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RESUMO

M ARCADORES CLINICO-LABORATORIAIS E IMUNOLÓGICOS D A  RESPOSTA  
TERAPÉUTICA NA LEISHM ANIOSE VISCERAL H UM AN A EM CRIANÇAS E ADULTOS. 
ARLENE DE JESUS MENDES CALDAS. Realizou-se estudo prospectivo com 23 pacientes, 
sendo 14 crianças e 9 adultos com leishmaniose visceral (LV), em São Luis-M A no período de 
julho de 2000 a agosto de 2002, com o objetivo de avaliar os aspectos clinico-laboratoriais e 
marcadores precoces de eficácia terapêutica na LV, em crianças e adultos, antes e após o 
tratamento. Utilizou-se urna ficha-protocolo para coleta dos dados clinico-laboratoriais. Realizou- 
se avaliação imunológica através do teste de mzyme linked immunosorbent assay (ELISA) das 
concentrações de imunoglobulinas (IgG, IgG l, IgG2, IgG3, IgG4 e IgE), citocinas (IFN-y, TNF- 
a  e IL-10) em sobrenadantes de células mononucleares de sangue periférico (CMSP) estimulados 
com antígeno de Leishmania e citocinas plasmáticas (IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-12p40) no dia 
zero, no término do tratamento (30 dias) e após o tratamento (120 e 210 dias), bem como 
realização da intradermorreação de Montenegro (IDRM) e blastogénese com antígeno de 
Leishmania. A duração da doença, linfoadenopatia e sangramento foram estatisticamente 
significantes no grupo de adultos, hepatomegalia e palidez cutáneo-mucosa, significantes no 
grupo de crianças. Observou-se diferença significante entre os dois grupos no percentual de 
variação (valor final m enos valor inicial, dividido pelo valor inicial) dos segmentados, linfócitos 
e velocidade de hemossedimentação, bem com o as concentrações de IgG, IgG l, IgG3 e IgG4. A  
queda de IgG e IgG l foram mais acentuadas aos 120 dias, mas permaneceram detectáveis nos 
tempos avaliados. O aumento das concentrações de IgG parece ser devido a ativação policlonal 
de células B e a diferença entre os dois grupos, seja porque as concentrações séricas de IgG  
variam com a idade. A  maioria dos pacientes (91%) apresentou concentrações detectáveis de IgE 
antes do tratamento, mantendo-se inalterados nos tempos avaliados. Observou-se resposta 
linfoproliferativa em 14% dos indivíduos no término da terapêutica, e em 48%> aos 120 dias após 
o tratamento. Setenta e sete por cento dos pacientes converteram a IDRM após seis m eses de 
tratamento. A explicação para este achado seria a população de células participantes da IDRM  
diferente da envolvida na blastogénese. Detectou-se, na maioria dos individuos, elevadas 
concentrações plasmáticas de IFN-y (90%), IL-10 (90%) e IL-I2p40 (86%) no dia zero, com  
queda acentuada de IFN-y (43%) ao término do tratamento. Por outro lado, em sobrenadante de 
CMSP as concentrações de IL-10 encontravam-se elevadas e as de IFN-y não detectáveis, no dia 
zero. Em seguida, as concentrações de IL-10 declinavam e as de IFN-y aumentavam, à medida 
que avançava o tratamento. O TN F-a foi detectado somente em cultura de CMSP após o 
tratamento. Em conseqüência de uma resposta terapêutica favorável foi observada redução 
precoce da produção de citocinas plasmáticas tanto inflamatorias como supressoras. A  depressão 
da resposta imune celular presente nos pacientes de LV pode ser devida à predominância da 
atividade biológica de IL-10 e não á ausência de INF-y. As concentrações plasmáticas de citocina 
do tipo Thl (IFN-y) no dia zero e diminuição no término do tratamento, odem constituir-se num 
parâmetro de resposta à terapêutica na leishmaniose visceral humana.

Palavras-chaves: Leishmaniose visceral hiunana. Imunoglobulinas. Imunidade 
celular.



CLINICAL-LABORATORY AND IM MUNOLOGY MARKERS OF RESPONSE  
THERAPEUTIC IN H UM AN VISCERAL LEISHM ANIASIS IN CHILDREN AND ADULTS. 
A R LEN E DE JE SU S M E N D E S CA LD AS. A prospective study was conducted on 23 patients 
with visceral leishmaniasis (VL), including 14 children and 9 adults, in São Luis, Maranhão, 
during the period from July 2000 to August 2002, in order to determine clinical and laboratory 
aspects and early markers o f  therapeutic efficacy in children and adults with VL before and after 
treatment. A  protocol chart was used for collection o f  the following data clinical-laboratory. For 
immunological assessment, immunoglobulins (IgG, IgG l, IgG2, IgG3, IgG4 and IgE), plasma 
cytokines (IFN-y, TN F-a, IL-10 and IL-12p40) and Leishmania in antigen-stimulated peripheral 
blood mononuclear cell (PBM C) cytokines (IFN-y, T N F-a and IL-10) were determined by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) on days zero, 30 (end o f  treatment), 120 and 210  
(after treatment). In addition, the Montenegro skin test (MST) and blastogenesis with anti- 
Leishnmnia antigen were also performed. Disease duration, adenomegaly and bleeding were 
significant in the adult group, while hepatomegaly and mucocutaneous paleness were significant 
in the children group. A significant difference between the two groups was found in the percent 
variation (final values minus initial value divided by initial value) o f  segmented leukocytes, 
lymphocytes and erythrocyte sedimentation rate, as well as in the levels o f  IgG, IgG l, IgG3 and 
IgG4. In IgG and IgGl decreasing was more evident at 120 days, but both remained detectable at 
the other time points analyzed. The increase in IgG levels seem s to be the result o f  polyclonal B 
cell activation and the difference observed between the two groups can be due to the fact that 
serie IgG concentrations change with age. Most patients (91%) had detectable IgE levels before 
treatment, which remained unchanged at the time points studied. A  lymphoproliferative response 
was observed in 41% o f  patients at the end o f  treatment, and 48% in day 120 after treatment. The 
conversion o f  MST was observed in 77% o f  patients after 6 months o f  treatment, what could be 
explained by differences between the cellular population involved in MST and blastogenesis. in 
the most o f  patients was detected great plasmic levels o f  IFN-y (90%), IL-10 (90%) and IL-12p40 
(86%) in the day zero, with a significant decreasing o f  IFN-y (43%) in the end o f  treatment. On 
the other hand, PBMC levels o f  IL-10 were high on day zero, while IFN-y was undetectable. 
Subsequently, IL-10 levels declined and IFN-y increased with advanced treatment. TN F-a was 
only detected in PBMC cultures after treatment. The results indicate that a favorable therapeutic 
response leads to an early reduction in the production o f  both inflammatory and suppressive 
cytokines in plasma. The cellular immune depression observed in patients with VL might be due 
to a predominance o f  the biological activity o f  IL-10 and not to the lack o f  IFN-y. The high 
plasma levels o f  both Thl type (IFN-y, IL-12p40) and Th2 type (IL-10) cytokines on day zero 
and their decreasing at the end o f  treatment may represent good parameter to indicate the 
therapeutical efficacy in human VL.

Key words: Human visceral leishmaniasis. Immunoglobulin. Cellular immunity.

ABSTRACT



Introdução



As leishmanioses são doenças causadas por protozoários do gênero

I.eishmania e, clinicamente, podem se apresentar sob a forma visceral, cutânea, cutâneo- 

mucosa e mucosa. Constituem-se em importantes antropozoonoses amplamente distribuídas 

nos quatro continentes, predominando nas regiões tropicais e subtropicais, caracterizando-se 

como um grave problema de saúde pública em muitas regiões. Atualmente, encontra-se entre 

as seis doenças endêmicas de maior relevância no mundo (ORGANIZAÇÃO PAN- 

AM ERICANA DE SAÚDE, 1997; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000).

A Organização Mundial de Saúde (OM S) estima que existam cerca de 12 

m ilhões de indivíduos infectados e que 360 milhões encontram-se sob o risco de adquirir 

infecção por parasitas do gênero Leishmania; um a dois milhões de novos casos ocorrem 

anualmente, sendo que 500 mil apresentam a forma visceral da doença (ORGANIZAÇÃO  

PAN-AM ERICANA DE SAUDE, 1997; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000;)

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar já foi notificada em pelo menos 12 

países da América Latina. O Brasil responde por mais de 90% dos casos do continente, sendo 

que 94% dos casos do país são originários da região Nordeste (BRASIL, 2003). A  doença é 

descrita como própria de áreas montanhosas e de vales, de clima seco e precipitação 

pluviométrica anual inferior a 800mm. Entretanto, na década de oitenta, as transformações 

ambientais provocadas pelo processo migratório, com conseqüente aumento da concentração 

de moradias nas áreas peri-urbanas e esvaziamento rural, determinaram uma redução do 

espaço ecológico da doença, facilitando a ocorrência de epidemias e a nítida urbanização do 

calazar. Fato este exemplificado pela ocorrência dos surtos no Rio de Janeiro (RJ), Santarém 

(PA), Corumbá (M S), Teresina (PI), Natal (RN), São Luís (M A), Fortaleza (CE), Camaçari

1 I n t r o d u ç ã o
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(BA) e mais recentemente Três Lagoas (MG), Campo Grande (M S) e Palmas (TO) (VIEIRA 

& COELHO, 1998; BRASIL, 2003).

No período de 1991 a 2001 foram registrados no Brasil cerca 31.897 casos de 

LV, sendo que 62% dos casos ocorreram nos estados da Bahia, Ceará, Maranhão e Piauí. Ao 

analisar a evolução da LV no Brasil, observa-se a expansão geográfica no decorrer dos anos. 

Na década de 80 foram registrados casos em 17 unidades federadas e nos últimos anos da 

década de 90 foram registrados casos autóctones da doença nos estados de São Paulo, Mato 

Grosso e Tocantins, totalizando 19 unidades federadas com registro de casos autóctones da 

doença. N o  Brasil, aspectos geográficos, climáticos e sociais diferenciados, contribuem para a 

ampla distribuição da doença, envolvendo as regiões Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste 

(BRASIL, 2003).

No Maranhão, os primeiros relatos da LV datam de 1934. Posteriormente, 

FIQUENE (1964) e BRANDÃO (1974), confirmaram a presença da doença por meio do 

acompanhamento de pacientes procedentes do interior do Estado e de áreas peri-urbanas da 

Ilha de São Luís. Desde então os números vêm aumentando a cada ano. Em 1982, teve início 

um surto epidêmico que se manteve até 1986, com aproximadamente 1.124 casos. O pico da 

epidemia, no entanto, ocorreu em 1984, atingindo principalmente crianças menores de cinco 

anos procedentes da meso e micro região de São Luís - área litorânea ao norte do Maranhão 

(COSTA a/., 1995; NASCIM ENTO í?/a/., 1996; SILVA a/., 1997).

Durante a epidemia, algumas medidas de controle foram aplicadas nas áreas de 

risco, contribuindo para a diminuição dos casos durante os dois anos subseqüentes. Entretanto, 

em 1988, houve ascensão da doença no Estado, sendo registrados 1.796 casos até junho de 

1993, com maior expansão nos municípios da Ilha de São Luís (São Luís, São José de
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Ribamar e Paço do Lumiar), principalmente nas áreas peri-urbanas (COSTA et al., 1995; 

NASCIM ENTO etal^ 1996; SILVA í?/t?/., 1997).

SILVA et al. (1997) relataram que a implantação da doença no estado do 

Maranhão talvez tenha ocorrido devido a vários fatores, tais como, as condições climáticas e o 

alto índice pluviométrico; e melhora da economia do Estado na época, com a implantação de 

grandes projetos industriais que ocasionou a migração de grupos populacionais vindos de 

outras regiões em busca de emprego, os quais se estabeleceram em áreas peri-urbanas, 

vivendo em condições inadequadas de moradia, saneamento básico e higiene.

Atualmente, a doença apresenta quadro epidemiológico inquietante, pois, além 

do padrão de peri-urbanização atingindo principalmente os municípios localizados na Ilha de 

São Luís (São Luís, São José de Ribamar, Paço do Lumiar e Raposa), a doença tem se 

expandido a outros municípios do estado do Maranhão. Fato este demonstrado por notificação 

de casos em 50,2% (109 municípios) dos 217 municípios existentes, o que torna problemático 

o controle da doença no Estado.

A LV é causada por protozoários da família Trypanosomatidae, gênero

I.eishmania e são conhecidas três espécies como agentes etiològicos da doença: Leishmania 

(Leishmania) donovani, L.(L.) infantum e L.(L.) chagasi (SHAW, 1994). Existem algumas 

diferenças entre as formas da doença determinadas pelas espécies de Leishmania. A  

L. infantum (Mediterrâneo) e L chagasi (América do Sul e Central) acometem mais crianças, 

havendo uma predominância do sexo masculino, enquanto a L. donovani (Ásia, Oriente, 

África Central e Oriental) acomete mais adulto (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000; 

BRASIL, 2003).

A transmissão habitual ocorre, pela picada de flebotomíneos, de várias 

espécies, pertencentes a dois gêneros {Phlebotomus e Lutzomyia), com diferentes
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comportamentos e distribuição geográfica. Os flebotomíneos são insetos pequenos (1,5 a 2,5 

mm) com pêlos de coloração marrom ou preta. Podem ser identificados pela maneira como 

mantêm suas asas verticalmente sobre o tórax. Contudo, só as fêmeas alimentam-se de sangue 

dos mamíferos e, conseqüentemente, transmitem a Leishmania para o hospedeiro vertebrado 

(LAINSON et al., 1986). A transmissão congênita Leishmania tem sido descrita em vários 

continentes, porém ainda há dúvidas se realmente é possível a contaminação transplacentária 

(ISAM etaL, 1992; MORAES et a i, 1995).

As leishmania.v são parasitas dimórficos. Ao picar os reservatórios infectados, 

as fêmeas dos flebotomíneos adquirem as formas amastigotas do protozoário. N o intestino dos 

insetos, essas formas amastigotas transformam-se em promastigotas, e se dividem ativamente. 

No novo repasto, ocorre deposição de formas promastigotas infectantes juntamente com a 

saliva do flebotomíneo, no interior da derme do hospedeiro. As promastigotas constituem as 

formas infectantes do parasita que invadem as células do sistema fagocítico mononuclear, 

transformando-se em amastigotas no interior do vacúolo parasitóforo e se multiplicam até o 

rompimento dos mesmos, com a invasão de novos macrófagos (WORLD HEALTH  

ORGANIZATION, 1990; BRASIL, 2003).

O Lutzomyia longipalpis, o mais importante vetor da LV no Brasil, encontra-se 

bem adaptado ao dom icílio e peri-domicílio, tanto no meio rural como nas áreas peri-urbanas. 

No ciclo epidem iológico da LV, o vetor representa o elo entre os reservatórios e o homem, 

que se comporta apenas com o hospedeiro acidental da Leishmania chagasi, não parecendo 

assumir papel relevante na transmissão da doença no continente americano (COSTA et al, 

1990; REBÊLO et a i, 1996; BRASIL, 2003).

As raposas {Pseudolopex vetuhis e Cerdocyon thoiis) e os marsupiais 

{Didelphis alhiventris) têm sido identificados como reservatórios silvestres apresentando um
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papel de destaque tanto em áreas mrais como peri-urbanas, principalmente em decorrência das 

migrações e instalações não planejadas, assim com o da construção de galinheiros que atraem 

esses animais para as proximidades dos dom icílios em busca de alimentação. O cão (Canis 

famiUaris) é considerado a principal fonte de infecção, caracterizado como reservatório 

doméstico da L. chagasi. A sua participação é importante na urbanização da LV, pois além de 

conviver próximo ao homem contribui na dispersão da doença durante os processos 

migratórios (COSTA et a/., 1990; SHERLOCK & M IRANDA, 1992; MARZOCHI & 

MARZOCHI, 1994;R EB ÊL O í?/a/, 1996; SILVA í?/a/., 1997; BRASIL, 2003).

1.1 Aspectos imunológicos

o  principal mecanismo de defesa do hospedeiro contra Leishmariia é a 

imunidade celular. As formas promastigotas desencadeiam, inicialmente, no local da 

inoculação uma resposta inflamatória aguda inespecífica da qual participam fatores séricos 

(anticorpos e sistema complemento) e celulares como células natural killer (NK), 

polimorfonucleares (neutrófilos e eosinófílos) e macrófagos. Portanto, as formas 

promastigotas inoculadas que ainda estiverem no ambiente extracelular poderão ser destruidas 

e as fagocitadas formarão um vacúolo parasitóforo que sofrerá fusão com o lisossom o da 

célula, resultando em maior acidez no microambiente, e desta forma contribuindo para 

transformação da forma promastigota em amastigota, e conseqüentemente facilitando sua 

sobrevivência (ALEXANDER & RUSSEL, 1985; LAURENTL 1993; GREEN et a l, 1994; 

M URRAY & NATHAN, 1999)

Para dar inicio à resposta imune específica, células de Langerhans transportam 

parasitos e antígenos aos linfonodos regionais, sensibilizando as células T, as quais proliferam
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e ao liberarem linfocinas, regulam o potencial microbicida dos macrófagos. Entre os 

m ecanismos efetivos de defesa contra Leishmaiiia pode-se citar a ativação de macrófagos pelo 

interferon gama (IFN-y) e TN F-a, com conseqüente destruição de parasitas, e a citoxidade 

mediada por células NK ou células T citotóxicas (MOLL et a l, 1993; CARVALHO et 

a/., 1994).

O desenvolvim ento da imunidade mediada por células é fijndamental no 

controle da infecção leishmaniótica. Os modelos experimentais têm ajudado na compreensão 

da imunorregulação da LV ao longo dos últimos anos. M URRAY (1982) demonstrou que o 

parasitismo na LV está relacionado com a produção de um determinado perfil de citocinas 

pela célula hospedeira. N estes modelos há associação entre controle ou resistência à doença 

com resposta imune do tipo 1 (T h l), com produção de interleucina 2 (IL-2) e IFN-y. A 

susceptibilidade ao desenvolvim ento da doença, por sua vez, se relaciona à resposta tipo 2 

(Th2), com produção elevada de interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL- 

6) e interleucina 10 (lL -10) (B L O O M í??a/. 1990; PIRMEZ etal\993).

Distintos padrões de produção de citocinas por células T CD4+ caracterizando 

os subtipos Thl e Th2 descritos em m odelos experimentais, também, têm sido descritos em  

seres humanos (HOLADAY et a/., 1993; CENINI et al, 1993;). Entretanto, outros estudos em 

LV humana com células T CD4+ têm demonstrado a existência de um padrão ThO, no qual a 

dicotomia quanto à produção de citocinas não é tão evidente (SKEIKY et a l, 1995).

Na infecção humana porZ. chagasi a resposta do tipo Thl foi documentada em 

crianças infectadas capazes de controlar a infecção ou a doença mesmo na ausência de 

tratamento, indicando que a resposta celular é fundamental para impedir a multiplicação do 

parasita e conseqüentemente a progressão da doença (CARVALHO et a l, 1992).
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O ÍFN-y tem importante papel na defesa contra a Leishmania, induzindo a 

atividade leishmanicida dos macrófagos, aumentando a produção de metabólitos de oxigênio e 

nitrogênio, ativando as células NK, e também as células T citolíticas, induzindo a expressão 

de com plexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe I e II, e a secreção de TNF-a. 

As células T CD4+ e as células NK estimuladas por interleucina 12 (IL-12) produzem IFN-y, 

cuja presença, na infecção, juntamente com a IL-12, são importante na diferenciação de 

células T h l, embora alguns estudos experimentais demonstrem que não necessariamente a 

produção inicial de IFN-y implique nessa diferenciação (REINER et a l, 1994; MORRIS et 

al., 1994).

As células T CD4+ do subtipo T hl, além de IL-2 e IFN-y, produzem fator 

estimulador de colônias de macrófagos e granulócitos (GM-CSF), interleucina 3 (IL-3) e fator 

de necrose tumoral P (TNF-p), que são responsáveis pela imunidade mediada por células, 

estimulando também em camundongos a produção de imunoglubulinas G2a (IgG2a) que 

ativam o complemento e opsonizam os antígenos para fagocitose (M OSM ANN & 

COFFMAN, 1987).

