados e armazenados no Laboratério
Central de Campo Grande — MS (LACEN) ou Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital

Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

b- Os soros no momento da realizacdo dos exames, foram identificados, descongelados e

divididos em aliquotas.

c- Os soros foram submetidos a pesquisa de Anticorpos antinucleares, Fator Reumatoide,

antifosfolipides e complemento.

4.4 Pesquisa dos Auto-anticorpos

Os exames laboratoriais foram realizados no Laboratdrio do Instituto de Pesquisas e

Diagnostico (IPED) da Associacdo de Pais ¢ Amigos dos Excepcionais (APAE).

a- Anticorpos Antinucleares (FAN)

Foi utilizada a técnica de Imunofluorescéncia Indireta para a pesquisa do FAN, tendo como
substrato as células HEp2 (técnica de FAAR) e utilizado os critérios do I Consenso Brasileiro

de Fator Antinuclear em células Hep-2'>*, para a interpretagio dos resultados.

As diluicdes de triagem foram de 1/40 a 1/160 na dependéncia da lampada do microscdpio
(20W, 50W, 100W) e a leitura do titulo final foi feita na tltima dilui¢do em que o padrao foi

, .1 133
observavel de forma definida. ~".

Os soros que apresentaram titulacdo abaixo de 1/80 foram considerados negativos; aqueles
com titulagdo de 1/80 a 1/160 foram considerados indeterminados; sendo positivos aqueles

com titulo maior 1/160 e diluidos até obter-se a negativacdo da fluorescéncia.

b- Pesquisa de anti-DNA (dupla hélice ou nativo), anti-Sm, anti-RNP, anti-Ro (SSA),
anti-La (SSB), anti-cardiolipina IgM e IgG.
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Anti-DNA ds — Foi utilizado como substrato a Crithidia luciliae e utilizada técnica de

134 Utilizando-se como

Imunofluorescéncia Indireta, como descrita por Aarden et al. (1975)
contra-prova o método de enzimaimunoensaio, foram considerados positivos os valores
referenciais maiores que 55 Ul/ml, considerados indeterminados os valores entre 35 e 55

Ul/ml e considerados negativos os valores menores que 35 Ul/ml.

Para a pesquisa de anti-Sm, anti-RNP, anti-Ro (SSA) e anti-La (SSB), foi utilizada técnica de
ELISA, como descrita por McClain et al.(2002)'*, utilizando-se kits especificos de substrato
para cada teste, seguindo-se as especificacdes do fabricante. (Hemagen Diagnostics, Inc). Foi

considerado positivo o soro que apresentasse valor 2 vezes acima do “Cut-off”.

Anti-cardiolipina IgM e IgG — Foi utilizada técnica de ensaio imunoenzimatico, considerando
positivo se o titulo fosse maior que 30,0 Ul/ml para IgG e maior que 15,0Ui/ml para IgM. Foi
considerado indeterminado o resultado do teste se o titulo fosse entre 10 a 30,0Ul/ml para IgG
e entre 10 a 15,0Ul/ml para IgM; e considerado negativo se a titulagdo fosse inferior a
10,0U/ml em ambos. O substrato utilizado foi a solugdo de cardiolipina purificada do

Laboratério Sigma e técnica como descrita anteriormente por Gharavi et al. (1987)"°,

Fator Reumatoide — Foi utilizada técnica de Nefelometria e considerado positivo se o titulo

fosse maior que 40 Ul/ml e negativo se abaixo do mesmo valor.

4.5 Pesquisa do Complemento sérico

Para pesquisa da fracdo de complemento C3 foi utilizada técnica de Imunoturbidimetria e os
valores referenciais foram os titulos entre 90,0 a 180,0 mg/dl; sendo considerados com

diminuig¢do da fracdo do complemento, os soros cujo titulo fosse menor que 90,0 mg/dl.

Para pesquisa da fracdo de complemento C4 foi utilizada técnica de Imunoturbidimetria e os
valores referenciais foram os titulos entre 10,0 a 40,0 mg/dl; sendo considerados com

diminui¢do da fragdo do complemento, os soros cujo titulo fosse menor que 10,0 mg/dl.
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4.6 Analise Estatistica

Foi utilizado o célculo da média para os dados sécio-demogréficos.

Foi determinada a freqiiéncia dos auto-anticorpos na sua totalidade e de cada um
deles, na amostras dos soros dos pacientes da pesquisa e comparados com os dados da
literatura.

A comparacdo entre os pacientes portadores de leishmaniose visceral e aqueles
portadores de leishmaniose tegumentar, em relagdo as varidveis idade, concentragdo de
Complemento C3 e C4, foi realizada por meio do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

A avaliacdo da relagdo entre o tipo de leishmaniose e as varidveis sexo, procedéncia, e
resultados dos testes (anticorpo anti-Leishmania, anticorpo anti-Sm, anticorpo anti-RNP,
anticorpo anti-SSA, anticorpo anti-SSB, anticorpo anti-cardiolipina IgM, fator reumatdide e
complemento C3 e C4), foi realizada por meio do teste exato de Fisher. O mesmo teste foi
utilizado para avaliar o tipo de leishmaniose e a coincidéncia entre o teste de fator anti-nuclear
e os testes para anticorpo anti-cardiolipina IgM, anticorpo anti-cardiolipina IgG, fator
reumatoide, complemento C3 e complemento C4.

A avaliagdo da relacdo entre o tipo de Leishmaniose e as varidveis fator anti-nuclear,
anticorpo anti-DNA e anticorpo anti-cardiolipina IgG, foi realizada por meio do teste do qui-
quadrado.

A comparagdo de percentuais de casos positivos, entre os pacientes dos dois tipos de
leishmaniose avaliado neste estudo, para as varidveis anticorpo anti-Leishmania e
complemento C3, foi realizada por meio do teste z. O mesmo teste foi utilizado para a
comparagdo de percentuais, entre pacientes dos dois tipos de leishmaniose, para resultados
coincidentes entre fator anti-nuclear e as varidveis IgM, IgG, complemento C3 e
complemento C4.

Os demais resultados das varidveis avaliadas neste estudo foram apresentados na
forma de estatistica descritiva ou na forma de tabelas e gréaficos.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o “Software” SigmaStat, versdo 2.0,

€C_.9

considerando diferencas e relacdes significativas quando o valor de “p” foi menor que 0,05"".
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5. INSTRUMENTOS DE AVALIACAO

5.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 1)

O autor elaborou o Termo de Consentimento de acordo com as normas do Conselho
Nacional de Saude (www.bioetica.ufrgs.br/res25197.htm). O mesmo encontra-se exposto no

Apéndice 1.