D e modo análogo ao modelo murino, a infecção humana por Lchagasi 

apresenta-se sob várias formas clínicas, provavelmente na dependência da eficácia com que a 

imunidade celular do individuo age sobre o parasita no interior dos macrófagos. Estes, além 

das funções de processamento e apresentação do antigeno e citotoxidade, secretam citocinas 

com diversas ações biológicas, como o TN F-a e a IL-1 (SALOM ÃO et al., 1996)

O TN F-a, citocina produzida por macrófagos ativados, linfócitos T e células 

NK, também está associado com a LV doença, quando em níveis elevados, tendo sido descrita 

sua contribuição no quadro consumptivo de doenças infecciosas devido à ativação e produção 

de óxido nítrico em excesso, além de ser responsável por sinais e sintomas como febre,



anorexia, perda de peso, aumento do gasto energético, palidez cutâneo-mucosa e ativação 

policlonal de células B (BARRAL-NETTO etal, 1991a; SALOMÃO etal, 1996).

O fator (3 de crescimento e transformação (TGF-(3) inibe a atividade 

leishmanicida dos macro fagos, estando associada à desativação dos macrófagos, inibição da 

ação do IFN-y e redução da expressão de moléculas MHC classe II. A  IL-10 é outra citocina 

relacionada à inibição da resposta T h l, favorecendo a predominância do padrão Th2, levando 

a sobrevivência da Leishmania no interior de macrófagos, inibindo a síntese de citocinas 

produzidas por macrófagos como interleucina ip  (IL -ip), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 

(IL-8) e T N F-a (CARVALHO eí al., 1995). Ao contrário da IL-10 murina, a IL-10 humana 

parece agir deprimindo ambas as respostas Thl e Th2, atuando de modo mais abrangente na 

depressão da resposta imune celular induzida por antígenos (De PRETE etal, 1993).

A IL-12 é uma citocina produzida por células apresentadoras de antígenos 

(monócitos, macrófagos, células dendríticas e células B). Exerce funções biológicas múltiplas 

sobre as células T e NK, estimulando a produção de citocinas, principalmente, INF-y, 

induzindo a proliferação celular e citotoxidade, tendo um papel importante na diferenciação e 

expansão de células T CD4+ do tipo Thl (TRINCHEERI, 1996). A IL-12 ativa existe como 

um heterodímero de duas subunidades: uma de 35kD (p35) e outra de 40 kD (p40), ligadas por 

pontes de dissulfeto. Essas subunidades contêm regiões de homología compartilhada 

mutuamente, porém com características estruturais peculiares. A síntese de IL-12p40 parece 

restringir-se, em grande parte, aos fagócitos mononucleares e às células dendríticas ativadas, 

enquanto a IL-12p35 muitas células parecem sintetizá-la. A  IL-12p40 aumenta a resposta 

proliferativa e produção de IFN-y em pacientes com LV (BACELLAR et a l, 1996).

As células NK têm importante papel no início da infecção por Leishmania, 

respondendo rapidamente ao estímulo e não necessitando de sensibilização prévia
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(SCHARTON-KERSTEN et al., 1995). Essas células produzem citocinas como IFN-y e 

TN F-a, capazes, por sua vez, de inibir o crescimento do parasita no inicio da infecção, 

influenciando também na diferenciação de células T CD4+ para Thl (TRINCHIERI, 1996). 

Estudos experimentais demonstram que a presença de células NK durante a imunização em 

camundongos BALB/c com antigeno de L.major e IL-12 aumentou significativamente o 

desenvolvim ento de células T h l, já que a própria IL-12 apresenta também a capacidade de 

estimular a produção de INF-y por essas células (AFONSO et al., 1994).

Elevação simultânea de RNAm para citocinas do perfil tipo Thl (IFN-y) e tipo 

Th2 (IL-10) foi detectada em pacientes com leishmaniose tegumentar (LT) (SKEIKY et al, 

1995) e visceral (GHALIB et a/, 1993; KARP et a i, 1993), demonstrando que a dicotomia 

entre os dois perfis de produção de citocinas pelos linfócitos humanos pode não ser tão 

evidente quanto no modelo murino. Fato este, também, demonstrado por MEDEIROS et al. 

(1998) no plasma de pacientes com calazar, onde foram encontradas concentrações elevadas 

tanto de IFN-y com de IL-10 antes do tratamento, e com a instituição da terapêutica, as 

concentrações circulantes de IL-10 declinaram exponencialmente e, IFN-y não foi mais 

detectado após 7 a 14 dias de terapêutica.

A depressão da resposta imunológica mediada por células é marcante na LV, 

pois os individuos não respondem aos testes de hipersensibilidade tardia com antigenos de 

Leishmania (M ANSO N-BAHR, 1961; BA D  ARÓ et a i, 1985) durante a fase ativa da doença. 

Além disso, células mononucleares de sangue periférico (CM SP) destes pacientes quando 

estimuladas iti vitro com antígenos de Leishmania, apresentam resposta proliferativa 

significativamente inferior àquelas obtidas de individuos de grupo controle ou curados de 

calazar (CARVALHO et al, 1981; HOLADAY et a i, 1993a). Entretanto, linfócitos de 

pacientes com doença ativa são incapazes de produzir IFN-y e IL-2 (CARVALHO et al, 1985)
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e, quando estimulados com antígenos de Leishmania não são capazes de ativar os mecanismos 

de destaiição do parasita pelos macro fagos (BOGDAN et a l, 1990; CARVALHO et a i. 

1994), mas os fatores séricos presentes na doença ativa são capazes de suprimir a resposta 

proliferativa (BARRAL et al., 1986).

Portanto, a incapacidade do hospedeiro de desenvolver uma resposta 

imunológica eficaz à infecção por Leishmania está relacionada a diversos aspectos da 

imunidade celular, tais como: diferenciação dos linfócitos, apresentação dos antígenos, 

produção de citocinas e ativação dos mecanismos de lise dos macrófagos (CARVALHO et al., 

1981; KARP et a i, 1993; GHALIB et a i, 1993). A  reversibilidade desta imunossupressão 

após a terapêutica específica sugere uma participação importante do próprio parasita 

(CARVALHO et al., 1981). A quantidade de citocina disponível precocemente no local da 

infecção influenciará no padrão de secreção das mesmas e, conseqüentemente, no controle ou 

não da infecção.

O entendimento dos mecanismos envolvidos na regulação de citocinas perfil 

tipo Thl e Th2 e de seus efeitos sobre as células do sistema fagocitico mononuclear em 

pacientes com LV pode contribuir para uma melhor compreensão dos fenômenos 

im unobiológicos que ocorrem na doença.

Em decorrência da ativação de células B, a LV está associada não só a uma 

resposta de célula T ineficaz, o que pode ser comprovado por testes cutâneos de 

intradermorreação de Montenegro (IDRM) negativos e ensaios de linfoproliferação 

ineficientes, mas também à considerável indução da resposta humoral, com elevados títulos de 

imunoglobulinas inespecíficas (IgM  e IgG) ou específicas para Leishmania. A presença desses 

anticorpos, no entanto, apresenta papel pouco relevante no controle da infecção, podendo, 

inclusive, participar na expansão da infecção opsonizando as amastigotas e facilitando a
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fagocitose e infecção de novos macrófagos. Sua participação fica restrita, portanto, à interação 

inicial do parasito com elem entos inespecifícos da resposta inflamatoria (LIEW & 

O'DONNEL, 1993; ANAM  et a i, 1999)

A IgG humana consiste de quatro subclasses (IgG l, IgG2, IgG3 e IgG4) que 

diferem entre si nas estruturas e atividades biológicas. Em modelos experimentais, tem-se 

observado que o IFN-y induz a produção de IgG2a e IgG3 (FINKELMAN et a l, 1988; 

SNAPPER et al., 1992), enquanto IL-4 estimula a produção de IgG l e IgE (FINKELMAN et 

a i, 1986).

Existem vários estudos avaliando o efeito das citocinas sobre células humanas 

em diferentes doenças ou a diferentes antígenos. Assim, IL-4 e IL-13 relaciona-se com  

elevada produção de lgG 4 e IgE; IL-10 com elevada produção de IgG l e IgG3; INF-y com  

elevada produção de IgG2; TGF-P com elevada produção de IgGA (KAW ANO et a l, 1994). 

Em pacientes com infecções helmínticas IL-4 induz expansão de IgG4 e o INF-y exerce 

regulação negativa de todos os isotipos (KING & NUTM AN, 1993).

Na LV foram encontradas concentrações elevadas de IgG l nos soros de 

pacientes na fase aguda da doença, porém não houve diferença nas concentrações de IgG3 e 

IgG4 (SHIDDO et a/., 1996). Entretanto, na LTA níveis significantes de IgG l, IgG2 e IgG3 

foram detectados no soro de pacientes com forma cutânea localizada e as concentrações de 

IgG4 foram quase indetectáveis. Na forma mucosa predominou a subclasse IgG l e na forma 

difusa a subclasse IgG4, porém nesta última, também, as concentrações de IgG l e IgG2 foram 

elevadas (RODRIGUEZ et a i, 1996),
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1.2 Aspectos clínico-laboratoriais e tratamento

As alterações no organismo a partir da presença do parasita dependem da 

virulência da Leishmania e da imunidade inata ou adquirida desenvolvida pelo hospedeiro. 

Em decorrência dessa interação, parasita-hospedeiro, o espectro clínico é variável, evoluindo 

desde formas assintomáticas a manifestações clínicas discretas (oligossintomáticas), 

moderadas e graves (RODRIGUES DA SILVA, 1957; ORGANIZAÇÃO PAN­

AM ERICANA DE SAÚDE, 1997; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000; BRASIL, 

2003).

A forma assintomática é caracterizada pela ausência de manifestações clínicas. 

E identificada por meio de inquérito epidem iológico utilizando-se testes sorológicos anti- 

Leishmcmia ou IDRM. Em inquéritos sorológicos realizados em áreas endêmicas de LV, têm- 

se encontrado incidência de infecção variando de 4,6% a 28% (EVANS et a/., 1992; CALDAS 

et a /.,2001). Entretanto, a forma oligossintomática caracteriza-se pela presença de sinais e 

sintomas inespecíficos, discretos, de evolução prolongada, com o mal estar, perda de peso, 

febrícula, tosse seca, diarréia, hepatomegalia discreta e, eventualmente, esplenomegalia. As 

alterações laboratoriais são discretas, sendo as vezes confiindidas com infecções bacterianas 

ou virais (BADARÓ  et a i, 1986; EVANS e ta l, 1992; GAMA, 2001).

A doença clinicamente manifestada compreende o período inicial, período de 

estado e o período final. Estes períodos diferem entre si, basicamente, pelo tempo de 

evolução. Caracterizam-se por febre intermitente, progressivamente aparecem anorexia, 

fraqueza e emagrecimento, tosse, diarréia, perda de peso, palidez cutâneo-mucosa e 

hapatoesplenomegalia. Em caso de longa duração, a doença evolui para o período final com  

febre contínua e comprometimento mais intenso do estado geral, surgindo sinais de
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desnutrição, como cabelos secos e quebradiços, cílios longos e pele seca, bem com o icterícia, 

que é um sinal de mau prognóstico. Os exames complementares evidenciam anemia, 

trombocitopenia, leucopenia com predominância acentuada de células linfomonocitárias e 

inversão da relação albumina versus globulina, observa-se também alterações bioquímicas 

com elevação das concentrações das aminotransferases e bilirrubinas, e aumento discreto das 

concentrações de uréia e creatinina (PRATA, 1957; ORGANIZAÇÃO PAN-AM ERICANA  

DE SAÚDE, 1997; BRASIL, 2003).

As manifestações clínicas da LV em crianças e adultos apresentam pequenas 

diferenças (RODRIGUES DA SILVA, 1957; ZIJLSTRA et a l, 1992; HOHENSCHILD & 

FELDMEIER, 1995). Na criança, a instalação da doença é mais insidiosa, bem como a 

ocorrência de fenômenos prodrômicos como palidez, anorexia, m odificações do humor, 

sensação de fraqueza é mais freqüente. Por outro lado, nos adultos a anemia é menos 

proeminente e de progressão mais lenta, há maior freqüência de manifestações hemorrágicas.

Estudos realizados na Bahia em área endêmica de LV, estimaram que 7,5% dos 

indivíduos menores de 15 anos estão infectados por Leishmania. Os casos têm sido detectados 

na relação doença/infecção, numa proporção de 1:18,5 na Bahia, 1:11 no Ceará, 1:28 no 

Maranhão, e 1:260 no Piauí (BADARÓ  et a i, 1986; EVANS et al., 1992; CALDAS et a l, 

2001; WERNECK et a i, 2002).

O período de incubação da doença dificilmente consegue ser determinado, 

tendo em vista a impossibilidade de se precisar a data da inoculação da Leishmania, podendo 

variar de limites curtos (dez dias) a limites longos (três anos), porém a maioria dos casos varia 

de dois a quatro m eses (RODRIGUES D A  SILVA, 1957; WORLD HEALTH  

ORGANIZATION, 1990; BRASIL, 2003).
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N o Brasil, a doença acomete principalmente crianças com idade de zero a nove 

anos, sendo que 75% dos casos ocorrem em menores de cinco anos. A  maior suscetibilidade 

nesta faixa etária pode ser devido à imaturidade do sistema imune associada a um determinado 

grau de desnutrição, comum entre as crianças de áreas endêmicas de LV. Por outro lado, o 

envolvim ento do adulto tem importância significativa na epidemiologia da LV, pelas formas 

assintomáticas freqüentes e também pelos casos de doença neste grupo (BA D ARO et a i, 

1986; GRIMALDI JUNIOR, 1989; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000; BRASIL, 

2003).

A importância do estado nutricional na evolução da infecção pela Leishmania 

tem sido demonstrada através de vários estudos. CERF et al. (1987) sugerem que, em geral, a 

desnutrição pode ser responsável direta ou indiretamente pela disfunção imunológica, 

desempenhando papel importante na progressão para as formas graves de LV. BADARÓ  

(1988), por sua vez, relatou que crianças com dois anos de idade nos focos de maior 

incidência da doença, apresentam probabilidade de 10% de serem infectadas ^ox Leishmania, 

uma vez infectadas, a probabilidade de desenvolverem a doença será de 25%, subindo para 

50% se as mesmas forem desnutridas. N o entanto, EVANS et al. (1992) observaram que as 

crianças de área endêmica já apresentam certo grau de desnutrição crônica, não havendo 

diferença estatisticamente significante entre os grupos com diferentes evoluções. Resultado 

similar foi obtido por CALDAS et al. (2002), no Maranhão, que também não encontraram 

associação entre infecção por L.chagasi e desnutrição aguda ou crônica.

A desnutrição acentuada, acompanhada de hipoalbuminemia intensa com  

quadros de edema generalizado, e as infecções secundárias (broncopneumonias ou 

pneumonites virais) são complicações freqüentes nos pacientes com LV, sendo responsáveis
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por sua evolução fatal, juntamente com os quadros hemorrágicos (ANDRADE et al., 1990; 

G A R C Ê S eía /., 1990).

A LV pode se comportar como infecção oportunista, pois a doença tem sido 

documentada em indivíduos portadores de imunodeficiência como a Aids. A maioria dos 

relatos é em indivíduos adultos que muitas vezes estavam afastados da zona endêmica há um 

certo período de tempo. N esses casos, pode haver manifestações clínicas não usuais, como 

ausência de esplenomegalia e refratariedade ao tratamento com antimonial pentavalente 

(BRASIL, 2003).

Em estudos histopatológicos foi constatado um processo inflamatorio 

intersticial que atinge, dentre outros órgãos, o pulmão, causando a pneumonite intersticial 

atribuída à LV que se caracteriza por tosse seca, persistente, que surge no início da doença, 

permanece inalterada durante o período de estado e desaparece com o término da terapia anti- 

Leishmcmia. A persistência de material antigênico nos septos alveolares talvez seja 

responsável pela manutenção do processo inflamatório local, da mesma forma que a 

preferência de inflamação nos pulmões em relação a outros órgãos poderá ser explicada pelas 

alterações na dinâmica respiratória em virtude da pneumonia intersticial leishmaniótica 

(ANDRADE, 1959; GUERREIRO ííí a/., 1985; DUARTE a/., 1989).

O comprometimento inflamatório do interstício renal que é semelhante ao dos 

pulmões, ocorre devido á persistência de material antigênico relacionado a Leishmania em 

macrófagos ou na matriz extracelular que poderá ser responsável pela manutenção do 

processo inflamatório local e pela reatividade dos elementos intersticiais. Clinicamente, os 

pacientes com LV não exibem sinais ou sintomas específicos de comprometimento renal, 

apresentando somente proteinuria discreta. A  insuficiência renal aguda pode ocorrer quando
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nefrite intersticial moderada ou intensa se associa com isquemia renal (DUARTE & 

CORBETT, 1994; SALGADO FILHO etal, 2003).

N o trato gastrintestinal, detecta-se infiltração de macrófagos, com alterações na 

mucosa que levam aos episódios diarréicos. Quanto ao fígado e baço, observa-se hiperplasia e 

hipertrofía das células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) com intenso parasitismo, 

explicando os graus variados de hepatoesplenomegalia. A forma e a consistência do fígado 

são preservadas, com bordas regulares e superfície lisa, e o baço, freqüentemente atinge a 

fossa iliaca e apresenta consistência fírme (DUARTE & CORBETT, 1994; BITTENCOURT

& BARRAL-NETTO,1995).

O processo inflamatorio intersticial observado nas mucosas do trato 

gastrintestinal e no fígado, além do comprometimento inflamatório do interstício renal 

resultante do depósito de material antigênico, influenciam na hipoalbuminemia 

fi-eqüentemente encontradas nos pacientes com LV (MUGAI et al., 1983; BENH ANSSINE et 

a i, 1986). A adenomegalia é pouco expressiva na LVA. Os linfonodos encontram-se 

aumentados de volume e mostram proliferação e parasitismo de células do SFM. A 

proliferação folicular e a diferenciação de linfócitos em plasmócitos podem explicar a 

hipergamaglobulinemia na LV (DUARTE & CORBETT, 1994).

As principais alterações observadas nos exames complementares são 

leucopenia com linfocitose relativa, plaquetopenia e anemia, bem com o hiperglobulinemia, 

geralmente por ativação policlonal inespecífíca de linfócitos B, e hipoalbuminemia. A  

pancitopenia é de causa multifatorial, A anemia é devida ao bloqueio de produção na medula 

óssea, seqüestro esplénico e fenômenos de auto-imunidade. A trombocitopenia geralmente 

moderada é atribuída à diminuição de maturação medular e destruição periférica por 

mecanismos auto-imune. Embora esses exames não sejam específicos, quando associados à
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epidemiologia e ao quadro clínico tornam-se importantes para auxiliar no diagnóstico da LV  

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1990; BRASIL, 2003).

O diagnóstico definitivo da LV deve ser feito por meio da demonstração do 

parasita por exame direto ou cultura em material coletado da medula óssea, figado, baço e 

linfonodos. O aspirado esplénico é o método que oferece maior sensibilidade para 

demonstração do parasita, em seguida o aspirado de medula (CHULAY & BRYCESON, 

1983; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1990, 2000; BRASIL, 2003). Convém ressaltar 

que a presença do parasita nos exames parasitológicos é variável, por isso quando não for 

possivel visualizar a presença de Leishmania deve-se estabelecer o diagnóstico presuntivo 

baseado nos achados clínicos e sorológicos. Os testes sorológicos de imunofluorescência 

indireta (IFI) e Fjizyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) são os mais comumente 

utilizados no Brasil (W ORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000; BRASIL, 2003).

O teste de IDRM não é usado na prática clínica, pois geralmente apresenta 

resposta negativa devido à imunodeficiência celular observada nos pacientes durante a fase 

ativa da doença. Utiliza-se em inquéritos epidem iológicos para detecção de indivíduos 

infectados sem história prévia de doença ou para avaliar indivíduos já curados quanto à 

imunidade celular (B A D ARÓ et a i, 1986; WHITE JUNIOR et al., 1992; BRASIL, 2003).

Há evidências de que o teste de IDRM pode sensibilizar o indivíduo e fazer 

com que o mesmo se torne positivo em uma segunda ou terceira aplicação do antígeno 

(NASCIM ENTO et a i, 1993; JOSÉ et al., 2001; BORGES et a i, 2003). Por outro lado, 

SATTI et al. (2002) demonstraram que sucessivas aplicações de antígeno não modularam in 

vivo ou in vitro, resposta imune para o antígeno de Leishmania. Entretanto, parece relevante a 

relação entre o antígeno de Leishmania e o intervalo de tempo da realização dos testes.
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No tratamento da LV, as drogas de primeira escolha são os antimoniais 

pentavalentes (Sb*^) e de segunda escolha, a anfotericina B. O antimoniato-N-metil glucamina 

(Glucantime®) é o mais usado ñas Américas (Central e Sul) e em algumas regiões da Europa, 

enquanto o Stibogluconato de sodio (Pentostan®) é mais usado no Velho Mundo, Parece não 

existir diferenças quanto à eficácia terapêutica destas formulações. N o Brasil, a formulação 

disponível é o antimoniato-N-metil-glucamina (Glucantime®), e o esquema terapêutico 

recomendado pelo Ministério da Saúde, desde 1994, é de 20mg/Sb^Vkg/dia por 20 a 40 dias. 

Em casos não tratados, a LV doença pode levar o paciente à morte, porém com o tratamento 

devido a ação leishmanicida da droga atinge índices de cura em torno de 95% a 98%. O 

mecanismo de ação da droga ainda não está totalmente elucidado, mas sabe-se que atua nas 

formas amastigotas do parasita inibindo sua atividade glicolítica e a via oxidativa de ácidos 

graxos (BERM AN, 1988; BRASIL, 2003).

No Brasil, não há informação precisa do número de pacientes não responsivos 

ao tratamento com antimoniais. Parecem raros os fracassos terapêuticos, o surgimento de 

recidiva e a comprovação de resistência medicamentosa, quando se utiliza a dose de 

antimonio preconizada pela Organização Mundial de Saúde (OMS). Em termos de resistência 

parece não alcançar 5% dos doentes de leishmanioses no País (MARZOCHI et a i, 1985; 

SILVEIRA et al., 1993). Na índia, o percentual de não responsivos chega a 10% com o 

esquema preconizado pela OMS (20mg/Sb^Vkg/dia, no mínimo 20 e máximo 40 dias), no 

Quênia, com 30 dias de tratamento chega a 20% (THAKUR et a l, 1988; CHUNGE et a i, 

1990).

Os coeficientes gerais de mortalidade da LV no Brasil são relativamente 

baixos. Entretanto, na região Nordeste esses coeficientes são significativamente mais elevados 

que a média do Pais. Os coeficientes revelam um crescimento correspondente ao aumento da
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endemia, variando de 0,04/100.000 habitantes em 1980 para 0,09/100.000 habitantes em 1990, 

com 124 óbitos registrados nesse último ano. Desde então, mesmo que a incidência tenha 

aumentado, as taxas de mortalidade se mantiveram nas faixas de 0,06-0,08/100.000  

habitantes. Este fato sugere ter havido uma melhor atenção no atendimento dos casos, com 

diagnóstico mais ágil e tratamento mais oportuno e correto (VIEIRA & COELHO, 1998).

1.3 Marcadores de cura na leishmaniose visceral

Sabe-se das dificuldades em estabelecer parâmetros de cura que sejam 

objetivos, reprodutíveis e confiáveis para a LV. Na experiência de M ANSON-BAH R & 

HEICH (1956), não há critério infalível de cura, seja de ordem clínica, parasitológica ou 

sorológica, pois às vezes surgem recidivas após terapêutica adequada ou tratamentos 

aparentemente insatisfatórios serem seguidos de cura.

VERONESI (1954) e NEVES (1963), devido às dificuldades encontradas na 

avaliação de cura na LV estabeleceram alguns critérios, até hoje, recomendados pelo 

Ministério da Saúde (2003). A  febre desaparece por volta da primeira semana de tratamento, 

redução do baço em torno de 40% no final do tratamento, normalização ou melhora dos 

parâmetros hematalógicos (hemoglobina e leucócitos), a relação albumina versus globulina 

tende à normalização, e ocorre aumento progressivo de peso. O seguimento dos pacientes 

deve ser feito aos 3, 6 e 12 meses após o tratamento, e na última avaliação se o quadro 

permanecer estável, o paciente é considerado curado. O controle através de exame 

parasitológico (mielograma) não é recomendável. O aparecimento de eosinofilia ao final do 

tratamento ou ao longo dos seguimentos é sinal de bom prognóstico.
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Segundo a ORGANIZAÇÃO PA N-AM ERICANA DA SAÚDE (1997) um 

bom progresso clínico significa não recorrência de febre, aumento progressivo de peso e 

regressão da esplenomegalia. Além disso, os valores da hemoglobina e dos leucocitos totais 

deverão aumentar. A IDRM deverá positivar em 80% dos pacientes até 12 meses após o 

tratamento. Quanto às concentrações de IgG, NEOOY et al. (1986) observaram que há uma 

diminuição progressiva das concentrações de anticorpos e que a maioria dos indivíduos 

apresentaram diminuição mais acentuada após cinco meses do término do tratamento. 

Segundo os autores, estes achados podem ser usados como marcador sorológico para 

determinar a cura do calazar. ATTA et al. (1998), relataram que as concentrações de IgE 

específica para l.eishmaiiia encontram-se elevados durante a doença ativa porém diminuem  

após o tratamento, podendo inclusive servir como parâmetro para o diagnóstico de doença 

bem com o resposta evolutiva do tratamento.

Além dos parâmetros clínicos e sorológicos, recentemente, vários estudos têm 

tentado definir marcadores im unológicos de eficácia terapêutica que possam nortear a cura 

dos pacientes com calazar. BARRAL-NETTO et al. (1991a, 1991b) demonstraram que a 

redução nas concentrações séricas de TN F-a e na quantidade de receptor solúvel para IL-2 se 

constituem em bons marcadores de resposta ao tratamento. SCHRIEFER et al. (1995) 

sugerem que sIL-2R pode ser usado como marcador de resposta terapêutica. MEDEIROS et 

al. (1998) propuseram que a redução das concentrações de citocinas inflamatórias (INF-y) e 

supressoras (IL-10) durante o tratamento, podem constituir-se como bons parâmetros de 

resposta terapêutica no seguimento dos pacientes com LV. Isto porque com a instituição da 

terapêutica e melhora clínica dos pacientes, os autores observaram que as concentrações 

circulantes de IL-10 declinavam exponencialmente e, o INF-y não era mais detectado após 14 

dias de tratamento.
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N os últimos dez anos foram notificados 30.334 casos de LV no Brasil, sendo 

25.304 registrados somente no Nordeste, representando assim, as áreas de maior concentração 

da doença. Nesta década, a média anual de casos no País foi de 3.156 casos, e a incidência de 

dois casos/100.000 habitantes. A má qualidade de vida, problemas graves de ordem 

socioeconóm ica, falta de saneamento básico, promiscuidade, movimentos populacionais em 

busca de melhores condições de vida e as transformações ocorridas no meio ambiente, 

contribuíram para a ocorrência de epidemias (MONTEIRO et a l, 1994; BRASIL, 2003).

A LV no estado do Maranhão passou a ser considerada como problema de 

saúde pública a partir de 1982, quando foram diagnosticados 32 casos na Ilha de São Luís. A 

doença vem se expandindo e se urbanizando ao longo dos anos (COSTA et a i, 1995; SILVA 

et a/., 1997). Nos últimos dez anos foram notificados 4.155 casos da doença no Maranhão, 

correspondendo a 16,5% dos casos registrados no País (BRASIL, 2003).

Enquanto o número de casos aumentava as ações de controle sofriam 

descontinuidade. Em 1998 quase todas as atividades de rotina foram paralisadas, pela falta de 

insumos (inseticidas) e recursos para a realização dos convênios e conseqüente repasse de 

recursos aos municípios. Devido a esses problemas nos anos subseqüentes, 1999 e 2000, nos 

deparamos com o maior número de registro em toda a história da endemia no Estado, 724 e 

842 casos respectivamente, sendo que 42% dos casos notificados em 2000 eram da Ilha de 

São Luís, principalmente em crianças menores de cinco anos.

O foco de atenção tem sido direcionado para a importância do diagnóstico 

preciso e o mais precocemente possível, o tratamento adequado, os critérios de cura e 

acompanhamento dos pacientes com a finalidade de reduzir as taxas de letalidade e o grau de
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morbidade. Embora se tenha uma vasta literatura relacionada com a clínica, avaliação 

laboratorial e imunologia da LV, alguns aspectos da relação parasita/hospedeiro os quais estão 

envolvidos na progressão da infecção para a doença ainda não estão bem esclarecidos. A LV é 

mais freqüente em crianças menores de 10 anos no continente americano, o que difere da 

índia e do continente africano, nos quais a predominância é em adultos. Por outro lado, o 

envolvim ento do adulto tem repercussão significativa na epidemiología da LV no Brasil tanto 

pela alta prevalência de infecção assíntomática como pelas formas com expressão clínica mais 

grave.

Em função da alta prevalência da doença em crianças, os estudos clínicos e 

im unológicos estão mais voltados a essa faixa etária. Por outro lado, existem poucos relatos 

sobre o seguimento clinico-laboratorial e imunológico de indivíduos com LV antes e após o 

tratamento comparando crianças e adultos, bem como marcadores de eficácia terapêutica.

Atualmente, os critérios de cura utilizados no Brasil são essencialmente 

clínicos e as dificuldades em obter parâmetros que sejam objetivos e reprodutíveis são 

enormes. Portanto, a possibilidade de poder associar parâmetros clínicos com parâmetros 

im unológicos é de suma de importância para avaliação da resposta terapêutica e 

conseqüentemente repercutir num melhor controle da doença.

Em virtude do comportamento epidêmico da LV nos municípios da Ilha de São 

Luís e da necessidade de ampliar os conhecimentos clínico-laboratoriais e imunológicos da 

evolução da doença, faz-se necessária a realização do presente estudo com a finalidade de 

analisar os aspectos clínico-laboratoriais de crianças e adultos com LV e avaliar as 

concentrações de citocinas do perfil tipo Thl (IFN-y e IL-12p40) e tipo Th2 (IL-10), além das 

imunoglobulinas IgG e IgE antes do tratamento, no término do tratamento e após o tratamento
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específico, e conseqüentemente oferecer subsídios que possam nortear os critérios de cura e o 

seguimento evolutivo desses pacientes visando uma redução da morbimortalidade.



Objetivos
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3 OBJETIVOS

Geral

Avaliar os aspectos clínico-laboratoriais e marcadores precoces de eficácia terapêutica na 

leishmaniose visceral, em crianças e adultos.

Específicos

Analisar comparativamente os aspectos clínicos e os parâmetros laboratoriais de crianças e 

adultos antes do tratamento, no término do tratamento e após o tratamento;

Analisar as concentrações de IgG e IgE, e subclasses de IgG (IgG l, IgG2, IgG3 e IgG4) antes 

do tratamento, no término do tratamento e após o tratamento;

Avaliar a resposta linfoproliferativa e de hipersensibilidade tardia em crianças e adultos antes 

do tratamento, no término do tratamento e após o tratamento;

Determinar as concentrações plasmáticas e em sobrenadantes de cultura de células 

mononucleares do sangue periférico estimuladas com antigeno de Leishmania de citocinas do 

perfil tipo Thl (IFN-y e IL 12p40) e tipo Th2 (IL-10) bem como TN F-a antes tratamento, no 

término do tratamento e após o tratamento.



Material e Métodos
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4 MATERIAL E METODOS

Realizou-se estudo prospectivo com 23 pacientes com LV, procedentes da 

Ilha de São Luis-MA. O estudo foi realizado no período de julho de 2000 a dezembro de

2002 .

4.1 Descrição da área

4.1.1 Características da Ilha de São Luís

A Ilha de São Luís situa-se no litoral setentrional brasileiro a 2°32’S e 44” e 

43’W, sendo separada do continente pelo Estreito dos Mosquitos. E constituida por terras 

baixas (exceto a leste), elevando-se a uma altitude média de 4m acima do nível do mar onde 

está localizada São Luís, a capital do estado do Maranhão. O litoral é recortado com largos 

estuários e relevos residuais de pequena altitude. Limita-se ao norte com o Oceano Atlântico, 

a oeste com a Baía de São José de Ribamar e do Arraial, ao sul com Estreito dos M osquitos e 

a leste com a Baía de São Marcos.

A Ilha possui uma área territorial de 905 km^, compreendendo politicamente os 

municípios de São Luís, São José de Ribamar, Paço do Lumiar e Raposa. Apresenta uma 

população de 941.431 habitantes, sendo 780.833 habitantes do município de São Luís, 89.794 

de São José de Ribamar, 55.729 de Paço do Lumiar e 15.075 habitantes do município de 

Raposa (IBGE, 1998).

O relevo é constituído de sedimentos do Terciário, proveniente da erosão do 

“craton” de São Luís (Carbonífero e Permiano), com dunas e aluviões do Quaternário 

recobrindo as formações mais antigas. Compreende ainda áreas baixas de planície fluvio-
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marinhas, atingidas pela oscilação das marés, que durante á baixa mar deixa descoberta uma 

grande extensão de sedimentos argilo-arenosos (IBGE, 1998).

A vegetação é um misto da floresta latifoliada e o babaçual {Orbignya 

phalerala Martins), além da floresta paludosa marítima (os manguezais). Ultimamente, a 

ecologia da [lha vem-se modificando em função da demanda imobiliária e derrubadas 

constantes da vegetação. Os remanescentes da vegetação original são representadas por 

coberturas floristicas secundárias e extensas áreas de capoeiras baixas com intrusões de 

babaçu, com manchas de cerrados e formações pioneiras (campo e restingas) e, margeando os 

rios, onde ainda há matas ciliares, predominando os buritizais {Mauritia viniferd) e juçarais 

(Kulerpe oleraceae) (IBGE, 1998).

O clima é tropical quente e úmido, com duas estações bem definidas. A 

chuvosa, de janeiro a junho, onde os meses de março e abril são os mais importantes, 

concentrando em média, cerca de 94% do total anual das chuvas; a estação seca, de julho a 

dezembro, sendo os meses de setembro e outubro os mais secos, concentrando apenas 6% das 

chuvas anuais. O índice pluviométrico é elevado, em torno de 1.900mm anuais em média, a 

umidade relativa do ar é de ± 77,0%. A temperatura é elevada durante todos os meses do ano, 

sendo a mínima de 23,0 C° e a máxima de 33,3C°(média de 26°C) (IBGE, 1998).

4.2 População

A população foi constituída por 23 pacientes, sendo 14 crianças e 9 adultos, 

atendidos em unidades assistenciais vinculadas no Sistema Único de Saúde (SUS) no período 

de julho de 2000 a dezembro de 2001, e que preencheram os seguintes critérios de inclusão: 

residentes nos municípios da Ilha de São Luís (São Luís, São José de Ribamar, Paço do 

Lumiar e Raposa), diagnóstico confirmado de LV através da identificação de formas
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amastigotas de Leishmaiiia sp no aspirado de medula óssea em esfregaços corados pelo 

método de Giemsa, não ter iniciado tratamento para LV, e concordar em participar do 

estudo; e, de exclusão, a não adesão ao seguimento regular, definido como comparecimento 

aos retornos agendados.

Para cada paciente foi preenchido uma ficha-protocolo padronizada (ANEXO

I) constando dados de identificação, presença de animais no domicílio e vizinhança, queixas 

clinicas, exame físico, resultado de exames laboratoriais inespecificos (hemograma, 

proteinograma, aminotransferase e glicemia) e exame parasitológico de fezes.

4.3 Avaliação clínico-Iaboratorial e imunológíca

Todos os pacientes tiveram acompanhamento clínico-evolutivo a cada dez dias 

durante o tratamento, mensal até três meses após o tratamento, e posteriormente, de três em 

três meses até completar 12 meses. A avaliação clínica constava da sintomatologia referida 

pelo paciente ou descrita pelo responsável e exame físico completo incluindo medição do 

baço e do fígado, e aferição do peso. Os exames laboratoriais (hemograma, proteinograma, 

aminotransferase, uréia, creatinina e glicemia) foram realizados antes do tratamento (dia zero) 

e no término do tratamento (30 dias).

A avaliação imunológíca constou de pesquisa de anticorpos mú-Leishmania - 

imunoglobulinas (Ig) -  IgG e subclasses de IgG (IgG l, IgG2, IgG3 e IgG4), IgM e IgE pela 

técnica Knzyme linked inimunosorhent assay (ELISA), bem como da dosagem de cítocinas em 

plasma (IFN-y, IL-12p40, IL-10 e TN F-a) e em sobrenadante de CMSP (IFN-y, IL-10 e TNF- 

a ), IDRJVí e o teste de transformação linfoblástíca, realizada antes do tratamento (dia zero).
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término do tratamento (30 dias), e no seguimento (120 dias e 210 dias após o tratamento). 

Todos os pacientes foram submetidos ao teste anti-HIV para investigar possível co-infecção.

Os pacientes com anemia acentuada (hipocorado +++Z4+ e ou hemoglobina 

menor ou igual a 5g/dl), fenômenos hemorrágicos, diarréia grave, estado geral e ou nutricional 

comprometidos, infecção ou doença associada foram tratados em hospitais da rede pública do 

SUS. O esquema terapêutico utilizado foi o antimoniato-N-metil glucamina (Glucantime®), na 

dose de 20mg/Sb^7kg/dia, por no mínimo 20 e máximo 30 dias, conforme padronização do 

Ministério da Saúde (Brasil, 2003).

4.4 Descrição dos exames

Foram coletados 20ml de sangue periférico em tubos heparinizados antes do 

tratamento (dia zero), no término (30 dias) e após o tratamento (120 e 210 dias), e em seguida, 

encaminhados à temperatura aproximadamente de 4°C, em caixa térmica ao laboratório de 

Imunoparasitologia do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz/FIOCRUZ, Salvador-BA, para 

realização do teste de transformação linfoblástica com antígeno de Leishmania e detecção de 

anticorpos específicos de Leishmania das classes IgG, IgM e IgE e subclasses de IgG (IgG l, 

igG2, IgG3 e lgG4) bem como para dosagem das concentrações de citocinas (IFN-y, IL- 

12p40, IL -lO eT N F -a).
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4.4.1 Intradermorreação de Montenegro (IDRM)

o  antígeno solúvel de Leishmania foi preparado a partir urna cepa previamente 

caracterizada por anticorpos monoclonais e isoenzimas com L. chagasi (MHOMBr83BA-3). 

As formas promastigotas em cultura foram lavadas duas vezes com PBS pH 7,2 e rompidas 

pelo choque térmico e sonicação, centrifugadas a lO.OOOg por 30 minutos e do sobrenadante 

obtido foi determinado o conteúdo protéico pelo método de LOWRY el al. (1951). A solução 

foi ajustada à concentração de 250|j.g/ml (REED et al. 1986).

Para realizar o IDRM foi administrado 0 ,lm l do antígeno (concentração de 

250|a.g/ml em solução de PBS pH 7,2 com fenol a 0,4%) de antígeno de Leishmania a 3cm da 

dobra cubital no antebraço dos individuos, sendo a enduração mensurada após 48 horas. A 

leitura foi realizada pela técnica de SOKAL et al. (1975), e o teste considerado positivo 

quando a enduração foi igual ou maior a 5mm. Com a finalidade de avaliar, cronologicamente, 

o período de conversão da resposta do IDRM, realizou-se antes do tratamento, no término do 

tratamento, e a cada trés meses após o tratamento até a conversão do teste.

4.4.2 Teste de transformação linfoblástica (Linfoproliferação)

Células mononucleares do sangue periférico foram separadas através de 

centrifugação em gradiente de Ficoll. Em seguida foram lavadas e ressuspensas na 

concentração de lOVml, em meio RPMI suplementado com HEPES 25mM, L-glutamina 

2mM, gentamicina 50|j.g/ml e soro AB humano 10%. A suspensão celular foi distribuida em 

placas de 96 poços e cultivada em triplicatas sem estímulo (controle negativo), com antígeno 

de A. chagasi (5ng/ml), ou com ConA (5ng/ml), a 37°C com 5%C02. No quarto dia de
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incubação foram adicionadas às culturas, l|iC i de timidina tritiada (^H timidina- Dupont-NEN 

Research products), incubadas por 16h e coletadas. A incorporação de timidina foi 

quantificada em contador beta. Os resultados foram expressos por meio de índices de 

estimulação (lE), o qual representa a razão entre o valor de captação de timidina em cpm da 

cultura estimulada pelo cpm da cultura não estimulada. Considerou-se como existência de 

resposta linfoproliferativa ao antígeno de Leishmania quando o índice de estimulação era 

maior do que 5 (BADARÓ et a!., 1985).