5.2 Ficha de avaliaciao (Apéndice 2)

Consistiu de instrumento desenvolvido pelo autor para avaliagdo dos dados de
identificacdo e das manifestacdes laboratoriais dos pacientes selecionados. E composta por
diversos itens tipicamente agrupados em categorias, cada uma delas planejada com o objetivo
de avaliar o diagnostico dos pacientes, freqiiéncia de auto-anticorpos e dosagem do

complemento sérico.
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6. RESULTADOS

6.1 Dados Socio-Demograficos

Neste estudo foram avaliados 90 pacientes sendo que destes 50,0% (n=45) eram
portadores de leishmaniose visceral e 50,0% (n=45) eram portadores de leishmaniose
tegumentar.

De forma geral, a idade dos pacientes variou entre 12 e 76 anos, sendo a idade média
de 35,43+16,79 anos (média + desvio padriao da média).

A idade dos pacientes portadores de leishmaniose visceral variou entre 12 e 76 anos,
sendo a idade média de 35,67+19,55 anos. Ja a idade dos pacientes portadores de
leishmaniose tegumentar variou entre 14 e 67 anos, sendo a idade média de 35,20+13,72 anos.
Nao houve diferenca significante entre os pacientes portadores de leishmaniose visceral e
aqueles com leishmaniose tegumentar, em relagdo a idade (teste de Mann-Whitney, p=0,58).

Entre os pacientes com leishmaniose visceral (n=45), 48,9% (n=22) eram do sexo
feminino e 51,1% (n=23) eram do sexo masculino. J4 entre os pacientes com leishmaniose
tegumentar, 51,1% (n=23) eram do sexo feminino e 48,9% (n=22) eram do sexo masculino.
Nao houve diferenca significante entre o tipo de leishmaniose e o sexo dos pacientes

avaliados neste estudo (teste exato de Fisher, p=1,00).

6.2 Procedéncia

Dos pacientes portadores de leishmaniose visceral (n=45), 62,2% (n=28) eram
provenientes da micro-regido de Campo Grande, 11,1% (n=05) eram da micro-regido de
Aquidauana, 8,9% (n=04) eram da micro-regido de Trés Lagoas, 8,9% (n=04) eram da micro-
regido de Dourados, 6,7% (n=03) eram da micro-regido de Iguatemi e 2,2% (n=01) era da
micro-regido de Bodoquena. Neste estudo ndo foram observados pacientes com leishmaniose

visceral nas micro-regides de Alto Taquari, Baixo Pantanal, Cassilandia, Nova Andradina e
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Paranaiba. Ja entre os pacientes portadores de leishmaniose tegumentar (n=45), 68,9% (n=31)
eram provenientes da micro-regido de Campo Grande, 11,1% (n=05) eram da micro-regido de
Aquidauana, 8,9% (n=04) eram da micro-regido de Trés Lagoas, 6,7% (n=03) eram da micro-
regido de Dourados e 4,4% (n=02) eram da micro-regido de Iguatemi. Neste estudo ndo foram
observados pacientes com leishmaniose tegumentar nas micro-regidoes de Alto Taquari, Baixo
Pantanal, Bodoquena, Cassilandia, Nova Andradina e Paranaiba. Estes dados estio
apresentados na Tabela 1 e na Figura 1.

Dos 45 pacientes portadores de leishmaniose visceral, 62,2% (n=28) eram
provenientes da micro-regido de Campo Grande, sendo que os demais 37,8% (n=17) eram das
demais micro-regides de Mato Grosso do Sul. Por outro lado, entre os pacientes com
leishmaniose tegumentar (n=45), 68,9% (n=31) eram provenientes da micro-regido de Campo
Grande e 31,1% (n=14) eram provenientes das demais micro-regides do estado. Ndo houve

diferenca significante entre o tipo de leishmaniose e a procedéncia dos pacientes (teste exato

de Fisher, p=0,52).



Tabela 1 - Frequéncia relativa e absoluta de pacientes com leishmaniose visceral ou
tegumentar, de acordo com a micro-regido de Mato Grosso do Sul. (n=90)

Micro-regiao

Alto Taquari
Aquidauana
Baixo Pantanal
Bodoquena
Campo Grande
Cassilandia
Dourados
Iguatemi
Nova Andradina
Paranaiba

Trés Lagoas

Total

Visceral

0,0% (00)*
11,1% (05)
0,0% (n=00)
2,2% (n=01)
62,2% (n=28)
0,0% (n=00)
8,9% (n=04)
6,7% (n=03)
0,0% (n=00)
0,0% (n=00)
8,9% (n=04)

100,0% (n=45)

* Freqliéncia relativa (freqliéncia absoluta).

Leishmaniose

Tegumentar

0,0% (n=00)
11,1% (n=05)
0,0% (n=00)
0,0% (n=00)
68,9% (n=31)
0,0% (n=00)
6,7% (n=03)
4,4% (n=02)
0,0% (n=00)
0,0% (n=00)
8,9% (n=04)

100,0% (n=45)



37

Figura 1 - Mapa ilustrando as 11 micro-regides do Estado de Mato Grosso do Sul.
Fonte: Secretaria Estadual de Mato Grosso do Sul.

1 — Alto Taquari

2 — Aquidauana

3 — Baixo Pantanal
4 — Bodoquena

5 — Campo Grande
6 — Cassilandia

7 — Dourados

8 — Iguatemi

9 — Nova Andradina
10 — Paranaiba
11— Trés Lagoas
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6.3 Anticorpos anti-Leishmania

Todos os pacientes que eram portadores de leishmaniose visceral (100,0% - n=45)
apresentavam titulacdo de anticorpos anti-Leishmania positiva (>1/80). Por outro lado, entre
os portadores de leishmaniose tegumentar, 37,8% (n=17) dos pacientes apresentavam
titulacdo de anticorpos anti-Leishmania negativa (<1/80) e 62,2% (n=28) deles apresentavam
titulagdo de soro anti-Leishmania positiva (>1/80). Houve uma diferenga significante entre o
tipo de leishmaniose e o resultado da titulacdo de anticorpos anti-Leishmania (teste exato de
Fisher, p<0,001), sendo o percentual de pacientes portadores de leishmaniose visceral com
anticorpos anti-Leishmania positivos significativamente maior do que o daqueles portadores

de leishmaniose tegumentar (teste z, p<0,001). Estes resultados estao ilustrados na figura 2.
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Figura 2 - Freqiiéncia relativa de pacientes com leishmaniose, em relacdo a presenca
do anticorpo anti-Leishmania. Cada coluna representa o valor percentual. * Diferencga
significativa em relagdo aos pacientes com leishmaniose tegumentar (teste z, p<0,001).
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6.4 Anticorpo anti-nuclear (FAN)