4.4.3 Pesquisa de anticorpos mú-Leishmania

4.4.3.1 ELISA para detectar IgG total mú-Leishmania

Preparo do antígeno - A cepa (MHOMBr83BA-3) de L. chagasi foi cultivada em meio LIT 

(infusão de fígado e triptose) com 10% de soro bovino fetal. Após atingirem a fase 

logarítmica, as leishmânias foram lavadas com PBS (pH 7.2) e centrifugadas (20.000g) a 4"’C 

por dez minutos. Os parasitas lavados foram ajustados para a concentração de 5x1 O*’ 

parasitas/ml para o preparo do antígeno. Os parasitas foram Usados através de congelamento 

(nitrogênio líquido) e descongelamento rápido. O material foi centrifugado a 600g por 20 

minutos a 4“C. O sobrenadante (solução antigênica) foi estocado em pequenas alíquotas 

(100|j.g/ml) e, a sua concentração protéíca verificada através do método de LOWRY et al. 

(1951).

Reação - As placas (microtitulação Limbro/Titertek -  ICN BIOMEDICALS INC. Cat. N° 76- 

381-4) foram sensibilizadas com antígeno de L. chagasi na concentração de lO^g/ml 

(100|il/poço), diluído em tampão carbonato-bicarbonato 0,06M, pH 9,6 e incubadas durante a
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noite a 4"C. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS Tween a 0,05% e incubadas em soros 

diluídos 1;100 durante uma hora à temperatura ambiente. Após lavagem com PBS/Tween - 

0,05% foi adicionado o IgG anti-humano (cadeia gama especifico) conjugada a fosfatase alcalina 

(Sigma Chemical Company) diluida em 1/1000. A placa foi incubada a 37°C durante 1 hora. 

Após 3 lavagens, adicionou-se o substrato (p-nitrofenilfosfato. Sigma), diluído em tampão 

carbonato-bicarbonato/ M gCb , pH 9,6. Após 20 minutos à temperatura ambiente, a reação foi 

interrompida com adição de NaOH a 3M (BADARÓ et al., 1985). A leitura foi realizada em um 

espectrofotômetro multifocal para leitura de placas de microtitulação com filtro 405nm e o 

resultado expresso em densidade ótica (OD). A reação sorológica foi considerada positiva 

quando o nivel de absorbáncia (cut-oflf) era igual ou superior a 0,056, representando a média 

mais dois desvíos padrões das absorbáncias de 20 soros de individuos sadios não exposto a 

Leishmaiiia.

4.4.3.2 ELISA para detectar subclasses de IgG (IgGl, IgG2, Ig03 e 

IgG4) anü-Leishmania

As placas (microtitulação Limbro/Titertek -  ICN BIOMEDICALS INC. Cat. N° 

76-381-4) foram sensibilizadas com antígeno de L chagasi na concentração de 10|ig/ml, em 

tampão carbonato-bicarbonato 0,06M, pH 9,6 e incubadas por 2 horas a 37°C. Em seguida as 

placas foram transferidas para a geladeira e incubadas durante a noite (4°C). As placas foram 

lavadas e os sitios livres bloqueados com PBS + BSA 1% a 2TC  por duas horas. As amostras 

(plasma diluido 1:40) foram colocadas e incubadas a 4 T  durante a noite. Os anticorpos 

específicos para as subclasses IgG l (HP6069), IgG2 (HP6002) e IgG3 (HP6047) foram
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acrescentadas na diluição de 1:1000 e IgG4 (HP6023) na diluição de 1:500. Estes anticorpos 

foram obtidos do Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri, EUA). As placas foram incubadas a 

4°C durante a noite. A anti-IgG de camundongo conjugada á fosfatase alcalina (SIGMA) foi 

acrescentada na diluição de 1:1000 por 45minutos a 37°C . Após 3 lavagens com PBS-T 0,05%, 

foi feita a revelação com P-nitrofenilfosfato e interrompida com NaOH 3M (HUSSAIN et al., 

1994; SHIDDO et a!., 1996). A leitura foi realizada em um espectrofotômetro com filtro 405nm 

e o resultado expresso em densidade ótica (OD). O cut-oíF para IgG l foi considerado igual ou 

superior a 0,044; para IgG2 > 0,023; para IgG3 > 0,012 e IgG4 > 0,013, representando a média 

mais dois desvios padrões das absorbâncias de 20 soros de indivíduos sadios não expostos a 

Leishmania.

4.43.3 Detecção de IgE

P reparo  do R F- Para realizar a dosagem do isotipo IgE foi necessário depletar IgG para evitar a 

competição do mesmo sitio antigênico. Na depletação de IgG usou-se um produto contendo fator 

reumatóide (RF-Absorbent, Dade Behring) que se liga a IgG deixando livre o isotipo IgE. O RF 

liofilizado foi ressuspenso em 1,5 ml de água destilada estéril e dividido em alíquotas para 

armazenamento (-20°C). As amostras de plasma foram pré-diluidas em PBS pH 7,2 na diluição 

1:2. Esta mistura foi novamente diluída em RF (1:4) e deixada à temperatura ambiente por 15 

minutos. Após esta incubação, a mistura foi centrifugada a 13.000 rpm, durante 5 minutos a 4°C 

e o sobrenadante utilizado para a dosagem de IgE.

ELISA p a ra  IgE: A placa foi sensibilizada com 40|ag/ml de antígeno Lchagasi (lOOpil/poço), 

durante a noite a 4“C. Na etapa seguinte, lavou-se três vezes com PBS-T 0,05% (250^1/poço) e
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bloqueada com 250|.il/poço de PBS-T 0 ,1%, por 2h a 37'"C. Em seguida, os plasmas (diluidos em 

1;4) foram colocados (250|^l/poço) e incubados a 4°C durante a noite. Após 3 lavagens, o 

anticorpo anti-IgE conjugado a fosfatase alcalina (SIGMA) foi colocado (100|il/poço) e 

incubado por 2 horas a 37°C. Foram realizados (SIGMA). Após 30 minutos a reação foi parada 

com NaOH 3M (ATTA et al., 1998). A leitura foi realizada em espectrofotómetro utilizando-se 

luz visível no comprimento de onda de 405nm e o resultado expresso em densidade ótica (OD). 

Considerou-se a reação positiva quando o nivel de absorbáncia (cut-oñ) era igual ou superior a 

0,027.

4.4.4 Produção de citocinas por células mononucleares do sangue periférico 
(CMSP) e plasma

As células CMSP foram obtidas por passagem em gradiente de Histopaque 

(Sigma Diagnostics, St. Louis, MO). As células foram lavadas e ressuspensas na concentração 

de 3xlO^’cels/ml, em meio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY), contendo penicilina 

lOOU/L e estreptomicina 100}j.g/ml e suplementado com L-glutamina 300mg/ (Gibco, grand 

Island, NY), e 10% de soro humano AB. A suspensão celular foi distribuída em placas (Nunc- 

Immuno^'^ Plate PolySorp^*^ Surface -  Dinamarca) de 24 poços e cultivada sem estímulo 

(controle negativo), com antígeno de L. chagasi (10|^g/ml) ou com ConA (5|jg/ml), a 37°C 

com 5% CO2. Os sobrenadantes foram colhidos após 24, 48 e 96 horas para avaliação das 

citocinas, TN F-a, IL-10 e IFN-y, respectivamente, determinados através da técnica de 

Enzyme-Iinked immimosorhent assay de captura (ELISA sanduíche).
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4.4.5 Dosagem de citocinas no plasma e no sobrenadante de CMSP

As dosagens de citocinas do sobrenadante ou plasma dos pacientes foi 

realizado pela técnica de ELISA utilizando-se kits comerciais e seguindo as recomendações 

do fabricante (PharMingem, Sam Diego, CA). A leitura foi realizada em espectrofotômetro 

com filtro de 450nm e os resultados expressos em pg/ml baseados numa curva padrão. A 

sensibilidade para o teste de IFN-y - 8pg/ml, TN F-a - 10 pg/ml, IL-10 - 5pg/ml, IL-12 -

5 pg/ml.

4.5 Aspectos éticos

o  estudo foi apreciado e aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do 

Hospital Universitário Presidente Dutra-UFMA e todos os pacientes ou responsáveis por eles, 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (APÊNDICE).

4.6 Análise Estatística

Analisaram-se os dados nos programas EPI-INFO, versão 6.04b (CDC- 

Atlanta-EUA) e GraphPad Prism versão 2.0 (GraphPad Software INC, 1995). Para as 

variáveis idade e tempo de residência, calculou-se a média e o desvio padrão; para o sexo, a 

proporção. Em relação as variáveis epidemiológicas, reside em área endêmica, presença de
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cães, presença de raposa e flebotomíneos, animais na vizinhança e história de LV na familia, 

considerou-se a freqüência absoluta; e para as variáveis clínicas como febre, esplemomegalia, 

hepatomegalia, palidez cutâneo-mucosa, tosse, diarréia, adenomegalia, sangramento, 

pneumonia e parasitose intestinal, considerou-se a freqüência absoluta antes do tratamento. 

Para comparar essas variáveis entre crianças e adultos, utilizou-se o teste qui-quadrado e 

quando as freqüências esperadas eram inferiores a 5 foi utilizado o teste de Fischer.

Calculou-se o percentual de variação para algumas variáveis com parâmetros 

de normalidade diferentes por faixa etária: tamanho do fígado e baço, peso, dados 

hematológicos e bioquímicos (ANEXO II), dosagens de imunoglobulinas (ANEXO II). 

Considerou-se como percentual de variação, valor final menos o valor inicial dividido pelo 

valor inicial, e o resultado expresso em proporção. O valor inicial corresponde aos dados antes 

do tratamento e o final, ao término do tratamento. O percentual de variação negativo significa 

que o valor final foi menor que o inicial e o positivo, significa valor final maior que o inicial. 

O teste t de Student não pareado foi utilizado para comparar essas variáveis entre crianças e 

aduhos.

Na comparação dos exames laboratoriais, imunoglobulinas e citocinas antes e 

após o tratamento de cada grupo, utilizou-se o teste t de Student pareado, quando as 

observações apresentavam distribuição normal, e o teste não paramétrico de Wilcoxon para 

observações pareadas quando a distribuição não era normal. A normalidade foi avaliada pelo 

teste de Shapiro-Wilk. Quando o valor de “P” era menor ou igual a 0,05, considerou-se a 

diferença estatisticamente significante. Foram calculadas as médias para expressar os valores 

médios de densidade óptica (OD) do teste de ELISA para as imunoglobulinas e, em pg/ml 

para as citocinas. Na análise das imunoglobulinas e citocinas foram considerados somente 7 

pacientes adultos (retirado a paciente gestante e o paciente com HIV positivo).
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A duração do tratamento dos pacientes em ambulatorio foi de 20 dias, e em 

internação hospitalar, 30 dias. Todavia, como não houve diferença entre os dados dos 

pacientes com tratamento de 20 e 30 dias, decidiu-se considerar o término do tratamento 30

dias.



Resultados
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5.1 Aspectos clínico-laboratoriais

A análise prospectiva foi realizada com 23 pacientes com LV, sendo que 14 

(61%) eram crianças com idade entre um a nove anos (3,82 ± 2,39); destas, 78% eram 

menores de cinco anos de idade. Nove (39%) eram adultos entre 16 a 51 anos (27,44 ± 10,90). 

Dos 23 pacientes, 10 foram tratados em hospitais pertencentes ao Sistema Unico de Saúde 

(SUS) e 13 no ambulatorio de doenças infecciosas e parasitárias do Núcleo de Patologia 

Tropical da Universidade Federal do Maranhão-UFMA, em São Luis-MA.

Quanto ao género, a relação entre o sexo masculino: feminino nas crianças foi 

1:1 e nos adultos, 1,2:1. Em relação á ocupação, as mais freqüentes entre os adultos foram 

domésticas (33%), estivadores (23%), vigilantes, estudantes, eletricistas e sem ocupação (11%) 

respectivamente). As variáveis epidemiológicas não apresentaram diferença estatisticamente 

significante entre crianças e adultos (Tabela 1).

A duração da doença, desde o início dos sinais e sintomas até o diagnóstico, 

nas crianças (7,14 ± 8,58 semanas) foi menor que nos adultos (14,22 ± 9,62 semanas) (Tabela

2). Vinte e dois pacientes apresentaram o teste anti-HIV negativo, porém em um paciente 

adulto foi confirmado caso de síndrome da imunodeficiência adquirida/Aids por meio de 

exames específicos (IFI e carga virai) e dosagens de CD4 e CD8.

5 RESULTADOS
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Tabela 1. Aspectos demográficos e epidemiológicos dos pacientes com leishmaniose visceral. 
São Luís-MA, 2002.

Variável Crianças
(n=14)

Adultos
(n=9)

Idade(anos)

Relação sexo M:F 

Tempo de residência (anos) 

Reside em área endêmica 

Presença de cães 

Presença de raposa 

Presença de flebotomíneos 

Animais doentes na vizinhança 

História de LV na família

3,82± 2,39* 

1:1

2,00± 3,50* 

13 / 14(93% ) 

13 / 14(93% ) 

6 /1 4 (4 9 % ) 

13 / 14(93% ) 

9 /1 4  (64%) 

6 /1 4 (4 3 % )

27,44± 10,90*

1,2:1

4,00±15,00* 0,147

9 /9 (1 0 0 % ) 0,423

9 /9 (1 0 0 % ) 0,423

5 / 9 (55%) 0,543 

9 /9 (1 0 0 % ) 0,423

6 / 9 (67%) 0,909

3 / 9 (33%) 0,655

^média ±desvio padrão

A redução do baço e fígado no grupo de crianças foi em média de 60% e 54% 

respectivamente, e no grupo de aduhos, 36% e 49% respectivamente, no final do tratamento. 

Quanto ao peso, observou-se um aumento em média de 8% no grupo de crianças e 5% no 

grupo de adultos, no fina! do tratamento. Entretanto, aos 120 dias após o tratamento o ganho 

de peso foi mais acentuado, sendo em média de 141% no grupo de crianças e 128% no grupo 

de adultos. Não houve diferença estatisticamente significante na duração do internamento, no 

percentual de variação do fígado e do baço, bem como no percentual de variação do peso 

entre o grupo de crianças e o grupo de adultos (Tabela 2).

Convém ressaltar que todas as crianças apresentaram hepatoesplenomegalia. 

Entretanto, dois pacientes adultos não apresentaram fígado palpável e no paciente adulto com 

co-infecção LeishmanialWW  não foi possível a palpação do baço e do fígado no exame físico. 

Sessenta por cento dos pacientes terminaram o tratamento apresentando
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hepatoesplenomegalia porém bem menores em relação ao início do tratamento, anemia 

discreta e inversão albumina/globulina. Destes, 5% apresentaram o baço palpável (±3cm do 

rebordo costal esquerdo-RCE) aos 120 dias após o tratamento, não sendo mais palpável ao 

sexto mês de seguimento.

Entre os aspectos clínicos observou-se que hepatomegalia e palidez cutâneo- 

mucosa foram mais freqüentes no grupo de crianças. No grupo de adultos se destacaram 

adenomegalia e a presença de sangramentos (melena discreta). Não houve diferença 

significante entre os dois grupos no que diz respeito à freqüência de febre, esplenomegalia, 

tosse, diarréia, pneumonia e parasitoses intestinais (Tabela 2). A maioria dos pacientes (90%) 

tornou-se afebril no final da primeira semana de tratamento.

Quanto aos achados hematológicos e bioquímicos no grupo das crianças, 

observou-se um aumento significativo de eritrócitos (P=0,002) hemoglobina (P<0,001), 

hematócrito (P<0,001), leucócitos (P=0,010) eosinófilos (P=0,014), segmentados (P=0,005), 

plaquetas (P=0,002), albumina (P= 0,023) e uma diminuição de globulina (P=0,006) no final 

do tratamento. Sessenta por cento das crianças estavam com quadro hematológico e 

bioquímico dentro dos padrões de normalidade no final do tratamento e as demais, 

normalizaram no final do terceiro mês de seguimento.

No grupo de adultos foi observado aumento de eritrócitos (P=0,043), 

hematócrito (P=0,013), leucócitos (P=0,008), plaquetas (P=0,007) e albumina (P<0,001), e 

redução de globulina (P=0,002). Entretanto, somente 22% dos adultos atingiram os padrões de 

normalidade no final do tratamento (Tabela 3).

Para compararmos os dois grupos foi necessário calcular o percentual de 

variação dos achados hematológicos e bioquímicos devido às diferenças inerentes aos 

parâmetros por faixa etária. Entretanto, não houve diferença significativa quanto aos dados



50

hematológicos e bioquímicos entre os dois grupos (Tabela 4 ). Por outro lado, observou-se um 

aumento significativo na contagem relativa dos linfócitos (P<0,001) e segmentados (P=0,014) 

no grupo de crianças em relação ao grupo de adultos.

Os pacientes foram tratados com antimoniato-N-metil glucamina 

(Glucantime®) na dose de 20mg/Sb''VKg/dia (dose máxima de 850 mg/dia), por via 

endovenosa, durante 20 a 30 dias. Uma paciente gestante foi tratada com Anfotericina B na 

dose de Img/Kg/dia durante 14 dias. Dois pacientes adultos queixaram-se de mialgias no 

início do tratamento com o Glucantime®, porém não houve necessidade de suspendê-lo. 

Houve um óbito por acidente com carga elétrica e nenhum caso foi caracterizado como não 

responsivo à terapêutica.
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2002 .

Tabela 2. Aspectos clínicos de crianças e adultos com leishmaniose visceral. São Luis-MA,

Variável Crianças Adultos

Duração da doença (semanas) 

Duração da internação (dias) 

Percentual de variação do fígado 

Percentual de variação do baço 

Percentual de variação do peso 

Febre

Esplenomegalia

Hepatomegalia

Palidez cutâneo-mucosa

Tosse

Diarréia

Adenomegalia

Sangramento

Pneumonia

Parasitose intestinal

7,14 ±8,58* 

16,33 ±3,14* 

-0,362±0,214* 

-0,600 ±0,291* 

0,080± 0,116* 

1 4 /1 4 (1 0 0 % ) 

14/14(100% ) 

14 /14(100% ) 

13 / 14(93%) 

8 /1 4 (5 7 % )

7 / 14(50%)

2 / 14(22%) 

0 / 1 4

5 /1 4 (3 6 % )

6 /1 4 (4 3 % )

14,22 ±9,62* 0,039

21,25 ±6,29* 0,257

-0,496 ±0,291* 0,393

-0,540 ±0,321* 0,659

0,045± 0,073* 0,607

7 /9 (7 8 % ) 0,071

8 /9 (8 9 % ) 0,212

6 / 9(67%) 0,023

5 /9 (55 .5% ) 0,038

4 / 9(44%) 0,560

6 /9 (6 7 % ) 0,441

6 /9 (6 7 % ) 0,017

4 /9 (4 4 % ) 0,014

1 /9 (11% ) 0,208

2 / 9(22%) 0,290

*média ±desvio padrão
percentual de variação: valor fínal -  valor inicial

valor inicial



Tabela 3. Dados hematológicos e bioquímicos de crianças e adultos com leishmaniose visceral, antes do tratamento (dia zero) e no 
término do tratamento (30 dias). São Luis-MA, 2002.

EXAMES

Crianças Adultos
Dia zero 30 dias P Dia zero 30 dias

M édiaiDesvio
padrão

M édiaiD esvio
padrão

M édiaiDesvio
padrão

Média±Desvio
padrão P

Eritrócitos(xlOOO/mm) 2,98±0,65 4,0±0,60 <0,001 2,97±0,50 3,67±0,70 0,043
Hemoglobina(g/dl) 7,18±1,77 9,38±1,93 <0,001 8,0±0,87 9,44±1,85 0,056
Hematócrito (%) 22,7±5,18 29,7±4,84 <0,001 24,56±2,93 32,26±6,19 0,013
Leucócitos (mm^) 6371±5886 13410±6715 0,010 2448±775 4527±1506 0,008
Eosinófilos (mm^) 164±320 1641±2076 0,014 61,2±60,5 394,8±406,4 0,044
Segmentados (mm^) 1864±1706 5262±2992 0,005 1523±1199 1965±943,9 0,115
Linfócitos (mm^) 4109±4453 4817±2509 0,411 1022±372,5 1661±800,8 0,064
Plaquetas (mm^) 148,200±80,4 382,900±111,9 0,002 109,900±47,42 217,000±93,2 0,007
Uréia (mg/dl) 16,85±7,22 13,5±5,82 0,081 17,11±3,41 19,56±6,02 0,234
Creatinina (mg/dl) 0,46±0,13 0,43±0,12 0,456 1,21±1,24 1,27±1,41 0,802
Globulina (U/ml) 3,26±1,11 1,93±0,68 0,006 3,57±0,86 1,80±0,26 0,002
Albumina (U/ml) 2,49±0,91 3,45±0,83 0,023 2,13±0,67 3,63±0,61 <0,001
Glicemia (mg/dl) 79,86±4,94 79,57±4,94 0,611 78,44±4,6 77,44±2,74 0,505
AST* (U/1) 76,50±39,68 60,67±28,1 0,088 68,56±38,16 44,44±25,1 0,065
ALT^ (U/l) 51,51±47,22 31,43±12,1 0,090 46,89±22,22 30,67±15,63 0,050
VHS^ (mm) 95,29±35,68 76,29±25,53 0,125 114,2±24,45 111,4±29,59 0,606
'Aspartato amino transferase 
^Alamina amino transferase 
^Velocidade de hemossedimentação

N)
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Tabela 4. Diferença entre os percentuais de variação dos parâmetros hematológicos e 
bioquímicos de crianças e adultos com leishmaniose visceral. São Luís-MA, 2002.