Entre os pacientes com leishmaniose visceral (n=45), 86,7% (n=39) apresentaram fator
anti-nuclear (FAN) negativo, 8,9% (n=04) com FAN indeterminado e 4,4% (n=02) com FAN
positivo. J& entre os pacientes com leishmaniose tegumentar, todos (100,0% - n=45)
apresentaram FAN negativo. Houve uma relacdo significativa entre o tipo de leishmaniose e o
resultado do teste de fator anti-nuclear (teste do qui-quadrado, p=0,04). Estes resultados estio

ilustrados na figura 3.
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Figura 3 - Freqiiéncia relativa de pacientes com leishmaniose, em relacdo ao Fator

anti-nuclear (FAN). Cada coluna representa o valor percentual.
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6.5 Anticorpo anti-DNA ds

Entre os pacientes com leishmaniose visceral (n=45), 93,3% (n=42) apresentaram
anticorpo anti-DNA ds negativo, 2,2% (n=01) com anticorpo anti-DNA indeterminado ¢ 4,5%
(n=02) com anticorpo anti-DNA positivo. Ja entre os pacientes com leishmaniose tegumentar,
todos (100,0% - n=45) apresentaram anticorpo anti-DNA negativo. N3o houve uma relagao
significativa entre o tipo de leishmaniose e o resultado do anticorpo anti-DNA (teste do qui-

quadrado, p=0,21).

6.6 Anticorpo anti-Sm

Todos os pacientes avaliados neste estudo (100,0% - n=90), independentemente do
tipo de leishmaniose (visceral ou tegumentar) apresentaram anticorpo anti-Sm negativo. Nao
houve uma relagdo significativa entre o tipo de leishmaniose e o resultado do anticorpo anti-

Sm (teste exato de Fisher, p=1,00).

6.7 Anticorpo anti-RNP

Em relagdo ao anticorpo anti-RNP, de todos os pacientes avaliados neste estudo,
apenas um (1,1%), com leishmaniose visceral, apresentou um valor indeterminado, sendo que
para os demais (98,9% - n=89) o teste foi considerado negativo. Nao houve uma relagio
significativa entre o tipo de leishmaniose e o resultado do anticorpo anti-RNP (teste exato de

Fisher, p=1,00).

6.8 Anticorpo anti-Ro (SSA)

Todos os pacientes avaliados neste estudo (100,0% - n=90), independentemente do

tipo de leishmaniose (visceral ou tegumentar) apresentaram anticorpo anti-SSA negativo. Nao
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houve uma relagao significativa entre o tipo de Leishmaniose e o resultado do anticorpo anti-

SSA (teste exato de Fisher, p=1,00).

6.9 Anticorpo anti-La (SSB)

Para o anticorpo anti-SSB, apenas um paciente (1,1%), com leishmaniose visceral,
apresentou um valor positivo, sendo que para os demais (98,9% - n=89) o teste foi
considerado negativo. Nao houve uma relagdo significativa entre o tipo de leishmaniose e o

resultado do anticorpo anti-SSB (teste exato de Fisher, p=1,00).

6.10 Anticorpo anti-cardiolipina IgM e IgG

Entre os pacientes com leishmaniose visceral (n=45), 93,3% (n=42) apresentaram
anticorpo anti-cardiolipina do tipo IgM (ACL IgM) negativo e 6,7% (n=03) apresentaram
ACL IgM positivo. J& entre os pacientes com leishmaniose tegumentar, todos (100,0% -
n=45) apresentaram ACL IgM negativo. Nao houve uma relagdo significativa entre o tipo de
leishmaniose e o resultado do anticorpo anti-cardiolipina do tipo IgM (teste exato de Fisher,
p=0,12).

Dos 45 pacientes com leishmaniose visceral, 73,3% (n=33) apresentaram anticorpo
anti-cardiolipina do tipo IgG (ACL IgG) negativo, 8,9% (n=04) apresentaram ACL IgG
indeterminado e 17,8% (n=08) apresentavam ACL IgG positivo. Ja entre os pacientes com
leishmaniose tegumentar, apenas um (2,2%) apresentou ACL IgG positivo, sendo que para os
demais (97,8% - n=44) a dosagem de ACL IgG foi considerada negativa. Houve uma relagéo
significativa entre o tipo de leishmaniose e o resultado do anticorpo anti-cardiolipina do tipo

IgG (teste do qui-quadrado, p=0,004). Estes resultados estdo ilustrados na figura 4.
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Figura 4 - Freqiiéncia relativa de pacientes com leishmaniose, em relagdo ao anticorpo
anti-cardiolipina IgG. Cada coluna representa o valor percentual.
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6.11 Fator Reumatoide (FR)

Entre os pacientes com leishmaniose visceral (n=45), 75,6% (n=34) apresentavam
fator reumatdide (FR) negativo e 24,4% (n=11) apresentavam FR positivo. Ja entre os
pacientes com leishmaniose tegumentar, 91,1% (n=41) apresentavam FR negativo e 8,9%
(n=04) apresentavam FR positivo. Nao houve uma relagdo significativa entre o tipo de

leishmaniose e o resultado para o fator reumatoéide (teste exato de Fisher, p=0,09).

6.12 Dosagem de complemento C3 e C4

Entre os pacientes com leishmaniose visceral (n=45), 86,7% (n=39) apresentaram
concentragdo de Complemento C3 maior ou igual a 90 mg/dl e 13,3% (n=06) apresentaram
concentragdo de Complemento C3 menor do que 90 mg/dl. J& entre os pacientes com
leishmaniose tegumentar, todos (100,0% - n=45) apresentaram Complemento C3 maior ou
igual a 90 mg/dl. Houve uma relagdo significativa entre o tipo de leishmaniose e a
concentragdo de Complemento C3 (teste exato de Fisher, p=0,01), sendo o percentual de
pacientes portadores de leishmaniose visceral com concentracdo de Complemento C3 menor
do que 90 mg/dl significativamente maior do que o daqueles portadores de leishmaniose

tegumentar (teste z, p=0,03). Estes resultados estdo ilustrados na figura 5.
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concentragdo de Complemento C3. Cada coluna representa o valor percentual. * Diferencga
significativa em relag¢do aos pacientes com leishmaniose visceral (teste z, p=0,03).
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Entre os pacientes portadores de leishmaniose visceral, a concentragdo de
Complemento C3 foi de 126,54+35,15 mg/dl, enquanto que para os pacientes portadores de
leishmaniose tegumentar ela foi de 121,78+6,53 mg/dl. Nao houve diferenga significativa na
concentragdo média de Complemento C3, na comparagdo entre os pacientes com
leishmaniose visceral e aqueles com leishmaniose tegumentar (teste de Mann-Whitney,
p=0,29).

Nenhum dos pacientes avaliados neste estudo, independente do tipo de leishmaniose,
apresentou concentra¢do de Complemento C4 menor do que 10 mg/dl. Os dados referentes a
freqiiéncia relativa e absoluta de pacientes com leishmaniose visceral e tegumentar, de acordo
com as varidveis avaliadas neste estudo, estdo apresentados nas tabelas 2 e 3.

Entre os pacientes portadores de leishmaniose visceral, a concentracdo de
Complemento C4 foi de 30,82+13,46 mg/dl, enquanto que para os pacientes portadores de
leishmaniose tegumentar ela foi de 29,77+3,63 mg/dl. Nao houve diferen¢a significativa na
concentracdo média de Complemento C4, na comparacdo entre 0s pacientes com

leishmaniose visceral e aqueles com leishmaniose tegumentar (teste de Mann-Whitney,

p=0,81).
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Tabela 2 - Freqiiéncia relativa e absoluta de pacientes com leishmaniose visceral e
tegumentar, de acordo com as varidveis avaliadas neste estudo.

Varia Leishmaniose Valor de

ariavel 6y
Visceral Tegumentar p

Sexo

Feminino 48,9% (n=22)* 51,1% (n=23) 1.00' NS

Masculino 51,1% (n=23) 48,9% (n=22) ’

Micro-regiao

Campo Grande 62,2% (n=28) 68,9% (n=31) 0.52! NS

Outra 37,8% (n=17) 31,1% (n=14) ’

Anticorpo anti-Leishmania

Negativo 0,0% (n=00) 37,8% (n=17) 1 o

Positivo 100,0% (n=45)  62.2% (n=28)  _0-001"Sig.

Fator anti-nuclear (FAN)

Negativo 86,7% (n=39) 100,0% (n=45)

Indeterminado 8,9% (n=04) 0,0% (n=00) 0,04” Sig.

Positivo 4,4% (n=02) 0,0% (n=00)

Fator reumatoide

Negativo 75,6% (n=34) 91,1% (n=41) 0.09' NS

Positivo 24,4% (n=11) 8,9% (n=04) ’

Concentracio de Complemento C3

> 90mg/dl 86,7% (n=39) 100,0% (n=45) 0,01' Sig

<90mg/dl 13,3% (n=06) 0,0% (n=00) ’ ]

Concentracio de Complemento C4

> 10mg/dl 100,0% (n=45) 100,0% (n=45) 1.00' NS

< 10mg/dl 0,0% (n=00) 0,0% (n=00) ’

* Freqiiéncia relativa (freqliéncia absoluta); NS=relacdo ndo significativa; Sig.=relagdo

significativa; ' Valor de

€C_.%

no teste exato de Fisher; * Valor de “p” no teste do qui-quadrado.



49

Tabela 3 - Freqiiéncia relativa e absoluta de pacientes com leishmaniose visceral e

tegumentar, de acordo com os auto-anticorpos avaliados neste estudo.

Variavel

Fator anti-DNA
Negativo
Indeterminado
Positivo

Leishmaniose

Visceral

93,3% (n=42)
2,2% (n=01)
4,4% (n=02)

Tegumentar

100,0% (n=45)
0,0% (n=00)
0,0% (n=00)

Valor de
“p”

0,212 NS

Anticorpo anti-Sm
Negativo
Positivo

100,0% (n=45)
0,0% (n=00)

100,0% (n=45)
0,0% (n=00)

1,00' NS

Anticorpo anti-RNP
Negativo
Positivo

97,8% (n=44)
2,2% (n=01)

100,0% (n=45)
0,0% (n=00)

1,00' NS

Anticorpo anti-SSA
Negativo
Positivo

100,0% (n=45)
0,0% (n=00)

100,0% (n=45)
0,0% (n=00)

1,00' NS

Anticorpo anti-SSB
Negativo
Positivo

97,8% (n=44)
2,2% (n=01)

100,0% (n=45)
0,0% (n=00)

1,00' NS

Anticorpo anti-cardiolipina IgM

Negativo
Positivo

93,3% (n=42)
6,7% (n=03)

100,0% (n=45)
0,0% (n=00)

0,12' NS

Anticorpo anti-cardiolipina IgG

Negativo
Indeterminado
Positivo

73,3% (n=33)
8,9% (n=04)
17,8% (n=08)

97,8% (n=44)
0,0% (n=00)
2,2% (n=01)

0,004 Sig.

* Freqiiéncia relativa (freqliéncia absoluta); NS=relacdo ndo significativa; Sig.=relagdo
significativa; ' Valor de “p” no teste exato de Fisher; > Valor de “p” no teste do qui-quadrado.
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6.13 Fatores de Concordancia entre o FAN e outros testes

Entre os pacientes portadores de leishmaniose visceral, houve uma correlagdo entre o
resultado observado no teste do fator anti-nuclear (FAN) e aquele observado no teste ACL
IgM em 84,4% (n=38) dos casos, e ndo houve correlagdo em 15,6% (n=07) dos casos. J& para
os pacientes portadores de leishmaniose tegumentar, a correlacdo entre ambos os testes foi de
100,0% (n=45) dos casos. Houve uma relagéo significativa entre o tipo de leishmaniose e a
correlacdo nos resultados entre o teste do fator anti-nuclear (FAN) e o teste do ACL IgM
(teste exato de Fisher, p=0,006), sendo, o percentual de correlacdo entre os resultados dos
testes, maior entre os pacientes portadores de leishmaniose tegumentar do que aquele
observado para os pacientes portadores de leishmaniose visceral (teste z, p=0,02). Estes

resultados estdo ilustrados na figura 6.
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Figura 6 - Freqiiéncia relativa de pacientes com leishmaniose, em relacdo aos
resultados entre Fator anti-nuclear (FAN) e o anticorpo anti-cardiolipina do tipo IgM (ACL
IgM). Cada coluna representa o valor percentual. * Diferencga significativa em relacdo aos
pacientes com leishmaniose visceral (teste z, p=0,02).