Crianças Adultos
EXAMES M édiaiD esvio padrão Média±Desvio padrão P

Eritrócitos(xl 000/mm) 0,221±0,855 0,200±0,260 0,943
Hemoglobina (g/dl) 0,357±0,355 0,200±0,224 0,250
Hematócrito (%) 0,364±0,361 0,344±0,240 0,825
Leucócitos (mm^) 2,81±4,118 -1,178±1,129 0,263
Eosinófilos (mm^) 8,950±39,59 7,878±8,00 0,196
Segmentados (mm^) 4,176±7,313 0,800± 1,163 0,187
Linfócitos (mm^) 0,300±0,95 0,757±1,03 0,432
Plaquetas (mm^) 2,086±2,371 0,867±1,052 0,163
Uréia (mg/dl) 0,229±0,182 0,300±0,206 0,402
Creatinina (mg/dl) 0,186±0,192 0,389±0,379 0,102
Globulina (U/ml) -0,343±0,277 -0,378±0,327 0,786
Albumina (U/ml) 0,529±0,521 0,789±0,446 0,231
Glicemia (mg/dl) 0,043±0,051 0,033±0,050 0,665
AST' (U/1) 0,324±0,176 0,400±0,269 0,405
ALT^ (U/l) 0,586±0,789 0,411±0,247 0,537
VHS^ (mm) 0,534±0,674 0,111±0,093 0,077
'Aspartato amino transferase 
-Alamina amino transferase 
^Velocidade de hemossedimentação 
Percentual de variação: valor final -  valor inicial

valor iniciai
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5.2 Avaliação dos anticorpos anti-Leishmania

Avaliou-se as concentrações de anticorpos de IgG  e subclasses IgG l, IgG2, 

IgG3 e IgG4 contra antígeno de Lchagasi em crianças e adultos (exceção gestante e HIV 

positivo), antes do tratamento, no término e após o tratamento. Analisando as médias das 

densidades óticas das imunoglobulinas dos dois grupos juntos (Figura 1), observou-se que as 

concentrações de IgG, IgG l, IgG3 e IgG4 foram mais elevados que IgG2. Observou-se, 

também, que IgG e IgG l apresentaram uma queda mais acentuada aos 120 dias, enquanto em 

IgG3 a queda foi menos acentuada. Mesmo assim, IgG, IgG l e IgG3 permaneceram com as 

concentrações superiores ao cut-ofF nos tempos avaliados, portanto, não se comportando 

como bons marcadores precoces de cura.

Figura 1 Distribuição das médias de IgG (cut-oflF > 0,056), IgG l (cut-off > 0,044), IgG2 
(cut-ofF> 0,023), IgG3 (cut-off > 0,012), e IgG4 (cut-off > 0,013) de crianças e adultos em 
densidade ótica (OD) nos seguintes tempos: dia zero, 30 dias, e 120 e 210 dias após o 
tratamento.
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Ao analisarmos os dois grupos separadamente, observou-se que as 

concentrações de IgG (Figura 2) no grupo de crianças foram mais baixas aos 210 dias 

(P=0,021) do que no grupo de adultos. Analisando somente o grupo de crianças, observou-se 

que a diminuição das concentrações de IgG foi mais acentuada a partir dos 120 dias após o 

tratamento, porém uma criança apresentou concentração de IgG abaixo do cut-off no final do 

tratamento e três crianças aos 210 dias após o tratamento. Em relação as concentrações de 

IgG l (Figura 3), observou-se que houve diferença entre crianças e adultos no término do 

tratamento (P=0,025) e 120 dias após o tratamento (P= 0,030).

Convém ressaltar que tanto as concentrações de IgG como de IgG l 

mantiveram-se elevados nos dois grupos durante os seis meses de avaliação. Por outro lado, 

IgG2 não foi detectado no grupo de crianças em nenhum tempo avaliado, enquanto no grupo 

de adultos, três indivíduos apresentaram concentrações de IgG2 acima do cut-ofF no dia zero 

e 30 dias respectivamente, cinco indivíduos aos 120 dias e dois indivíduos aos 210 dias após 

o tratamento.
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Figura 2. Concentrações plasmáticas de IgG (cut-ofF >0,056) em densidade ótica (OD) de 
crianças e adultos com LV nos seguintes tempos: dia zero, 30 dias, 120 e 210 dias após o 
tratamento. Cada ponto indica um indivíduo. As barras horizontais indicam as médias. Teste t 
de Student não pareado

Figura 3. Concentrações plasmáticas de IgG l (cut-ofF >0,044) em densidade ótica (OD) de 
crianças e adultos com LV nos seguintes tempos: dia zero, 30 dias, 120 e 210 dias após o 
tratamento. Cada ponto indica um indivíduo. As barras horizontais indicam as médias. Teste t 
de Student não pareado
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Comparando as concentrações de IgG3 entre crianças e adultos, observou-se 

que as concentrações eram mais elevadas nos adultos no término do tratamento (P=0,031), 

aos 120 dias (P=0,004) e 210 dias (P=0,024) após o tratamento (Figura 4). Entretanto, quase 

todos ao pacientes mantiveram as concentrações de IgG3 detectáveis até aos 210 dias de 

seguimento, com exceção de duas crianças que apresentaram concentrações de IgG3 baixo do 

cut-off no término do tratamento. Quanto às concentrações de IgG4, observou-se que não 

houve diferença entre crianças e adultos e as concentrações mantiveram-se inalteradas 

durante os quatro tempos avaliados.

Figura 4. Concentrações plasmáticas de IgG3 (cut-off >0,012) em densidade ótica (OD) de 
crianças e adultos com LV nos seguintes tempos: dia zero, 30 dias, 120 e 210 dias após o 
tratamento. Cada ponto indica um individuo. As barras horizontais indicam as médias. Teste t 
de Student não pareado.
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Todos os pacientes adultos e doze crianças (87%) apresentaram níveis 

detectáveis de IgE (Figura 5) antes do inicio da terapéutica. As concentrações de IgE 

mantiveram-se praticamente inalterados nos quatro tempos avaliados, variando no inicio do 

tratamento de 0,014 a 0,232 no grupo de crianças e no grupo de adultos, de 0,037 a 0,221; a 

variação aos 210 dias foi de 0,010 a 0,0226 no grupo de crianças e no grupo de adultos, de

0,045 a 0,253. Não houve diferença significante nas concentrações desta citocina entre 

crianças e adultos nos tempos avaliados.

Figura 5 Concentrações plasmáticas de IgE (cut-ofF >0,027) em densidade ótica (OD) de 
crianças e adultos com LV nos seguintes tempos: dia zero, 30 dias,120 e 210 dias após o 
tratamento. Cada ponto indica um individuo. As barras horizontais indicam as médias. Teste t 
de Student não pareado
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5.3 Avaliação da resposta imune celular

A avaliação da resposta imune celular realizada por meio do IDRM mostrou 

que há diferença significante nas concentrações de resposta após seis meses do tratamento. 

Contudo, aos 120 dias somente 5% (2 crianças) dos indivíduos apresentaram positividade no 

IDRM, e 13 % (3 crianças e 2 adultos) aos 210 dias, após o tratamento. Os demais indivíduos 

converteram a IDRM ao longo de 360 dias. Não houve diferença no tempo de conversão do 

IDRM entre crianças e adultos (Figura 6).

IDRM+

Figura 6 Distribuição do percentual de conversão da intradermorreação de Montenegro 
(IDRM) após o tratamento das crianças e aduhos com leishmaniose visceral.
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Quanto a linfoproliferação (Figura 7), observou-se ausência de proliferação 

linfocitária no início do tratamento em todos os pacientes. Entretanto, ao término do 

tratamento duas crianças e dois adultos apresentaram índice de estimulação superior a 5, e o 

maior pico foi observado aos 120 dias (6 crianças e 4 adultos). Não há diferença significante 

entre os dois grupos. Os indivíduos (13%) que apresentaram IDRM positivo aos 210 dias após 

o tratamento não foram os mesmos que apresentaram linfoproliferação positiva.

Figura 7 índice de estimulação linfocitária em crianças e adultos com LV nos seguintes 
tempos: dia zero, 30 dias, 120 e 210 dias após o tratamento. Cada ponto indica um indivíduo. 
Os pontos vazios indicam crianças e os cheios, aduhos As barras horizontais indicam as 
medianas. SI > 5.
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5.4 Avaliação das citocinas em CMSP e no plasma

Os dados gerais sobre as citocinas plasmáticas de crianças e adultas 

encontram-se na Tabela 5. A ausência de produção de IFN-y pelas CMSP estimuladas por 

antigeno mú-Leishmania foi documentada em quase todos os pacientes. No dia zero somente 

três indivíduos (uma criança e dois adultos) produziram IFN-y em concentrações acima de 

50pg/ml, e à medida que apresentavam melhora clínica aumentava a produção de IFN-y 

(Figura 8A). Por outro lado, as concentrações de IFN-y no plasma foram mais significantes no 

dia zero, sendo detectáveis em 86% das crianças e em todos os adultos, diminuindo 

acentuadamente no final do tratamento (43% e 33% respectivamente), não sendo mais 

detectáveis nos adultos e somente em três crianças (21%) aos 120 dias após o tratamento 

(Figura SB), Não houve diferença significante entre crianças e adultos nas concentrações de 

IFN-y (CMSP e plasma).

Entretanto, ao compararmos as concentrações de IFN-y de CMSP e IFN-y no 

plasma dos dois grupos juntos, observou-se que a concentração de IFN-y no plasma era mais 

elevada no dia zero, mas ao término do tratamento não houve diferença significante entre os 

dois parâmetros (CMSP e plasma) (P=0,111), sendo que o IFN-y nas CMSP nos tempos 

subseqüentes apresentou concentrações mais elevadas do que o IFN-y no plasma (Figura SC). 

Portanto, à medida que o tratamento avançava as concentrações de IFN-y nas CMSP 

aumentavam e as concentrações do IFN-y no plasma, diminuíam.

As concentrações plasmáticas de IL-10 foram significativamente mais elevadas 

que em culturas de CMSP em todos os tempos avaliados, principalmente no dia zero
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(P<0,001) (Figura 9C). Foram detectados em 86% das crianças e em 89% dos adultos no dia 

zero, porém não se observou diminuição significante nos tempos subseqüentes (93% e 78% 

respectivamente, em 30 dias; 93%> e 89% respectivamente, em 120 dias; e 79% e 87,5% 

respectivamente, em 210 dias) (Figura 9B). Por outro lado, as concentrações desta citocina em 

CMSP diminuíam à medida que os pacientes apresentavam melhora clínica (Figura 9A). As 

concentrações de IL-10 tanto no sobrenadante de CMSP estimulados com antígeno de 

Leishmania como no plasma, não apresentaram diferença estatisticamente significante entre 

crianças e adultos nos tempos avaliados (Figura 9A e B).

No que diz respeito às concentrações TN F-a, observou-se que as 

concentrações de T N F-a em CMSP aumentavam significativamente com o avançar do 

tratamento, porém com níveis mais elevados aos 30 dias de tratamento no grupo de crianças e 

aos 120 dias no grupo de adultos. Não há diferença significante entre crianças e adultos 

(Figura 10A). Por outro lado, às concentrações plasmáticos de TN F-a não foram detectáveis 

nos tempos avaliados. Observou-se diferença significante entre as concentrações plasmáticas 

de T N F-a e em cultura de CMSP em todos os tempos (Figura lOB).

Portanto, os indivíduos com leishmaniose visceral (crianças e adultos) 

apresentaram níveis plasmáticos elevados tanto de IFN-y como lL-10 antes do início da 

terapêutica específica, havendo concomitância entre a detecção destas citocinas e a presença 

de sinais e sintomas da doença. À medida que o tratamento foi instituído e houve melhora 

clínica, observou-se diminuição significativa das concentrações plasmáticos de IFN-y em 61% 

dos indivíduos no final do tratamento, 91%) aos 120 dias após o tratamento, e em 95% dos 

indivíduos em 210 dias após o tratamento. Entretanto, o mesmo não aconteceu com as 

concentrações de IL-10, pois foram detectados significativamente em 86% dos indivíduos.
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Tabela 5. Concentrações das citocinas (CMSP e Plasma) de crianças e adultos com
leishmaniose visceral nos seguintes tempos: dia zero, 
tratamento. São Luis-MA, 2002.

30 dias, 120 dias e 210 dias após o

Zero dia 30 dias 120 dias 210 dias

Citocinas Média±SD Média+SD Média+SD) Média+SD

(Variação) (Variação) (Variação) (Variação)

CRIANÇAS

IFN -yC M SF 20±54 256+455 1705+265 2679+5994

(0-207) (0-1731) (0-9353) (0-2237)

IFN- Y Plasma 3831440 195+94 20+53 7+23

(0-1626) (0-1009) (0-193) (0-84)

IL -10 CMSP 31+43 55+62 29+43 22+31

(0-155) (0-238) (0-124) (0-119)

ÍL -10 Plasma 634±544 134+114 154+178 152+143

(96-1737) (0-395) (0-654) (0-434)

TN F-a CMSP 50±84 22+27 21+75
4+8 (0-21)

(0-251) (0-77) (0-82)

IL-12p40 Plasma 145+154 75+93 42+40 49+49

(0-536) (0-339) (0-113) (0-124)

ADULTOS

IFN- y CMSP 28+26 189+409 842+272 816+1045

(0-1731) (0-1246) (0-1824) (0-3136)

IFN- Y Plasma 515+280 41+13 0-0 0-0

(0-2539) (0-159)

IL -10 CMSP 53+95 19+20 58+104

(0-284)
32+57 (0-157)

(0-50) (0-312)

IL-10 Plasma 384+206 90+120 137+53 114+49

(0-654) (0-357) (61-197) (50-187)

TN F-a CMSP 114±221 67+97 127+90 54+87

(0-445) (0-263) (0-746) (1,2-237)

IL-12p40 Plasma 53+49 64+107 9+24
275+221(15-646)

(0-158) (0-316) (0-63)
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Figura 8. Concentrações de IFN-y em sobrenadante de CMSP estimulados com antigeno de 
Leishmania e em plasma de crianças e adultos com LV nos seguintes tempos; dia zero, 30 
dias, 120 e 210 dias após o tratamento. Cada ponto representa um individuo. As barras 
horizontais indicam a mediana. Teste t de Wilcoxon
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Figura 9 Concentrações de IL-10 em sobrenadante de CMSP estimulados com antigeno de 
Leishmania e em plasma de crianças e adultos com LV nos seguintes tempos: dia zero, 30 
dias, 120 e 210 dias após o tratamento. Cada ponto representa um individuo. As barras 
horizontais indicam a mediana. Teste de Wilcoxon
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Figura 10. Concentrações de T N F-a em sobrenadante de CMSP estimulados com antígeno 
de Leishmania de crianças e adultos com LV nos seguintes tempos: dia zero, 30 dias, 120 e 
210 dias. Cada ponto representa um indivíduo (A). Os pontos vazios indicam crianças e os 
cheios, adultos. As barras horizontais indicam a mediana. Teste de Wilcoxon
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As concentrações plasmáticas de IL-12p40 apresentaram-se elevadas antes do 

tratamento (dia zero), caindo acentuadamente ao término do tratamento (30 dias), e depois 

mais lentamente nos tempos subseqüentes (120 dias e 210 dias). Observou-se, também, que 

esta citocina apresentou comportamento similar do INF-y plasmático, porém com níveis 

superiores em todos os tempos avaliados. No grupo de crianças as concentrações de IL-12p40 

foram detectáveis em 78% dos indivíduos no dia zero, 64,3% no término do tratamento, e 

71% e 64 % respectivamente, 120 e 210 dias após o tratamento. Por outro lado, no grupo de 

adultos a detecção foi em 100% dos indivíduos no dia zero, 78% no término do tratamento, 

50% e 12,5% respectivamente, 120 e 210 dias após o tratamento (Figura 11). Não houve 

diferença significante entre crianças e adultos.

Figura 11 Concentrações plasmáticas de IL-12p40 de crianças e adultos com LV nos 
seguintes tempos: dia zero, 30 dias, 120 e 210 dias após o tratamento. Cada ponto 
representa um indivíduo. As barras horizontais indicam a média. Teste t de Student
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6 DISCUSSÃO

Os municípios da Ilha de São Luis constituem-se na principal área endêmica 

de LV no Maranhão representando 70% dos casos notificados (COSTA et al., 1995; 

NASCIMENTO et al., 1996; SILVA et a i,  1997). A maioria desses casos é atendida nos 

serviços de saúde da rede pública na capital do Estado que, apesar de ser uma rede unificada 

de serviços, não utiliza métodos e técnicas de diagnóstico e conduta terapêutica similares. 

Porém para que pudéssemos validar nosso estudo, padronizamos um protocolo de 

atendimento.

Mudanças ambientais têm sido associadas ao perfil epidemiológico da 

leishmaniose visceral, com descrições cada vez mais freqüentes de surtos em áreas urbanas e 

peri-urbanas, sugerindo uma adaptação do vetor e de seu ecossistema a essas áreas. Em nossa 

casuistica constatou-se que não houve diferença na ocorrência da doença entre os sexos, 

porém a maioria das crianças era procedente de áreas de colonização recente enquanto os 

adultos, de áreas peri-urbanas antigas de São Luís e de São José de Ribamar. GAMA et al. 

(1998) constataram que em ambas as áreas existiam precárias condições de moradia e 

saneamento básico, entretanto as áreas peri-urbanas antigas da cidade de São Luís 

apresentavam características rurais, com árvores frutíferas e presença de animais silvestres 

como gambá {Didelphis sp) e raposa {P. vetulm). Tais fatos podem resultar na elevada 

incidência da doença em famílias com baixo poder aquisitivo (renda inferior a um salário 

mínimo), que residem em áreas endêmicas, com a presença dos reservatórios - doméstico 

(cão- Canis familiares) e silvestre (raposa- P. vetidus), e também com o vetor {Lu. 

longipalpis), e que, associados as precárias condições de moradia tornam o ambiente
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propício para a transmissão da doença (LACERDA, 1994; CALDAS et al., 2001; CALDAS 

et a i,  2002).

A duração da doença, desde o inicio dos sinais e sintomas até o diagnóstico, 

foi mais longa no adulto. Isto decorre, às vezes, pela dificuldade do profissional em 

identificar a doença no adulto, uma vez que ela é mais freqüente nas crianças. Tal fato 

prolonga o período de definição do diagnóstico da LV, tomando sua duração mais extensa no 

adulto.

RODRIGUES DA SILVA (1957) relatou que a duração prolongada da doença 

determina o comprometimento do estado nutricional, principal característica do quadro 

clássico da LV. O tempo de doença pode implicar em comprometimento da ílinção hepática e 

conseqüentemente, em alterações de fatores de coagulação que determinam discrasia 

sangüínea, o que pode explicar a ocorrência de sangramentos nesta faixa etária.

As manifestações clínicas da LV nas crianças foram as mesmas encontradas 

por outros autores como febre, palidez cutâneo-mucosa, hepatomegalia, perda de peso e tosse 

(PRATA, 1957; RODRIGUES DA SILVA, 1957; HOHENSCHILDO & FELDMEIER, 

1995; CAMPOS JUNIOR, 1995; ARAÚJO SOBRINHO et al., 1999). Os achados que mais 

se destacaram entre as crianças foram hepatomegalia e palidez cutâneo-mucosa. A 

hepatomegalia pode ser justificada pela ativação de todo sistema fagocítico mononuclear 

típica do calazar, como também porque a criança nos primeiros anos de vida, até a segunda 

infancia, normalmente, apresenta fígado palpável de mais ou menos 3cm (CARNEIRO- 

SAMPAIO & GRUMACH, 1992). As crianças geralmente são mais vulneráveis às doenças 

infecciosas, o que justificaria a presença de pneumonia em cinco crianças (36%) da nossa 

casuística, reforçado pela maior ocorrência de neutropenia e linfocitose relativa nesse grupo, 

pois os neutrófilos constituem-se nas células de primeira linha de defesa contra as bactérias.
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Um outro sinal que se destacou nas crianças foi a palidez cutâneo-mucosa, 

confirmada pelos achados hematológicos. Isso mostra a importância dos exames 

complementares como meio auxiliar na avaliação dos pacientes com LV. A tosse estava 

presente em 57% das crianças, surgindo no início da doença, geralmente seca e persistente, 

permanecendo inalterada, desaparecendo no final da terapêutica, sugestivo de pneumonite 

intersticial atribuída à LV (ANDRADE, 1959; DUARTE et a l,  1989), que muitas vezes é 

confundida com outras doenças, especialmente broncopneumonias.

A diarréia apareceu em mais da metade dos pacientes estudados, porém em 

alguns pacientes não foi encontrada uma causa específica, desaparecendo durante o 

tratamento, sugerindo enterite por Leishmania (ANDRADE et al., 1990). Adenomegalia é 

comum no calazar africano e asiático (ZIJLSTRA et al., 1992; NASIR et a i,  1992), e pouco 

expressivo no americano, entretanto, apresentou-se em pequena dimensão em seis adultos e 

duas crianças da nossa casuística. AL-JURAYYAN et al. (1992) em estudo desenvolvido na 

Arábia Saudita com 63 casos de LV, encontraram 14 (22%) pacientes com pequenos 

linfonodos nas regiões axilar, cervical e inguinal. A ausência de esplenomegalia foi observada 

somente no paciente com co-infecção LeishmaniafHIV. Entretanto, ZIJLSTRA et al. (1992) 

observaram que 9% dos casos de calazar (2% crianças e 7% adultos) por eles estudados não 

apresentaram esplenomegalia.

Entre as alterações hematológicas presentes em nossa casuística, destaca-se a 

anemia significativa na maioria dos pacientes. A anemia no calazar parece ser devida ao 

bloqueio de produção na medula óssea, ao seqüestro esplénico e à hemólise por mecanismo 

imunológico (DUARTE & CORBERTT, 1994; CAMPOS JUNIOR, 1995). Segundo PRATA 

(1957) uma das características da anemia no calazar é a de não ceder ao uso de ferro.
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transfusões, dieta e outras medidas terapêuticas, exceto ao tratamento com antimonials 

pentavalentes.

Foi evidente a redução ou ausência de eosinófilos antes do tratamento nos dois 

grupos, porém o grupo de crianças apresentou eosinofília ao término do tratamento, o que 

parece ser sinal de bom prognóstico (PRATA, 1957; BRASIL, 2003). Porém, torna-se 

necessário levarmos em consideração a ocorrência de co-morbnidade com outras parasitoses 

podendo elevar o percentual de eosinófilos acima de 20% (PRATA, 1957; RODRIGUES DA 

SILVA, 1957; CAMPOS JUNIOR, 1995).

No Brasil, a ocorrência de LV durante a gravidez é relativamente rara. Quatro 

casos foram relatados nos últimos anos, sendo três na região Nordeste (MORAES et a i, 

1995; VIANA et a i, 2001) e um na região Norte (SILVEIRA et a l, 1993). Entretanto, 

tivemos um caso de LV em gestante em nosso estudo. Era uma primípara de três meses de 

gestação, 17 anos de idade, procedente da área peri-urbana do município de São Luís-MA. No 

presente caso, a transmissão vertical não foi observada, uma vez que a criança foi 

acompanhada por exame clínico e sorológico por doze meses e não apresentou sinais e 

sintomas da doença, mesmo residindo em área endêmica. A sorologia (ELISA) da criança foi 

positiva do nascimento até seis meses de idade e em seguida tornou-se negativa, portanto, 

semelhante ao caso descrito por SILVEIRA et al. (1993) no estado do Pará. A análise 

anatomopatológica da placenta não revelou presença de parasita, não houve, então, 

transmissão de Leishmania da mãe para o feto.

Outro aspecto a ser discutido é a toxicidade das drogas usadas no tratamento 

da LV tanto para a mãe como para o feto. Os antimoniais pentavalentes ( Sb^^) atravessam a 

barreira placentária e podem impregnar tecidos nervosos do feto, levando às síndromes graves 

de retardo mental (MARSDEN, 1985). Contudo, NIAKUNDI et al. (1993) recomendaram
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que, em áreas endêmica de calazar, mulheres grávidas devem ser tratadas com Stibogluconato 

de sodio na dose de 20 mg/Sb^VKg/dia por 30 dias.

Baseado nas altas taxas de cura do calazar (93 a 100%), o uso da anfotericina 

B tem sido estendido com segurança para mulheres grávidas sem repercussão negativa sobre 

o feto (M ISH et a!., 1990; THAKUR et a l,  1993, 1999). THAKUR et al. (1993) 

administraram anfotericina B na dose de Img/Kg/dia por 20 dias com infusão de 2 horas em 

quatro mulheres grávidas com calazar e obtiveram êxito ao tratamento sem prejuízo para o 

feto.

No Brasil, não temos conhecimentos sobre relatos de experiência em 

tratamento de mulheres grávidas com calazar. Em nosso caso, optou-se por anfotericina B na 

dose de Img/Kg/dia por 14 dias consecutivos baseado no estudo em que a cura foi obtida em 

97,5% de pacientes não grávidas com calazar (CARVALHO, 2000), demonstrando que a 

anfotericina B quando usada como droga de primeira escolha leva a uma alta taxa de cura 

associada com a redução da dose total. No presente caso, a mãe apresentou uma boa resposta 

ao tratamento, sem prejuízo para o feto.

Todos os pacientes apresentaram boa resposta á terapêutica com antimonial, 

havendo melhora progressiva do quadro, caracterizado pelo desaparecimento da febre na 

primeira semana do tratamento, e posterior melhora do estado geral, ganho de peso e 

regressão da anemia, leucopenia e plaquetopenia. A redução da hepatoesplenomegalia 

ocorreu de modo gradual, sendo que 60% dos pacientes no final do tratamento ainda 

encontravam-se com vísceras aumentadas, porém bem menores em relação ao início do 

tratamento. No entanto, ao final do primeiro trimestre de seguimento, observou-se 

normalização dos parâmetros hematológicos e desaparecimento da hepatoesplenomegalia. 

Não se realizou pesquisa do parasita no aspirado de medula óssea de controle. Entretanto,
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com base nos dados expostos, consideramos que não houve falha terapêutica ou recidiva nos 

pacientes em estudo.

Convém ressaltar que, quando o diagnóstico e o tratamento são bem 

conduzidos, os pacientes apresentam boa resposta ao antimoniato-N-metil glucamina 

(Glucantime*") bem como a anfotericina B, prevenindo aparecimento de complicações e 

refratariedade à droga. A resposta terapêutica ao antimoniato-N-metil glucamina 

(Glucantime*) no paciente co-infectado Leishmania/HW  foi semelhante a dos outros 

pacientes quando associado ás drogas anti-retrovirais, pois quando o paciente realizou 

tratamento somente com antimoniais a resposta não foi satisfatória. Até os doze meses de 

seguimento o paciente não havia apresentado recidiva. Todos os pacientes foram 

acompanhados semanalmente durante o tratamento, mensalmente até três meses após o 

término do tratamento e trimestralmente durante um ano.

Com relação às imunoglobulinas, observou-se que ambos os grupos 

apresentaram elevadas concentrações de IgG, IgG l e IgG3, e em menor proporção IgG4. 

Resultados semelhantes foram encontrados por SHIDDO et al. (1996), onde foram 

determinadas elevadas concentrações de IgG l nos pacientes com LV, porém não houve 

diferença nas concentrações de IgG3 e IgG4, e uma diminuição significante na concentração 

de IgG2. Isto indica que o aumento de maior parte destas imunoglobulinas seja conseqüência 

da ativação policlonal das células B, típica da doença. A resposta a IgG4 parece ser 

dependente de um periodo prolongado de doença, e os nossos pacientes tinham menos de um 

ano de história de LV, o que pode explicar as baixas concentrações de IgG4 em nosso estudo.

Quando se avalia o sistema imune no calazar, observa-se preponderância de 

citocinas do subtipo Th2, como IL-4, IL-6 e IL-10 que podem levar a hipergamaglobulemia 

(FINKELMAN et a/., 1986; AN AM et a/., 1999) . Em nosso estudo não encontramos
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correlação entre IgG e IL-10, porém as concentrações de IgG, IgG2 e IgG3 foram mais 

elevadas no grupo de adultos. As concentrações séricas de subclasses de IgG normalmente 

variam de acordo com a idade (CARNEIRO-SAMPAIO,1992) sendo mais elevadas no adulto 

que na criança. Isto nos leva a crer que as diferenças encontradas em nosso estudo nas 

concentrações de imunoglobulinas entre crianças e adultos com LV sejam devidas a essas 

variações. Nas crianças, as concentrações de IgG caíram mais rapidamente que no adulto no 

fmal do tratamento, mas mesmo assim em concentrações superiores ao cut-off (0,056) até os 

seis meses. Achado semelhante foi descrito por NEOOY et al. (1987), quando avaliaram 30 

pacientes com calazar e que a maioria deles só apresentou concentrações de IgG mais baixas 

que as iniciais após cinco meses do término do tratamento.

Deve-se salientar que as concentrações de IgG e subclasses dependem de 

vários fatores como maturidade e estado de ativação celular, além da presença ou não de 

outros estímulos. RODRIGUEZ eí al. (1996) mostraram que na leishmaniose cutânea 

localizada foram detectadas concentrações significativas de IgG l, IgG2 e IgG3, porém na 

forma mucosa e difusa a predominância foi de IgG l e IgG4, respectivamente. Na hanseníase, 

a forma virchowiana apresenta concentrações mais elevadas de IgG2 e IgG3 quando 

comparado com a forma tuberculòide, porém os pacientes com eritema nodoso têm queda 

significativa de IgG3 (BEURIA et a l,  1998). DEPLAZES et al. (1995) analisando subclasses 

de IgG em cães parasitados demonstraram que anticorpos IgG l estavam associados ao 

desenvolvimento de LV doença e que, anticorpos IgG2 com infecção assintomática, porém 

outros estudos não encontraram essa associação (LEANDRO et al, 2001; SOLANO- 

GALLEGO íí/a /., 2001).

Em nosso estudo as concentrações de IgG l comportaram-se de modo 

semelhante às de IgG. A IgG2 não foi detectada nas crianças, porém foi detectada em cinco
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adultos em tempos diferentes. As concentrações de IgG não nos pareceram bom parâmetro 

de resposta terapêutica para o calazar por serem detectáveis em longo período de tempo (seis 

meses), mas devem ser usados como meio auxiliar no diagnóstico da LV juntamente com os 

parámetros clínicos e laboratoriais.

A produção de anticorpos IgE é freqüentemente associada com parasitoses 

intestinais e doenças alérgicas. Isso pode explicar as elevadas concentrações de IgE total em 

indivíduos com infecção assintomática ou com doença que residem em áreas endêmicas de 

LV devido à alta prevalência de infecção helmíntica existente nestas áreas. Entretanto, 

concentrações elevadas de anticorpos do tipo IgE, anú-Leishmania foram detectadas por 

ATTA et ciL (1998, 2002) em pacientes com LV antes do tratamento (0,100±0,033) e caíram 

consideravelmente entre um a três meses após o tratamento (0,028±0,002). Por outro lado, 

SHIDDO et al (1996) detectaram anticorpos IgE somente em quatro dos vinte soros de 

pacientes com LV, antes do tratamento. Em nosso estudo, as concentrações de IgE foram 

detectáveis em doze crianças e em todos os adultos nos quatro tempos avaliados. Não houve 

diferença estatisticamente significante entre as concentrações de IgE antes e após o 

tratamento, e nem entre pacientes com ou sem parasitose intestinal. Portanto, a IgE não se 

comportou como marcador de resposta terapêutica.

Faz-se necessário destacar que na LV ocorrem aherações significativas na 

resposta imune do hospedeiro caracterizada por ativação policlonal de linfócitos B e marcante 

depressão da resposta mediada por linfócitos T e macrófagos. Vários estudos têm 

demonstrado que estas aherações são antígeno-específícas e reversíveis após terapêutica 

adequada (CARVALHO et al., 1981; HOLADAY et a l,  1993a). O caráter reversível desta 

imunodepressão após terapêutica específica nos leva a acreditar que a mesma seja induzida 

por mecanismos desencadeados e intrinsecamente relacionados ao parasita, os quais, em
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associação aos fatores inerentes ao hospedeiro, definem o curso da infecção a depender do 

perfil de citocinas produzidas (CARVALHO et a / . ,1981; BARRAL-NETTO et a/.,1991b; 

HOLADAY,2000).

A imunidade celular foi avaliada em todos os pacientes antes e após o 

tratamento, através da IDRM e do teste de transformação linfoblástica com CMSP. Observou- 

se que a incapacidade dos linfócitos em responder in vitro aconteceu antes do tratamento. 

Contudo, 15% dos pacientes apresentaram resposta ao estímulo induzido por antígeno de 

Leishmania no final do tratamento, e 60% aos 210 dias após a terapêutica especifica. 

Entretanto, a IDRM não acompanhou os achados da blastogênese, uma vez que mais da 

metade dos pacientes tiveram uma boa resposta linfoproliferativa in vitro aos 120 dias após o 

tratamento e somente três crianças (13%>) responderam a IDRM neste período. Segundo 

BADARÓ et a/.(1985), uma das possibilidades para explicar estes achados seria que a 

população de células participantes da IDRM ser diferente da envolvida na blastogênese, e 

também pelo fato do ensaio in vitro responder diferentemente do que ocorre in vivo, o que foi 

documentado por BARRAL-NETTO et al. (1991a) quando restauraram a capacidade 

proliferativa dos linfócitos e a produção de IFN-y ao adicionar rIL-2 humano exógeno em 

cultura contendo soro de pacientes com LV.

Em nossa casuística, 77% dos pacientes converteram a resposta a IDRM seis 

meses após o tratamento, vindo ao encontro aos achados ZIJLSTRA & EL HASSAN (1993) 

onde 80% dos pacientes de sua casuística apresentaram conversão ao IDRM, também, seis 

meses após o tratamento. Assim, a IDRM não deve ser utilizada como diagnóstico na prática 

clínica por apresentar sempre resposta negativa na doença ativa bem como em seguimento de 

paciente para avaliar resposta terapêutica devido apresentar resposta tardia. A IDRM é
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utilizada com sucesso em inquéritos epidemiológicos para avaliar prevalência de infecção, 

fato este documentado por CALDAS et al (2001).

Com relação ao perfil de citocinas, o presente estudo revelou que pacientes 

com LV apresentaram, simultaneamente, concentrações elevadas de IL-10, tanto circulantes 

como em culturas de CMSP, enquanto o IFN-y foi detectado no plasma em concentração mais 

elevada (515±280pg/ml) que em CMSP (28+26pg/ml), antes do tratamento. A participação da 

lL-10 na imunodepressão associada à LV tem sido descrita por vários autores. HOLADAY e1 

a/.( 1993a) demonstraram que anticorpos anti-IL-10 revertem o efeito inibitório mediado por 

células T (CD8+) obtidas de pacientes com LV, além de restaurarem a produção de IFN-y e a 

proliferação de linfócitos, um efeito melhor observado quando em combinação com 

anticorpos anti-IL-4. Por outro lado, a adição de IL-10 recombinante à cultura de CMSP, 

obtida de pacientes curados de LV, suprime a produção de IFN-y e a proliferação de linfócitos 

(CARVALHO et al., 1994). Além disso, fenômenos evidenciados na LV como a inibição da 

ativação macrofágica e a ativação policlonal dos linfócitos B são íiinções inerentes à IL-10 e a 

outras citocinas tipo Th2 (MOSMANN, 1994). A detecção de níveis elevados de IL-10 

durante a fase ativa da LV reforça as evidências de que a mesma está associada á expressão da 

doença e a imunossupressão que a caracteriza.

As elevadas concentrações de IFN-y no plasma de pacientes com LV, antes do 

tratamento nos chamaram atenção, pois a maioria dos estudos associa doença ativa á ausência 

de produção de IFN-y, quando CMSP destes pacientes são estimuladas in vitro com antigenos 

de Leishniania (HOLADAY et ¿//,1993b; CARVALHO et a/., 1994). Todavia, em outros 

estudos já  havia sido descritas concentrações elevadas de IFN-y e TN F-a no soro de pacientes 

com doença ativa (CENINI et al., 1993; SUNDAR et a i,  1997; MEDEIROS et a l,  1998). A
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detecção de IFN-y no plasma, antes da terapêutica, pode ser devida à ativação das células que 

estão seqüestradas no baço ou na medula óssea, principais sítio de replicação da L.chagasi, 

em resposta a alta carga parasitária, enquanto in vitro a elevada produção de IL-10 nas 

culturas de CMSP estimuladas com antigeno de Leishmania pode ser mais efetiva no bloqueio 

á produção de IFN-y, por isso a detecção desta citocina é menor em CMSP do que no plasma.

Uma outra explicação para a detecção de elevadas concentrações plasmáticas 

de IFN-y seria que apesar do IFN-y estar aumentado no plasma dos indivíduos com calazar, 

citocinas como IL-10 que estão sendo produzidas em altas concentrações devem ter um efeito 

mais potente sobre as células infectadas pelo parasita, desativando-as. Por isso, o IFN-y não 

consegue suplantar os efeitos da IL-10. Por outro lado, em resposta à terapêutica, as 

concentrações de IL-10 plasmática diminuem consideravelmente, contribuindo para o sucesso 

do tratamento. Ao mesmo tempo, pode estar ocorrendo uma imunomodulação das células T 

seqüestradas no baço, o que repercutirá na diminuição das concentrações plasmáticas de IFN- 

y no pós-tratamento.

Para SUNDAR et a/. (1997) a produção tanto de IFN-y como de IL-10 no 

plasma pode ser devida a vários fatores, entre os quais pode-se citar, presença de uma ou mais 

infecções subclínicas ou intercorrentes não relacionadas a Leishmania, bem como variações 

regionais incluindo idade e estado nutricional do paciente ou à espécie de Leishmania. No 

nosso estudo não detectamos doenças que pudessem interferir em nossos resultados. Quanto à 

faixa etária dos pacientes não encontramos diferenças destas citocinas entre crianças e 

adultos. Em relação á espécie de Leishmania, os pacientes estavam infectados por L .chagasi 

e obteve-se resultados semelhantes aos de SUNDAR et a/.(1997) com L.donovani. Por outro 

lado, realizou-se o teste de atividade biológica do IFN-y através da quantificação da inibição 

do efeito citopático do vírus da estomatite vesicular (VSV) em células de linhagem humana
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Wish comparado com o padrão internacional da Organização Mundial de Saúde (OMS), e o 

resultado demonstrou bioatividade do IFN-y plasmático.

Estudos utilizando mRNA e ELISA, evidenciaram que CMSPs de pacientes 

com A. hraziliensis, quando estimuladas />? vivo com lisado de Leishmania produzem IL-4, 

IL-10, IFN-y e lL-2, bem como TN F-a. Além disso, os autores mostraram que, quando o 

estimulo era um antigeno de 43kd, havia indução apenas de resposta do tipo T hl, já  quando o 

lisado de antígenos era de Leishmania, a indução apresentava um padrão misto de citocinas 

dos tipos Thl e Th2. Estes achados sugerem que os pacientes com leishmaniose têm 

capacidade de produzir ambos perfis de citocinas e que tais perfis dependem, em parte, das 

propriedades do antigeno apresentado (SKEIKY et al., 1995). A produção de um padrão 

misto de citocinas através de mRNA já  havia sido descrita na LV, com células de linfonodo 

(GHALIB et a i,  1993) de medula óssea (KARP et a l, 1993), de CMSP (CARVALHO et a l,

1994), ou de baço (KENNEY et a l, 1998).