52

Entre os pacientes portadores de leishmaniose visceral, houve uma correlagdo entre o
resultado observado no teste do fator anti-nuclear (FAN) e aquele observado no teste ACL
IgG em 77,8% (n=35) dos casos, e ndo houve correlagdo em 22,2% (n=10) dos casos. Ja para
os pacientes portadores de leishmaniose tegumentar, a correlagdo entre ambos os testes foi de
97,8% (n=44) dos casos, e ndo houve correlagdo em apenas um caso (2,2%). Houve uma
relagdo significativa entre o tipo de leishmaniose e a correlagdo nos resultados entre o teste do
fator anti-nuclear (FAN) e o teste do ACL IgG (teste exato de Fisher, p=0,007), sendo, o
percentual de correlagdo entre os resultados testes, maior entre os pacientes portadores de
leishmaniose tegumentar do que aquele observado para os pacientes portadores de

leishmaniose visceral (teste z, p=0,01). Estes resultados estao ilustrados na figura 7.
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Figura 7 - Freqiiéncia relativa de pacientes com leishmaniose, em relacdo aos
resultados entre Fator anti-nuclear (FAN) e o anticorpo anti-cardiolipina do tipo IgG (ACL
IgG). Cada coluna representa o valor percentual. * Diferenga significativa em relagdo aos
pacientes com leishmaniose visceral (teste z, p=0,01).
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Entre os pacientes portadores de leishmaniose visceral, houve uma correlagdo entre o
resultado observado no teste do fator anti-nuclear (FAN) e aquele observado no teste do fator
reumatoide (FR) em 77,8% (n=35) dos casos, € ndo houve correlagdo em 22,2% (n=10) dos
casos. Ja para os pacientes portadores de leishmaniose tegumentar, a correlagdo entre ambos
os testes foi de 91,1% (n=41) dos casos, e ndo houve correlacdo em 8,9% (n=04) dos casos.
Nao houve uma relagdo significativa entre o tipo de leishmaniose e a correlacdo nos
resultados entre o teste do fator anti-nuclear (FAN) e o teste do fator reumatoide (teste exato
de Fisher, p=0,14).

Entre os pacientes portadores de leishmaniose visceral, houve uma correlagdo entre o
resultado observado no teste do fator anti-nuclear (FAN) e aquele observado no teste do
Complemento C3 em 77,8% (n=35) dos casos, € ndo houve correlagdo em 22,2% (n=10) dos
casos. Ja para os pacientes portadores de leishmaniose tegumentar, a correlagdo entre ambos
os testes foi de 100,0% (n=45) dos casos. Houve uma relacdo significativa entre o tipo de
leishmaniose e a correlagdo nos resultados entre o teste do fator anti-nuclear (FAN) e o teste
do Complemento C3 (teste exato de Fisher, p<0,001), sendo, o percentual de correlagdo entre
os resultados testes, maior entre os pacientes portadores de leishmaniose tegumentar do que
aquele observado para os pacientes portadores de leishmaniose visceral (teste z, p=0,003).

Estes resultados estdo ilustrados na figura 8.
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Figura 8 - Freqiiéncia relativa de pacientes com leishmaniose, em relacdo aos
resultados entre Fator anti-nuclear (FAN) e Complemento C3. Cada coluna representa o valor
percentual. * Diferenca significativa em relacdo aos pacientes com leishmaniose visceral

(teste z, p=0,003).
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Entre os pacientes portadores de leishmaniose visceral, houve uma correlagdo entre o
resultado observado no teste do fator anti-nuclear (FAN) e aquele observado no teste do
Complemento C4 em 86,7% (n=39) dos casos, € ndo houve correlacdo em 13,3% (n=06) dos
casos. Ja para os pacientes portadores de leishmaniose tegumentar, a correlagdo entre ambos
os testes foi de 100,0% (n=45) dos casos. Houve uma relagdo significativa entre o tipo de
leishmaniose e a correlagcdo nos resultados entre o teste do fator anti-nuclear (FAN) e o teste
do Complemento C4 (teste exato de Fisher, p=0,01), sendo, o percentual de correlagdo entre
os resultados dos testes, maior entre os pacientes portadores de leishmaniose tegumentar do
que aquele observado para os pacientes portadores de leishmaniose visceral (teste z, p=0,03).
Estes resultados estdo ilustrados na figura 9. Os dados referentes a freqliéncia relativa e
absoluta de pacientes com leishmaniose visceral e tegumentar, de acordo com o resultado

entre o teste FAN e outros testes, estdo apresentados na tabela 4.
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Figura 9 - Freqiiéncia relativa de pacientes com leishmaniose, em relacdo aos
resultados entre Fator anti-nuclear (FAN) e Complemento C4. Cada coluna representa o valor
percentual. * Diferenca significativa em relacdo aos pacientes com leishmaniose visceral

(teste z, p=0,03).
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Tabela 4 - Freqiiéncia relativa e absoluta de pacientes com leishmaniose, de acordo com o
resultado entre o teste FAN e outros testes.

T Leishmaniose Valor de

estes o9
Visceral Tegumentar ‘ p

FAN e ACL IgM

Coincidentes 84,4% (n=38) 100,0% (n=45) 0,006' Sig

Nao coincidentes 15,6% (n=07) 0,0% (n=00) ’ '

FAN e ACL IgG

Coincidentes 77,8% (n=35) 97,8% (n=44) 0,007' Sig

N3io coincidentes 22,2% (n=10) 2,2% (n=01) ’ ]

FAN e Fator reumatoide

Coincidentes 77,8% (n=35) 91,1% (n=41) 0.14' NS

Nao coincidentes 22,2% (n=10) 8,9% (n=04) ’

FAN e Complemento C3

Coincidentes 77,8% (n=35) 100,0% (n=45) <0,001" Sig

Nao coincidentes 22.2% (n=10) 0,0% (n=00) ’ '

FAN e Complemento C4

Coincidentes 86,7% (n=39) 100,0% (n=45) 0,01 Sig

Nao coincidentes 13,3% (n=06) 0,0% (n=00) ’ '

* Freqliéncia relativa (freqiiéncia absoluta); NS=relacdo ndo significativa; Sig.=rela¢do
significativa; ' Valor de “p” no teste exato de Fisher.
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7. DISCUSSAO

Neste estudo, procurou-se minimizar a ocorréncia de viés de sele¢do através da
avaliacdo de uma amostragem média (90 pacientes) e populagdo estatisticamente semelhante,
sendo que metade eram portadores de leishmaniose visceral e a outra metade, de leishmaniose
tegumentar. Desse modo foi possivel observar a produgdo de auto-anticorpos € complemento
em cada uma das formas da doencga, sem outros fatores de interferéncia.

Nao houve diferenga significativa entre os pacientes portadores de leishmaniose
visceral e aqueles com leishmaniose tegumentar em relagdo a idade ou o sexo neste trabalho,
sendo que a idade média encontrada foi de 35,43 anos e aproximadamente metade dos
pacientes de cada sexo. Fernandes (1990) observou incidéncia de 53 casos de leishmaniose
cutdneo-mucosa na regido de Nioaque (MS) durante o periodo de agosto de 1987 a julho de
1988, sendo que destes, ocorreu predominio na populagido jovem, menor de 20 anos de idade
(37,7%) e o mesmo autor também ndo encontrou predominio em relacdo ao sexo dos
individuos afetados'*®.