Convém ressaltar que nossos resultados corroboram as evidências de que 

ambos os perfis de citocinas sejam ativados durante a doença ativa, bem como que o IFN-y 

plasmático pode ser marcador de resposta terapêutica, pois à medida que havia uma melhora 

clinica dos pacientes observava-se um declínio das concentrações dessa citocina em 61% dos 

indivíduos no término do tratamento, e 91% aos 120 dias após o tratamento. O IFN-y 

endógeno além de marcador de resposta terapêutica pode também regular a resposta 

leishmanicida dos antomoniais por uma via não relacionada aos mecanismos microbicidas 

primários dos macrófagos, fato este documentado por meio de estudos experimentais 

(MURRAY & DELPH-ETIENNE, 2000). Dessa forma, a presença de IFN-y pode ser um bom 

indicativo clínico para a droga de escolha a ser utilizada no tratamento.
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No presente estudo, a produção de TN F-a em cultura de CMSP aumentava 

significativamente à proporção que os pacientes apresentavam melhora nos parâmetros 

clínico-laboratoriais. Por outro lado, o T N F-a plasmático não foi detectado, discordando 

portanto, dos achados de outros autores (BARRAL-NETTO et a/., 1991a; SALOMÃO et 

a/., 1996; MEDEIROS et al. 1998) em que o T N F-a circulante estava aumentado antes do 

tratamento e declinava à medida que os pacientes melhoravam. É interessante observar que 

elevadas concentrações de T N F-a estão presentes paralelamente as elevadas concentrações de 

IL-10, um potente inibidor da secreção de TN F-a pelos macrófagos. É provável que, apesar 

do efeito inibitório da IL-10, o intenso parasitismo destas células possibilite a produção de 

T N F-a e conseqüentemente um certo grau de ativação macrofágica. A explicação para não 

detecção do T N F-a plasmático pode ser devido à diferença entre os protocolos ou “kits” 

comerciais para mensuração das citocinas entre os diferentes laboratórios, na sensibilidade do 

método utilizado ou das características do antigeno. Também não podemos descartar 

diferenças na amostragem entre os diversos estudos, e na obtenção e armazenamento das 

amostras.

A concentração de IL-12p40 foi também analisada devido aos múltiplos efeitos 

biológicos sobre a função das células T e natural killer (NK) (GHALIB et al., 1995). A IL-12 

talvez seja mais importante que o IFN-y para o hospedeiro em resposta a Leishmatiia. A 

produção de IFN-y é predominantemente regulada por IL-12 pela liberação de antigeno 

presente nas células. A IL-12 é capaz de estimular a ação citotóxica de células T e NK e a 

diferenciação de células T naive no subtipo Thl (RIBEIRO DE JESUS et a/., 1998). A 

produção de IFN-y e IL-12p40 em CMSP após terapêutica parece estar associada com o 

processo de cura e pode desempenhar um importante papei na imunidade contra LV  humana. 

Na doença, a produção tanto de lL-12 como de IFN-y está inibida por IL-10 (GHALIB et a/..
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1995; RIBEIRO DE JESUS et a i,  1998). Em nosso estudo, avaliou-se as concentrações de 

1L-I2p40 no plasma e o resultado foi similar as concentrações de IFN-y, em que a maior 

detecção aconteceu no dia zero (antes do tratamento), diminuindo consideravelmente no 

término do tratamento (30 dias). A IL-12p40 e IL-10 no plasma permaneceram detectáveis 

em mais da metade dos pacientes por mais de 120 dias após o tratamento, não sendo bons 

marcadores de resposta terapêutica.

Vários estudos vêm demonstrando que CMSPs obtidos de pacientes com LV 

apresentam diferentes perfis de produção de citocinas in vitro. Por exemplo, a IL-10 é 

detectável no sobrenadante de culturas destas células na fase ativa da doença (HOLADAY et 

a!., 1993), o IFN-y após a recuperação (CARVALHO et al., 1994) bem como TNF-a. 

Concentrações circulantes destas citocinas no presente estudo revelaram a queda precoce das 

concentrações de IFN-y e IL-10, diferindo portanto, dos achados em cultura de CMS?.

Os antimoniais pentavalentes utilizados no tratamento da LV têm atividade 

anú-Leishmania, reduzindo a carga parasitária dos macrófagos. A correlação dos parâmetros 

de cura utilizados na LV, a redução das concentrações plasmáticas, o aumento em CM S? de 

citocinas pró-inflamatórias (IFN-y e TN F-a) e a redução de citocinas supressoras (IL-10) 

sugerem que no final do tratamento deve existir eliminação do parasita, podendo ser 

documentada pela boa resposta terapêutica apresentada pelos pacientes no final do 

seguimento. Não tivemos casos não responsivos à terapêutica ou recidivas. No entanto, 

convém analisar o perfil destas citocinas nestes grupos de pacientes. A queda precoce das 

concentrações de IL-10, observada na maioria dos pacientes com resposta satisfatória á 

terapêutica poderá ser importante para o sucesso do tratamento na LV, evidência que poderia 

ser reforçada caso pacientes não responsivos permanecessem com elevadas concentrações 

desta citocina.



82

Atualmente, os critérios de cura são essencialmente clínicos, pois não existe 

um parâmetro sorológico ou imunológico de cura para LV. Porém, existem estudos 

demonstrando marcadores imunológicos que se relacionam com a resposta terapêutica, como 

a redução nas concentrações séricas de TN F-a e a redução na quantidade de receptor solúvel 

para IL-2 (BARRAL-NETTO et a i, 1991a, 1991b), sIL-2R e sICAM-1 (SCHRIEFER et a l,

1995).

No presente estudo, constatou-se que as concentrações plasmáticas de IFN-y 

que estavam elevadas antes da terapia declinaram consideravelmente com a instituição da 

terapêutica e melhora clínica dos pacientes, não sendo mais detectados aos 210 dias após o 

tratamento. Desse modo, concentrações plasmáticas desta citocina poderão nortear o 

seguimento de pacientes com LV, como marcador de resposta terapêutica. Por outro lado, a 

correlação dos parâmetros clínico-laboratoriais e a queda das concentrações plasmáticas de 

IFN-y no término do tratamento podem servir de parâmetro mais objetivo para a cura da LV 

tanto em crianças como em adultos. A avaliação desta citocina por meio de um método 

relativamente simples como ELISA, quando comparado ao estímulo de células iii vitro, pode 

constituir-se numa vantagem para ser usado na prática como parâmetro de eficácia 

terapêutica.



Conclusões



7 CONCLUSÕES

Tendo em vista os objetivos propostos e os resultados obtidos, pode-se

concluir que:

1. Os critérios clínicos (aumento progressivo de peso, regressão em 50% da 

esplenomegalia, diminuição da febre na primeira semana de tratamento, melhora dos 

parâmetros hematológicos) e o seguimento mensal nos primeiros três meses e 

trimestral a partir do terceiro mês, comportaram-se como bons parâmetros de cura a 

médio prazo, além da praticidade e do baixo custo;

2. As concentrações de IgG e IgE não são bons parâmetros como critério de cura da LV, 

uma vez que ambos os isotipos foram detectados em concentrações elevadas durante 

todo período de avaliação;

3. A avaliação das concentrações plasmáticos de IFN-y realizada através do teste de 

ELISA, pode constituir-se como um bom parâmetro precoce de resposta à terapêutica 

na LV, em crianças e adultos.
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APENDICE

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA 
F A C U L D A D E  D E M E D IC IN A  

FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ 
C E N T R O  D E  PE SQ U ISA S G O N Ç A L O  M O N IZ  

CURSO DE PÓS-GRADUAÇÃO EM PATOLOGIA

T E R M O  D E C O N SE T IM E N T O  L IV R E  E  E SC L A R E C ID O

V ocê está sendo convidado (a) para participar, com o voluntário, em urna pesquisa. 

A pesquisa intitulada “M arcadores precoces de eficácia  terapêutica  na leishm aniose  

visceral hum ana em  crianças e adultos” , sob coordenação da Profa. Arlene de Jesús 

M endes Caldas (telefone: 227-8519) tem com o objetivo avaliar os aspectos clínico- 

laboratoriais e marcadores precoces de eficácia terapêutica na leishm aniose visceral, em 

crianças e adultos antes do tratamento, no término e após o tratamento.

A leishm aniose visceral (calazar) é uma doença que acomete tanto crianças como 

adultos na Ilha de São L uís-M A  e por isso é necessário realizar pesquisas que possam  

ajudar a diminuir o número de doentes bem com o o número de óbitos. Serão realizados 

exame físico e alguns exames laboratoriais (hemograma e dosagens de citocinas), para isso  

é necessário coletar 20 ml de sangue, além da coleta de fezes para o exam e parasitológico. 

Será realizado também, o exam e anti-HIV para investigar a presença de Aids. Um teste no 

antebraço (IDRM) será realizado para investigar a resistência do paciente a doença. Pode 

no momento da punção venosa e do teste sentir dor na picada da agulha. Fica claro que as 

pessoas envolvidas nessa pesquisa não terão sua identidade revelada, o paciente, os pais ou 

responsáveis terão total liberdade de autorizar ou não a participação nesta pesquisa, sem



9 6

nenhum prejuízo, bem como de ser respeitada a decisão de sair da pesquisa a qualquer 

momento se assim desejar. Além disso, o sigilo das informações será garantido. Serão 

garantidos o tratamento e acompanhamento dos pacientes.

Em caso de dúvida você pode procurar o Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital Universitário Presidente Dutra da Universidade Federal do Maranhão pelo telefone 

219-1092 ou no endereço. Rua Barão de Itapary, 227 Centro, São Luis-MA. O Coordenador 

do Comitê é o Prof Dr. Raimundo Antonio da Silva.

Assim  sendo, pergunto-lhe da sua decisão em autorizar a participação e do seu 

consentimento para a divulgação dos dados obtidos.

Declaro ter lido ou ouvido e entendido as explicações que foram apresentadas 

em relação à pesquisa e informo estar ciente do seguinte;

1 -  Concordo, de livre e espontânea vontade, deixar participar o menor ou 

participar (adulto), sob a minha responsabilidade no estudo acima mencionado.

2 - Que a participação do menor ou minha participação compreende a 

aplicação do teste cutâneo de Montenegro (IDRM), coleta de sangue para os exames; 

sorológico de ELISA, hemograma, citocinas e anti-HIV, e exame físico.

D A T A _______________________________________________________________________

RESPONSÁVEL _____
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ANEXO I- Ficha Protocolo

FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

Data de Preenchim ento  

A- IDENTIFICAÇÃO

Nome:_____

Idade:

N” de Registro

Apelido:

_________ Sexo:

Local de Nascimento 

Endereço atual:_______

Cor: Ocupação:

Data

Endereço para contato: 

Nome do pai:________

Nome da mãe:

B- EPIDEMIOLOGIA

Local provável de contágio:_____________________

Reside em área de risco:

Existem cães no domicílio/peri-domicílio:

Existem raposas/gambas nas proximidades:

Existem animais doentes nas proximidades:

Existem mosquitos no domicílio/peri-domicílio:

Número de familiares em casa (Excluir paciente):___

Localidades freqüentadas nos últimos 12 meses

) l .S im  2.Não 9. Ignorado

) 1. Sim 2.Não 9. Ignorado

) 1. Sim 2.Não 9. Ignorado

) L Sim 2.Não 9. Ignorado

) 1. Sim 2.Não 9. Ignorado

m u n i c í p i o  /  UF M E S / ANO TEM PO

C-ANTECEDENTES MÓRBIDOS PESSOAIS

História anterior de calazar:

Caso sim: Há quanto tempo?__________________

Dose:________________ Tempo________

( ) 1. Sim 2.Não 9. Ignorado 

Droga:________________________

Onde tratou
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D- ANTECEDENTES MORBIDOS FAMILIARES

História anterior de calazar: ( ) 1. Sim 2.Não 9. Ignorado

Caso sim: Quem?______________________Há quanto tempo’’__________________

E- HISTÓRIA CLÍNICA
Inicio da doença;____________________________________________________________

Sinais e sintomas:

Febre:

Caso sim, caracterizar:

( ) 1. Sim 2.Não 9. Ignorado

Queda de cabelos/pelos: ( ) I. Sim 2.Não 9. Ignorado

Anorexia: ( ) 1. Sim 2.Não 9. Ignorado

Diarréia: ( ) 1. Sim 2.Não 9. Ignorado

Caso sim, caracterizar:

Vômitos: ( ) 1. Sim 2.Não 9. Ignorado

Sangramentos: ( ) 1, Sim 2.Não 9. Ignorado

Caso sim, caracterizar:

Tosse: ( ) l .S im  2.Não 9. Ignorado

Dispnéia: ( ) 1. Sim 2.Não 9. Ignorado

Aumento de volume abdominal: ( ) 1. Sim 2.Não 9. Ignorado

Outros sintomas:

F- EXAME FISICO

P.A: / / Pulso: TA: F.R: Peso Alt.

Estado geral: ( ) 1- Bom ( ) 2. Regular ( ) 3- Comprometido

Estado de Hidratação ( ) 1.Normal ( ) 2- Desidratado grau 1

( ) 3 . Desidratado grau II ( ) 4- Desidratado grau III

Emagrecido ( ) 1- Sim 2. Não

Febril ( ) 1- Sim 2. Não

Mucosas: ( ) 1. Normocoradas ( ) 2. Hipocoradas+/4+ ( ) 3. Hipocoradas++/4+

( ) 4. Hipocoradas+++/4+

(Ictérico:

Alopecia:

Manchas:

Sangramento:

Adenomegalia:

Caso sim: Localização:

( ) 5. Hipocoradas++++Z4+

1-Sim 2. Não

1-Sim 2. Não

1-Sim 2. Não

1- Sim 2. Não

I- Sim 2. Não

) 1, Subocciptal ( ) 2. Submandibular
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( ) 3. Inguinal ( ) 4. Retroauricular

( ) 5. Retrocervical ( ) 6. Axilar

Características; ( ) 1.Isolados ( ) 2. Normal

( ) 3.Agrupados ( ) 4.Amolecidos

( ) 5.Coalescentes ( ) 6. Endurecidos

Protusão Abdominal; ( ) 1- Sim 2. Não

Hepatomegalia; ( ) 1- Sim 2. Não

Caso Sim; cm RCD cm Apêndice Xifóide

Esplenomegalia; ( )1 -S im 2. Não

Caso Sim; cm RCE

Edema

Caso Sim. caracterizar;

Alterações Ap. Cardio Vascular; ( ) 1- Sim 2. Não

Caso sim, especificar;

Alterações Ap. Respiratório; ( )1 -S im 2. Não

Caso sim. especificar;

Alterações Sist. Nervoso Central; ( ) 1- Sim 2. Não

Caso sim. especificar;

Outras alterações; ( ) 1- Sim 2. Não

Caso sim, especificar;

G- TERAPEUTICA

Usou ou está em uso de droga especifica; ( ) 1- Sim 2. Não ( ) 9- Ignorado

Caso sim. Qual:_______________________________________________

Dose ? Número de ampolas (Total e por dia);___________________________________

Tempo se Uso;_______________________ Inicio do Tratamento;

Ocorreu internação durante a doença atual; ( )1 -S im  2. Não ( ) 9 - Ignorado

Caso sim. Há quanto tempo/Por quanto tempo;________ _____ onde;__________________

CONDUTA: ________________________________________
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H- EXAMES LABORATORIAIS

DATA

EXAMES

HEMACIAS

HEMOGLOBINA

HEMATOCRITO

LEUCOCITOS

META

BASTÕES

SEGMENTADOS

EOSINOFILOS

LINFÓCITOS

MONOCITOS

PLAQUETAS

T.PROTROMBINA

TGO/TGP / / / /

UREIA

CREATININA

GLOBULINA

GLICEMIA

MIELOGRAMA

SOROLOGIA

LEISHMANINA

ECG

VEL. HEMOSSED.

OUTROS

I -  EVOLUÇÃO CLÍNICA

Regressão da Febre: ( )1 -S im  2. Não ( ) 9 - Ignorado

Caso sim. Quantos dias após o inicio do tratamento: _________

Descreva a febre:

caso Não,



DIAS DE TRATAM ENTO/ DATA MESES APOS TRATAMENTO / DATA

Dia (0) / Dia 10/ Dia 20 / r ’ / 2" / 3" / 5" r

QUEIXAS

Peso (Kg)

Palidez (em cruzes)

Fígado (cm)
____R C D ___ RCD .-\X ____RCD___ ,4X ____RCD___ AX RCD RCD___ RCD___.AX RCD___ AX

Baço (cm)
RCE RCE RCE RCE RCE RCE RCE RCE

Intercorrências

Conduta

( ® , í 
l a  iÇDOl

11^
i P  .... 
 ̂ ItH  ig

' -c’ !



ANEXO II- DADOS LABORATORIAIS (Valores de referencia)

EXAMES Crianças Adultos

Eritrocitos 3.8 a 5.2 milhões/mm^ 4.6 a 6.2 milhões/mm^

Hemoglobina 10.3 a 13.5 g/dl 14.0 a 17.0 g/dl

Hematócrito 32 a 40 % 40 a 54 %

Leucocitos 5000 a 10000/mm' 5000 a lOOOO/mm^

Segmentados 27 a 54% 1350a6200/m m ^ 54 a 62% 2700 a 6200/mm'

Eosinófilos 1 a 3% 50 a 400/mm^ 1 a 4% 50 a 400/mm^

Linfócitos 32 a 55% 1600a3900/m m 3 22 a 33% H 00a3300/m m 3

Plaquetas 150.000 a 400.000/mm^ 150.000 a 400.000/mm3

Uréia 10 a 50 mg/dl 10 a 50 mg/dl

Creatinina 0.4 a 1.3 mg/dl 0.4 a 1.3 mg/dl

AST 1 2 a 4 6 U /I (3 7 C ) 1 2 a 4 6 U /I (3 7 C )

ALT 3 a 5 0 U /I (3 7 C ) 3 a 50 U/I (37C)

VHS 4 a 7 mm V hora 4 a 7 mm 1 ̂  hora

Globulina 0.70 a 1.50 g/dl 0.70 a 1.50 g/dl

Albumina 3.20 a 5.00 g/dl 3 .2 0 a 5 .0 0 g /d l

Glicemia 70 a 110 mg/dl 70 a 110 mg/dl

Sistema Automatizado CELLDYN 4000 (Laboratorio Cedro, São Luis-MA, 2 002 ).

oto



ANEXO III -  Níveis de IgG em g/l

IDADE IgG  (variação) IgG l (variação) IgG2 (variação) IgG3 (variação) IgG 4 (variação)

0-2 meses 750-1.510 2.18-4.96 0.40-1.67 0.04-0.23 <0,01-0,03

3-5 meses 282-940 1.43-3.94 0.23-1.47 0.04-0.23 <0,01-0,14

6-8 meses 330-1.510 1.90-3.88 0.37-0.60 0.12-0.62 <0.01

9 meses-2anos 410-1.630 2.86-6.80 0.30-3.27 0.13-0.82 <0.01-0.65

3-4 anos 610-1.610 3.81-8.84 0.70-4.43 0.17-0.90 <0.01-1,16

5-6 anos 630-2.000 2.92-8.16 0.83-5.13 0.08-1,11 <0,01-1,21

7-8 anos 750-1.780 4.22-8.02 1.13-4,80 0,15-1,33 <0,01-0,8

9-10 anos 660— 2.120 4.56-9.38 1.63-5.13 0,26-1,13 <0,01-1,21

11-12 anos 660-2.120 4.56-9+52 1.47-4.93 0,12-1,79 <0,01-1,68

13-14 anos 660-2.120 3.47-9.93 1.40-4.40 0,23-1,17 <0.01-0,83

Adultos 830-2.040 4.22-12.92 1.17-7.47 0,41-1,29 <0,01-2,91

NASPITZ et al. 
121, 1982.

N íveis de imunoglobulinas séricas em adultos e crianças normais brasileiras nos diferentes períodos etários. J. Pediat., 52:

o
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Abstract

Visceral leishmaniasis (VL) is endemic in the island of São Luis, State of Maranhão, Brazil. Despite an increase in the 
number of VL cases, the frequency of the disease is low among pregnant women. We present here the case of a pregnant 
woman followed up by our group, who was treated with amphotericin B with excellent outcome.
©  2003 Published by Elsevier B.V.