Nunes et al. (1995), em estudo epidemiologico sobre leishmaniose tegumentar na
regido de Corguinho (MS), encontraram a faixa etdria mais atingida pela parasitose entre 22 a
78 anos, com predominio de homens (75% dos casos)' ™.

Oliveira et al. (2006) estudando 149 casos de leishmaniose visceral no municipio de
Trés Lagoas (MS) durante periodo de 2000 a 2003, encontraram predominancia da faixa
etaria de 0 a 4 anos (28,2%), seguida pela de 30 a 60 anos (27,5%). Em relagdo ao sexo, os
mesmos autores encontraram predominio do sexo masculino em 71,1% dos casos™.

Em relagdo ao sexo, a literatura destaca o masculino como o mais susceptivel a
leishmaniose visceral e tegumentar, possivelmente devido aos hdabitos recreativos e
ocupacionais deste grupo, cujos individuos tém maior tendéncia de adentrar nas matas

140 141192 - Corroborando esta

silvestres e se expor ao habitat natural dos flebotomineos
observagdo, Dorval et al. (2006) relataram nove casos de leishmaniose tegumentar americana
em homens militares, ocorridos em uma unidade de treinamento militar localizada no
municipio de Bela Vista (MS), os quais desenvolviam treinamento em contato direto com o

: 14
solo e pernoitavam na mata'®.
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Por outro lado, tem-se observado recentemente uma mudanga no padrao de ocorréncia
da leishmaniose no Estado e no pais, com expansdo ¢ importante urbanizacdo da doenga, o
que pode contribuir para exposi¢io equivalente de ambos os sexos a doenga™”.

As micro-regides do Estado encontradas mais freqiientemente, com relagdo a
procedéncia dos pacientes do estudo, estio em consonancia com os dados da Secretaria de
Saude do Estado de Mato Grosso do Sul, que apontaram a ocorréncia de leishmaniose visceral
principalmente nos municipios de Campo Grande, Trés Lagoas e Aquidauana durante o
periodo de 2003 a 2007°°,

No presente estudo, todos os pacientes que eram portadores de leishmaniose visceral
apresentavam titulacdo de anticorpo anti-Leishmania positiva (>1/80). Com relacdo aos
portadores de leishmaniose tegumentar, 37,8% dos pacientes apresentavam anticorpos anti-
Leishmania negativa e 62,2% deles apresentavam positividade dos anticorpos. Schubach et al
encontraram 52,5% de positividade em anticorpos anti-Leishmania em pacientes com doenca
cutdnea ativa'*>. J4 Silveira et al encontraram 64,4% de positividade em 955 pacientes com

diagnéstico laboratorial positivo para leishmaniose cutanea'*’

. Atta et al estudando pacientes
com leishmaniose visceral, também encontrou positividade em 100% dos mesmos, no entanto
apresentou amostragem baixa de 9 pacientes''*. Pappas et al., em amostra de 42 pacientes,
encontrou sorologia positiva em 98% dos pacientes com leishmaniose visceral''. Na
literatura, o encontro de sorologia positiva anti-Leishmania predominante nos casos da forma
visceral, pode ser explicado pela evidéncia do padrio de resposta Th2 da doenca, com
ativacdo policlonal de linfocitos B e producdo de anticorpos especificos anti-Leishmania e
anticorpos com outras especificidades''*'%”.

Entre os pacientes com leishmaniose visceral encontrou-se fator anti-nuclear (FAN)
indeterminado em 8,9% dos casos, e positivo em 4,4% dos pacientes (com titulacdo maior que
1/160). Nao se encontrou na literatura nenhum outro trabalho comparando a positividade de
FAN em pacientes com leishmaniose visceral ou cutdnea. Deve-se considerar que 5% da
populacdo normal e até 13% da populacdo acima de 50 anos pode ter um teste positivo em
titulo baixo'>’. Virias possibilidades podem explicar a manifestagio de auto-anticorpos na
leishmaniose visceral. O mais aceito ¢ que a hipergamaglobulinemia que estd presente em
praticamente todos os pacientes com leishmaniose visceral, decorrente da grande producao de

anticorpos das classes IgG, IgM e IgA por ativacdo policlonal dos linfocitos B, ocasionando a

formagdo de anticorpos especificos e auto-anticorpos que estdo expressos em baixos niveis
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sob condicdes normais®®. Existe evidéncia que antigenos soliveis derivados do parasita de
Leishmania major e L. donovani sao mitogénicos ¢ desencadeiam a producdo de
imunoglobulinas com atividade de auto-anticorpos®.

Encontrou-se no estudo a presenca de anticorpo anti-DNA ds indeterminado em 2,2%
dos casos e positivo em 4,4% dos pacientes com leishmaniose visceral. Nao houve uma
relagdo significativa entre o tipo de leishmaniose e o resultado do anticorpo anti-DNA. No
entanto, o resultado mesmo que ndo significativo do ponto de vista estatistico, ¢ muito
relevante do ponto de vista diagnostico, pois € amplamente difundido que o anticorpo anti-
DNA dupla hélice € quase exclusivo de pacientes com diagnostico de LES e muito raro em

pessoas normaism

. Na fase de auto-imunidade patogénica inclusive, o aparecimento de anti-
DNA se correlaciona com o surgimento de sinais e sintomas no paciente que levam a
apresentacdo clinica ¢ ao diagnéstico'*’. O resultado pode ser explicado pela reatividade
cruzada dos anticorpos anti-DNA, que pode ocorrer quando se realiza a detec¢do do anticorpo
pela técnica de IF1 com Crithidia luciliae. Observa-se positividade do teste em pacientes com
leishmaniose, com formagdo de imagens atipicas e fluorescéncia em outras estruturas do
parasita'®.

Granel et al. (2000) relataram caso de paciente com leishmaniose visceral que
apresentava anti-DNA dupla hélice positiva, o qual desapareceu apds tratamento com
esterdides, antimoniais e posterior uso de anfotericina B lipossomal®’. Argov et al. (1989)
estudando 23 pacientes com leishmaniose visceral e 14 pacientes com leishmaniose cutinea,
ndo encontraram positividade de anti-DNA nos mesmos, apesar da producio de outros auto-
anticorpos nestes pacientes™.

Todos os pacientes avaliados neste estudo, independentemente do tipo de leishmaniose
(visceral ou tegumentar) apresentavam anticorpo anti-Sm negativo. Surpreendentemente,
Argov et al. (1989) encontraram positividade de anti-Sm em 7% dos pacientes com
leishmaniose cutinea e 83% dos pacientes com leishmaniose visceral”®. Os soros dos
pacientes eram provenientes da América do Sul (predominantemente Brasil), Africa e Asia
(principalmente da India). Mimetismo molecular entre antigenos da Leishmania sp. e
ribonucleoproteinas ¢ uma outra hipdtese levantada por Granel et al (2000), para explicar a
ocorréncia destes auto-anticorpos (anti-Sm, anti-RNP, anti-SSA e anti-SSB) em pacientes

infectados™’. A possibilidade que determinantes antigénicos sejam compartilhados entre Sm,
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RNP, SSB ¢ a Leishmania, é levantada pela inibicdo de auto-anticorpos para estes antigenos
nucleares por promastigotas intactas de Leishmania®®.

Em relagdo ao anticorpo anti-RNP, entre os pacientes avaliados neste estudo, apenas
um (1,1%), com leishmaniose visceral, apresentou um valor indeterminado, sendo que para os
demais o teste foi considerado negativo. Argov et al. (1989) encontraram positividade de anti-
RNP em 14% dos pacientes com leishmaniose cutanea e 86% dos pacientes com leishmaniose
visceral®®.

Todos os pacientes avaliados neste estudo, independentemente do tipo de leishmaniose
(visceral ou tegumentar) apresentavam anticorpo anti-SSA negativo. Para o anticorpo anti-
SSB, apenas um paciente (1,1%), com leishmaniose visceral, apresentou um valor positivo,
sendo que para os demais o teste foi considerado negativo. Argov et al. (1989) encontraram
positividade de anti-SSA e anti-SSB em 25% dos pacientes com leishmaniose cutinea e,
respectivamente em 36% e 73% dos pacientes com leishmaniose visceral®®.

Entre os pacientes com leishmaniose visceral 6,7% apresentavam anticorpo anti-
cardiolipina do tipo IgM (ACL IgM) positivo. No mesmo grupo, encontrou-se ainda
positividade do anticorpo anti-cardiolipina do tipo IgG (ACL IgG) em 17,8% dos casos. Nao
foi encontrado na literatura nenhum estudo com os anticorpos anti-cardiolipina para
comparagdo. Sdo relatados na literatura a presenca de anticorpos anti-cardiolipina em outras
doencas infecciosas'*. Repka et al. (2001) encontraram tais anticorpos em 8,34% dos
pacientes com hanseniase paucibacilar, além de positividade em 80,77% dos pacientes
multibacilares ndo tratados'*’. A origem da presen¢a dos anticorpos anti-cardiolipina em
pacientes com infec¢do tem sido debatida e varias hipoteses foram aventadas, entre as quais:
que se deva a ativagdo policlonal inespecifica de célula B; que o agente infeccioso tenha a
capacidade de se ligar aos fosfolipideos enddgenos tornando-os imunogénicos; que o agente
infeccioso produza dano endotelial expondo epitopos de fosfolipideos que desencadeardo a
resposta imunoldgica; que o aparecimento do anticorpo anti-cardiolipina se deva a reagdo
cruzada com anticorpos anti-DNA ds presentes; que os anticorpos anti-cardiolipina resultem
de uma reagdo cruzada com os proprios antigenos do agente infectante; que os anticorpos
anti-cardiolipina aparecam para atuar como agente de depuragdo, num processo adaptativo do
organismo em resposta a danos tissulares'** '’

A importancia do achado de anticorpos anti-cardiolipina em pacientes com

leishmaniose se deve ao fato dos auto-anticorpos estarem relacionados com mecanismos
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etiopatogénicos de trombose venosa e arterial *®. Terrazzano et al. em 2006, estudaram 33
cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum e encontraram em 63,3% deles a
presenca de anticorpos anti-plaquetas, sendo que a metade destes apresentava trombocitopenia
e sinais clinicos de doenca moderada a severa'*®.

Entre os pacientes com leishmaniose visceral 24,4% apresentavam fator reumatodide
(FR) positivo e 8,9% dos pacientes com leishmaniose tegumentar apresentavam FR positivo.
Estes auto-anticorpos sdo mais freqiientemente encontrados em Artrite reumatdide (AR), mas
podem ser observados em outras doengas auto-imunes, bem como em algumas infec¢des,
como por exemplo leishmaniose. O FR de pacientes com AR difere do anticorpo IgM anti-
IgG que é encontrado em doencas infecciosas'®.

Chabanne et al. (1993) detectaram fator reumatdide IgM e IgA por método de ELISA
em altos titulos em cies com leishmaniose visceral, respectivamente 45% e 30%"".

Atta et al. (2007) encontraram altos niveis de fator reumatdide IgM (100Ui/ml) em
90% dos pacientes estudados com leishmaniose visceral. Surpreendentemente, também foi
encontrado anticorpo IgG anti-CCP (citrulina) em 30% dos mesmos pacientes. Acredita-se
que estes anticorpos tenham alta especificidade diagnostica para AR e atualmente sdo usados
como bons preditivos de AR precoce. Esta producdo de anticorpos anti-CCP poderia ser
causada pela citrulinacdo de proteinas do hospedeiro durante infeccdo por Leishmania e
poderia representar um novo aspecto da imunopatogénese da leishmaniose visceral'®.

Relata-se na literatura a presenga de altos niveis de imunocomplexos circulantes em
pacientes com leishmaniose visceral e LES**°. Sinais de ativagio da cascata do complemento
foram observados em estudo de pacientes com leishmaniose visceral, em 43,4% dos casos
havia queda simultanea das fracdes C3 e C4, além de alteragcdo no teste CH100, sugerindo
ativacdo da via classica®.

Contrariamente ao trabalho citado, no estudo presente encontrou-se queda somente da
fracdo C3 de complemento em pacientes com leishmaniose visceral, que sugere ativagdo da

via alternativa'*®

. Corroborando estes dados, Stebut (2007) encontrou ativa¢do do sistema de
complemento em modelos experimentais de leishmaniose, principalmente pela opsonizacio
da superficie do parasita com C3b"".

Sabe-se que alguns patdgenos intracelulares utilizam-se de moléculas regulatérias e
receptores do complemento como um meio de entrar nas células, como a Leishmania, que

desenvolve mecanismos para promover sua propria fagocitose, promovendo consumo de
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2 . .
1132 'Um outro mecanismo envolvido no consumo de complemento

fracdes do complemento
na leishmaniose pode ser atribuido a liberagdo de antigenos seqiiestrados durante agressdo
tecidual e rompimento de células do hospedeiro, com exposicdo de antigenos previamente

ocultos ¢ ativagdo do complemento®’.
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8. CONCLUSAO

Conclui-se desse modo que:

Os auto-anticorpos estatisticamente significantes, presentes em pacientes com
leishmaniose visceral, foram: FAN positivo (4,4%) ou em baixa titulacdo (8,9%) e
anticorpo anti-cardiolipina do tipo IgG positivo (17,8%) ou indeterminado (8,9%).
Encontrou-se, além disso, diminui¢do do complemento sérico C3 em 17,8% dos
pacientes e anticorpos anti-Leishmania >1/80 positivos em todos os pacientes com

leishmaniose visceral.

Na leishmaniose tegumentar ndo se encontraram alteragdes significantes com relagdo a

freqiiéncia de auto-anticorpos ou dosagem de complemento.

As caracteristicas dos pacientes com leishmaniose visceral e tegumentar, no que se
refere aos dados de identificacdo, foram idénticas, sendo a idade média de 35,43 anos.
Nao houve predominio estatistico em ambos os grupos com relacdo ao sexo dos
pacientes. Em ambas as formas da doenca, no que se refere a procedéncia dos
pacientes, encontrou-se predominancia da micro-regido de Campo Grande em mais de
60% dos casos, sendo que as outras regides principais de procedéncia dos pacientes

foram: micro-regido de Aquidauana (11,1%) e micro-regido de Trés Lagoas (8,9%).

A forma visceral de leishmaniose pode se correlacionar positivamente com a presenga
de auto-anticorpos, possivelmente pelo desencadeamento de wuma resposta

predominantemente humoral do Tipo Th2.

A forma tegumentar de leishmaniose se correlaciona negativamente com a presenca de
auto-anticorpos, possivelmente pelo desencadeamento de uma resposta

predominantemente celular do tipo Th1.
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10. APENDICES

APENDICE 01

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

APENDICE 1.1

CARTA DE INFORMACAO

Meu nome ¢ Alex Magno Coelho Horimoto e estou fazendo uma pesquisa para minha Tese de
Mestrado.

Convido o (a) senhor (a) para participar desta pesquisa que tem o titulo de: “FREQUENCIA
DE AUTO-ANTICORPOS E DOSAGEM DE COMPLEMENTO SERICO EM PACIENTES
COM DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE CUTANEA OU VISCERAL”.

Os participantes serdo pacientes de 12 a 80 anos, com diagnéstico de Leishmaniose Visceral
ou Tegumentar que fazem acompanhamento e tratamento da doenga no Hospital Universitario
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, de mar¢o de 2007 a marg¢o de 2008.

Estou pesquisando para conhecer sobre as manifestacdes clinicas e laboratoriais da
Leishmaniose Visceral e Tegumentar, contribuindo para o diagnostico precoce e melhoria da
qualidade do servigo e do atendimento aos pacientes.

Sua participacdo consiste em comparecer ao hospital para consulta clinica, em data e horario
que serdo marcados, permitir avaliagdo clinica com coleta de material para exames de sangue
e responder as perguntas do pesquisador para preenchimento de questionario.

Informo ainda que:
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e O (a) senhor (a) tem direito de ndo participar desta pesquisa, se assim o desejar, sem
prejuizo do seu tratamento.

e Os beneficios a serem esperados serdo de melhor reconhecimento da sua doenca e
tratamento mais precoce em outros pacientes.

e (aso aceite participar, garanto o anonimato e segredo quanto ao seu nome e informagdes
prestadas durante a entrevista. Nao divulgarei seu nome nem qualquer informacdo que possa
identifica-lo ou que estejam relacionadas a sua intimidade.

e (Garanto que ndo havera qualquer prejuizo ou alteragdo do seu tratamento por causa das
informagdes que serdo fornecidas pelo senhor (a).

e Garanto o esclarecimento antes e durante qualquer momento no decorrer da pesquisa se o
senhor (a) julgar necessdrio. Para tal fim deixo o telefone (67) 3345-3203 para
esclarecimentos e quaisquer duvidas.

e Todos os materiais e técnicas utilizados para a coleta de exames s3o seguros e
esterilizados, ndo representando risco a sua satude. Os riscos e desconfortos se relacionam com
a coleta de sangue, sendo que podera ocorrer ou ndo dor durante a coleta e formacdo de
hematoma no local da pun¢do. Nao sdo esperados outros riscos com a sua participagao.

e Mesmo tendo aceitado participar, se por qualquer motivo resolver desistir, mesmo durante
o andamento da pesquisa, tem toda a liberdade para retirar seu consentimento.

e Este Termo de Consentimento sera feito em duas vias, sendo que uma delas ficara em

poder do senhor (a), e a outra copia serd arquivada por periodo de 5 anos.

Espero poder contar com sua colaboragdo, a qual desde ja agradeco.
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APENDICE 1.2

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu concordo em
participar do estudo sobre “FREQUENCIA DE AUTO-ANTICORPOS E DOSAGEM DE
COMPLEMENTO SERICO EM PACIENTES COM DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE
CUTANEA OU VISCERAL”. Autorizo a utilizagdo dos dados coletados para a realizagdo do

estudo. Tenho conhecimento do seu carater cientifico, dos objetivos, método de coleta de
dados (entrevista, exame clinico e laboratorial, preenchimento de questionario) e condi¢des de
seguranca, sendo minha participacdo estritamente voluntdria. Estou ciente de que as
informagdes serdo tratadas de forma andnima e sigilosa e de que ndo sofrerei nenhum tipo de

sansdo ou prejuizo, caso me recuse a participar.

Assinatura

Campo Grande, / /

Testemunhas:
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APENDICE 2

FICHA DE AVALIACAO

FREQUENCIA DE AUTO-ANTICORPOS E DOSAGEM DE COMPLEMENTO SERICO
EM PACIENTES COM DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE CUTANEA OU
VISCERAL

Codigo do paciente:

Data de nascimento: Idade:
Sexo: () feminino ( ) masculino
Naturalidade: Procedéncia:

Diagnostico de Leishmaniose: VISCERAL () TEGUMENTAR ()
Meétodo: Sorologia () Cultura () Bidpsia cuténea ()

Exames laboratoriais:

FAN: titulo: padrao:

VHS inicial:
PCR inicial:
AGPA inicial:
C4:

C3:

() DNA ()Sm () RNP () Ro (SSA) () La(SSB)
() anti cardiolipina () IgM () IgG

() Fator Reumatoide () VDRL () outros




11. ANEXOS

ANEXO A

CERTIFICADO DE COMISSAO DE ETICA

o
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ANEXO B

CERTIFICADO DE TRABALHO ENVIADO PARA PUBLICACAO
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