Keywords: Visceral leishmaniasis; Leishmania chagasi\ Pregnancy

1. Introduction

American visceral leishmaniasis (A V L , kala- 
azar) is endemic in 18 (66.7% ) states of Brazil 
and mainly affects children aged less than 5 years, 
with clear spreading throughout the country. Most 
cases have been reported in the north-eastern 
Brazilian states, including Bahia, Piauí, Ceará 
and Maranhão (F N S , 1996; Vieira and Coelho,
1998). In Maranhão, the main problem area is its 
capital São Luis, where 75%  of notified cases are 
concentrated (Vieira and Coelho, 1998).

The occurrence of V L  in Brazil is associated 
with the precarious socio-economic conditions of

* Corresponding author. Fax: +55-98-222-5135. 
E-mail addresses: ajmc@elo.com.br (A.J.M. 

jcosta@ cpqgm.fiocruz.br (J.M.L. Costa).
Caldas),

communities. D ry  periods that periodically hit the 
semi-arid North-east lead to human migration to 
the large centres, increasing the susceptibility of 
individuals to Leishmania chagasi infection and, in 
turn, the number of cases of the disease in this 
area, among them women of fertile age, with 
maternal-foetal implications (W H O , 1990; Sil­
veira et al., 1993; Caldas et a l., 2001).

In Brazil, four cases of V L  in pregnant women 
have been reported, three of them from the 
Northeast (Moraes et al., 1995; Viana et al., 
2001) and one from the N orth (Silveira et al.,
1993). Despite an increase in the number of V L  
cases, the frequency of the disease is low among 
pregnant women. We present here the case of a 
woman followed up by our group, who was 
treated with amphotericin B with excellent out­
come.

0001-706X/03/$ - see front m atter ©  2003 Published by Elsevier B.V. 
doi: 10.1016/SOOO1 -706X(03)00160-8

mailto:ajmc@elo.com.br
mailto:jcosta@cpqgm.fiocruz.br
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Patient J .C .C ., a 17-year-old girl from Cidade 
Olímpica (neighbourhood at the periphery of São 
Luis, M A ), with a 2 month history of intermittent 
fever associated with cutaneous paleness, weight 
loss, vomiting and anorexia, sought medical assis­
tance at an emergency service where she received 
symptomatic medication and blood transfusion.

W ith the signs and symptoms described above, 
the patient was seen at the Infectious and Parasitic 
Diseases Outpatient Clinic, Nucleus of Tropical 
Pathology, Federal University of Maranhão 
(U F M A ) .  Physical examination revealed a regular 
general condition, hydration, weight loss, and 
hypostained mucosae ( + - 1-/4+ ) ,  with small, mo­
tile, soft and painless ganglia being palpable in the 
submandibular and retrocervical chains. A n  en­
larged liver (4.5 cm from the right costal margin 
and 8.5 cm from the xiphoid appendix) with 
smooth borders, a soft palpable spleen (6 cm 
from the left costal margin) and occupied Traube’s 
space were observed. In  addition, an increase in 
uterine volume suggestive of pregnancy was noted 
which was confirmed by the determination of 
human chorionic gonadotropin (105 913 m lU / 
ml). Ultrasonography of the inferior abdomen 
showed foetal vitality. It was the first pregnancy 
of the patient, with a period of evolution of 3 
months.

The diagnosis of V L  was confirmed at M o th e r- 
Infant University Hospital of U F M A  by specific 
exams (indirect immunofluorescence, I I F — a titre 
of 1:320, and aspiration of bone marrow showed 
the presence of the amastigote forms of Leishma- 
nia), where she was admitted and treated with 
amphotericin B at the dose of 1 mg/kg per day for 
14 days, with a good clinical response. Control 
exams were carried out during hospitalisation and 
after discharge (Table 1), and the electrocardio­
gram showed normal patterns. The patient was 
followed up after treatment at 3-month intervals 
for 12 months.

2. C ase re p o rt between the sixth and eighth day. The intradermal 
Montenegro reaction was positive 10 months after 
treatment. Cytokine determination revealed de­
creasing tumour necrosis factor and interleukin 10 
levels after institution of treatment, while inter­
feron gamma levels increased.

During the prenatal period the patient was 
submitted to the following serological exams: 
cytomegalovirus (Ig M  negative), lues (negative), 
German measles (IgG /IgM  negative), toxoplasmo­
sis (IgG /IgM  negative), and a n ti-H IV  1 and 2 
(negative), and received three doses of anti-tetanus 
vaccine.

The woman had a normal delivery and gave 
birth to a term (9 months of gestation) boy 
weighing 2485 g, height 48 cm, who did not 
present any abnormalities upon physical examina­
tion. The Leishmania I I F  result in the umbilical 
cord was 1:80 and the E L IS A  result in peripheral 
blood was 1:268. D uring the 10 months clinical 
follow-up of the child, serology for Leishmania in 
peripheral blood was positive at 3 months ( 1:80) 
and negative after 6 months of life.

M any sections were collected from placenta and 
its annexa for hystological examinations. M icro­
scopy revealed chorionic villi in the placental 
sections, which contained more stroma than 
usually observed for this gestational age, and an 
increase in the number of syncytial knots. In 
addition, various areas of chronic infarction as 
well as an increase in chorionic villus calcification 
were noted. Some arterial blood vessels of the 
villus trunks showed wall thickening. The  amniotic 
epithelium was found to be simple and cylindrical, 
sometimes exfoliative, with apical nuclei. N o  
alterations were observed for the extraplacental 
membranes or umbilical cord. N o  evidences of 
hematogenous placentitis were seen. The results of 
the final report were: placenta with delayed 
maturation, chronic infarction and ischemic al­
terations in placental villi, and the absence of 
Leishmania amastigotes.

2.7. Evolution 3. Discussion

Fever regressed on the third day of drug 
treatment and the other symptoms disappeared

Low  and Cooke ( 1926)  reported the first O ld 
W orld case of kala-azar in pregnancy which
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Laboratory dala obtained lor the m other at the beginning, during and after treatm ent with amphotericin B (São Luís, M aranhão, 
Brazil, 2001)

T able 1

Exam Before treatment First week Second week 90 days 180 days

Red blood cells ( x 1000 per mm^) 3.14
Haemoglobin (g/dl) 7.5
Hematcferit (%) 21.6
Leukocytes (mm^) 3.4
Segmented cells {"/«) 65
Lymphocytes ('/«) 30.1
Platelets (nim^) 96000
Oxalacetate transaminase (U/l) 15
Pyruvate transaminase (U/l) 28
Total bilirubin (mg/dl) 0.48
Direct bilirubin (mg/dl) 0.08
Erythrocyte sedimentation rate during the 1st h (mm) 59
Urea (mg/dl) 12
Creatinine (mg/dl) 0.5
Albumin (U/ml) 3.1
Globulin (U/ml) 5.3
Glycemia (mg/dl) 79
Potassium (mEq/dl) 3.1
Sodium (mEq/dl) 135
Phosphorus (mg/100 ml) 4.8

3.93 2.35 3.11 3.82
10.1 6.3 8.3 11.20
30.3 19.3 26.0 33
4.0 5.0 6.3 11.8
75 78 61 75
21 17 28.6 18
148 000 148000 156000 160000
ND ND 6 23
ND ND 5 16
ND ND 0.48 0.49

0.05 0.03
ND ND 35 23
17 13 12 10
1.1 2.5 0.9 0.40
3.9 2.0 3.4 2.53
3.7 1.6 3.2 1.20
79 79 78 77
3.1 3.1 3.0 ND
135 135 141 ND
4.9 4.8 ND N D

ND, not done.

occurred in Africa, with the child being born with 
signs and symptoms of the disease. Banerjee ( 1955) 
reported the case of a child born in England who 
manifested clinical signs and symptoms of labora­
tory confirmed kala-azar at 7 months of age. The 
mother of the child, who contracted the disease at 
5 months of gestation, was returning to England 
from India where she had lived for several years.

Isam et al. ( 1992) reported the possible occur­
rence of two cases of congenital kala-azar in 
Sudan. In the first case, the child presented signs 
and symptoms of the disease at 7 months of age 
and died. Leishmania was detected in the liver, 
kidneys and thymus at autopsy. In the second case, 
parasites were found in the placenta in a 5-month- 
old foetus. Congenital transmission could not be 
confirmed in either case. Other authors (Niakundi 
et al., 1988; Yadav et al., 1989; Gradoni et al.,
1994) have described cases of possible congenital 
kala-azar in the Old W orld similar to those 
reported by Isam et al. ( 1992).

In the New W orld, kala-azar in pregnancy is 
considered to be a rare occurrence in view of the 
number of cases reported in the literature. H o w ­
ever, with the spreading of the disease in Brazil 
among urban and peri-urban areas where adults 
were generally not previously exposed to Leishma­
nia , cases of pregnant women with kala-azar have 
been notified (Silveira et al., 1993; Moraes et al., 
1995; Viana et al„ 2001).

In Maranhão, Viana et al. (2001) reported two 
cases of kala-azar in pregnancy. In the first case, 
the mother had shown signs and symptoms of the 
disease since the seventh month of pregnancy, with 
the child being born at term. In the other case, the 
mother contracted kala-azar during the second 
month of pregnancy, with the child being born 
premature at 7 month. In both cases the diagnosis 
was confirmed after delivery by detection of 
Leishmania amastigotes in bone marrow aspirates. 
The mothers were treated after delivery with N- 
methylglucamine antimony (20 mg/kg per day for
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20 days), and the children were chnically and 
serologically ( IF )  followed up for 6 months. 
Neither child showed clinical signs suggestive of 
the disease during this period and the IF  tests were 
negative.

In the present case, no vertical transmission was 
obser^^ed, since the child followed up clinically and 
serolo'gically for 10 months did not show any signs 
or symptoms of the disease, even though he was 
living in an endemic area. Serology (IF / E L IS A ) 
was positive from birth to 6 months of age and 
negative, thereafter, in agreement with cases from 
the State of Pará, Brazil, reported by Silveira et al.
( 1993). Anatomopathological analysis of the pla­
centa did not reveal any parasites, thus suggesting 
the absence of Leishmania transmission from the 
mother to the infant.

Another important aspect to be discussed is the 
toxicity of the drugs used in the treatment of kala- 
azar to both mother and foetus. Pentavalent 
antimony compounds (Sb"*"^) cross the placental 
barrier and might impregnate foetal nervous 
tissue, leading to severe syndromes of mental 
retardation (Marsden, 1985). However, Niakundi 
et al. ( 1988) recommended that, in areas endemic 
for kala-azar, pregnant women be treated with 
sodium stibogluconate at the dose of 20 mg Sb ̂   ̂
per kg per day for 30 days.

Since amphotericin B has been recognised as a 
drug with leishmanicidal action but high toxic 
potential, therapeutic schemes (dosage, interval, 
total dose) have been modified over the years, a 
fact that led to progressive reduction and control 
of its toxicity and side effects (M ish et al., 1990; 
G iri, 1993; Thakur et al., 1999).

Based on the high rates of cure of kala-azar (93-  
100% ), the use of amphotericin B has been 
extended and its safe use in pregnant women 
without repercussions on the foetus has been 
reported (M ish et al., 1990; Thakur et al., 1993,
1999). Thakur et al. ( 1993) administered ampho­
tericin B at the dose of 1 mg/kg per day for 20 days 
infused during a 2 h period to four pregnant 
women with kala-azar.

In Brazil, no reports on the treatment of 
pregnant women with kala-azar are available. In 
view of the variability of the proposed schemes, in 
the present case we opted for amphotericin B at

the dose of 1 mg/kg per day for 14 consecutive 
days based on a study, which cure was obtained in 
97.5%  of non-pregnant patients with kala-azar 
(Carvalho, S F G , pers. inf.), demonstrating that 
amphotericin B, when used as the first-choice 
drug, leads to high rates of cure associated with 
a reduced total dose. In the present case, both the 
mother and the foetus showed a good response to 
treatment, with the foetus being followed up by 
abdominal ultrasonography.
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S e r o c o n v e r s i o n  a g a i n s t  L u t z o m y i a  l o n g i p a l p i s  S a l i v a  C o n c u r r e n t  

w i t h  t h e  D e v e l o p m e n t  o f  P ^ i v i x - L e i s h m a n i a  c h a g a s i  D e i a y e d - T y p e  

H y p e r s e n s i t i v i t y

Regis B. G o m e s ,Cláudia Brodsltyn,'-^ ’
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and ^Faculdade de Medicina and ^Laboratório de Imunologta, Instituto 

de Ciencias da Saúde, Universidade Federal da Bahía. Salvador, 
Bahía. ‘Departamento de Patología, Universidade Federal 

do Maranhão. São Luis, Maranhão, and ‘’immunology investigation 
institute. São Paulo, São Paulo, Brazil: "Lahoralorv o) Para.sitic 

Diseases, National institute oj Allergy and tnfectMus Disease,^.
National institutes o f Health, Bethesda, Maryland

Antibody responses to salivary gland sonicate (SGS) from Lutzomyia longipalpis were inves­
tigated using scrum samples from individuals living in an area where visceral leishmaniasis is 
endemic. Individuals were classitied into 2 groups, according to the alteration of their responses 
to Leishmania chagasi antigen over the course of 6 months. Group 1 included children who 
experienced anti-/., chagasi seroconversion from negative to positive; group 2 included children 
who experienced delayed-ty pe hypersensitivity (DTH) response to L. chagasi antigen conversion 
from negative to positive. Individuals who experienced seroconversion against L. chagasianügem 
did not have increased anti-saliva antibody response, whereas those who developed a positive 
anti-£. chagasi DTH response had increased immunoglobultai (Ig) G, IgGl and IgE anti-SGS 
antibody levels. Despite wide variation, serum samples from individuals in group 2 recognized 
more bands in SGS than did those from individuals In group I. This simultaneous appearance 
of anti-saliva humoral response and anti-¿. chagasi cell-mediated immunity supports the hy­
pothesis that induction of immune response against SGS can facilitate induction of a protective 
response against leishmaniasis.

LeLsh/nanUi species are iransmitted by sand flies. The saliva 
of these and other blood-sucking insects contains a vaned rep­
ertoire of pharmacologically active molecules that are able to 
interfere with host hemostatic, inflammatory, and immune re­
sponses [1]. In mice, these products exacerbate infection with 
L. chagasi and may, in fact, be elemental for establishing the 
parasite in the vertebrate host [2]. The presence of salivary gland 
sonicate (SGS) changes the pattern oi' the anti L. chaga.si im­
mune response from a protective Th 1 pattern to an unrespon­
sive Th2 pattern [3]. This etfeci was completely abrogated in
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mice that were preexposed to salivary components or bites from 
uninfected sand flies [4, 5]. The protection given by immuni­
zation with SGS [2] or the 15-iiDa protein from the saliva of 
Phlehoiomus papaiasi (SP15) [4] also is indicative of the im­
portance of sand fly saliva on the initial steps of infection with 
L  chaga.si. Of interest, even in B cell knockout mice, immu­
nization with SP13 cDNA leads to protection, suggesting that 
a delayed-type hypersensitivity (DTH) response against saliva 
provides most, il' not all, of the protective effects of this vaccine 
[4]. However, the importance of sand fly saliva in human L. 
chaga.si infection is less clear.

We have previously shown that serum samples from children 
living in an area endemic for visceral leishmaniasis (VL) have 
anti-SGS IgG antibodies that differentially recognize salivary 
gland antigens [6]. Individuals with a positive anti- L. chagasi 
DTH response exhibited waú-Luizotnyia longipalpis saliva an­
tibodies. A positive correlation was observed between anti-L«. 
longipalpis saliva antibodies and anti-£. chagasi DTH response, 
but no correlation was observed between anti-saliva antibodies 
and anti-L. chagasi serologic status [6]. In the present study, 
we explore the change in humoral and cell-mediated anti-L. 
chagasi responses in a 6-month follow-up of individuals in an 
area where VL is endemic, as well as the change in anti-Z-u. 
longipalpis saliva antibody responses in the same individuals.
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Figure 1. Antibodies <ig4insl Lutzomyia Umgipalpis saliva. Human serujn samples were obtained at time 0 (negative anti- Leiahmcmia chagasi 
serologic status [S ] or negative delayed-type hypersensitivity [DTH] response [DTH ]) and 6 months later (positive anti chagasi serologic 
status [S*] or positive anti-/., chagasi DTH response [DTH^). ELISAs were performed with these serum samples using salivary gland sonicate 
of the sand fly Lu. longipalpis. A. Antt saliva IgG levels m individuals whose anti-L. chagasi serologic status converted (S to S^) and whose 
anti-¿. chagasi DTH response converted (DTH to DTH*). B, Anti-saliva IgE levels in the individuals described in panel A. C, Anti-saliva IgGl 
levels in the individuals described in panel A. D, Anti saliva Igü4 levels in the individuals described in panel A. The nonparametric paired 
Wilcoxon test was used to compare levels of anti- L«. longipalpii saliva antibodies at time 0 and after 6 months. P < .05 was considered to be 
significant. OD, optical density.

Methods

Study population. Serum samples used in the present study 
were obtained from an epidemiologic survey of VL in children <7 
years old living in a iregion of São Luiz, M aranhão State, in north­
eastern Brazil, where VL is endemic. During this prospective study, 
anti-L. chagasi DTH response and seiulogic tests were performed 
twice a year during 1997 and 1998. Only children who did not have 
VL, a positive serologic test result, or a DTH response at the ñrst 
survey were included in the present study. None of the individuals 
in the data set had disease, and all had negative responses to leish­
manial antigen during the preceding 6-month period. Positivity in 
the anti-leishmanial tests reported here indicates a recent conver­
sion, as determined by a sensitive and specific ELISA [6J and/or 
DTH test [6J. To determine the cutoff value for IgG anti-Lu, ion- 
gipalpis in ELISAs, serum samples were obtained from children in 
the same age range from an area where Lu. longipalpis is not en­
demic. Assuming that recent seroconversion represents infection 
and that a positive DTH response is a marker of protection against 
leishmaniasis in subclinical cases, we classified children in 2 groups, 
according to their anti-/., chagasi responses. Children in group 1 
experienced serologic status conversion, from negative to positive 
(n =  15), and children in group 2 experienced DTH response con­
version, from negative to positive {« =  15).

Anli-sand fly saliva serologic testing. Anti-sand fly saliva se­
rologic test ELISA was performed as described elsewhere [6]. Serum 
IgG subclasses were determined using anti-hum an IgG l, lgG3, or

IgG4 alkaline-phosphatase conjugates (Sigma-Aldrich). To deter­
mine IgE levels, serum samples were previously absorbed using 
rheumatoid factor. A nti-hum an IgE (Sigma-Aldrich) was used in 
the ELISA.

Western hlots. Western blots o f salivary gland antigens were 
performed as described elsewhere [6].

Statistical analysis. The nonparam etric paired Wilcoxon test 
was used to compare levels o f anti-Lti. longipalpis saliva antibodies 
in the same children at time 0 (beginning of survey) and after 6 
months. P < .05 was established as the significance level. GraphPad 
Prism Software was used to perform the statistical tests.

Results

Antibodies against Lu. longipalpis .'¡aliva. Individuals (n = 
15) who experienced conversion to a positive anti-i. chagasi 
DTH response had significantly increased anti-¿«. longipalpúi 
IgG (figure I A; P ~  .02) and IgE antibody levels (figure IS; 
P  =  (X)2). IgGl was the principal antibody subclass involved in 
the increase of anti-saliva antibodies in the group who experi­
enced anti L. chagasi DTH response conversion, from negative 
to positive (n = 15) (figure 1C); no significant changes were ob­
served in other IgG subclasses. The cutofl' value for anti-Lu. 
longipalpis IgG level in ELISA was 0.045, as measured by optical 
density. A significant decrease in anti saliva IgG antibody levels
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F ig u re  2. Lutzomyia longipatpLs salivary  p ro te iu s recognized by hu ­
m an  serum  sam ples o f indiv iduals w hose ¿iaú Leiihmania chagasi se­
rologic s tatus converted  from  negative  (S ) to  (S*) o r  w hose a n ti-£ .  
chagasi delayed-type hypersensitiv ity  (D T H ) response converted  from  
negative (D T H  ) to  positive (D T H *). A an d  B, W estern b lo t o f  Lu. 
longipalpis salivary  p ro te in s reacted to  h u m an  serum  sam ples o f  indi­
viduals w hose a n ti-L . chagasi serologic s ta tu s  converted  from  negative 
(S ') to  positive (S*) (lanes 1-6) o r w hose D T H  response converted  
from  negative to  positive (lanes 7-14). , T im e 0; + , tim e 6 m on ths .

(P = .035) was observed in serum samples from children who 
experienced anti-X. chagasi serologic status conversion from neg­
ative to positive (group 1; figure 1>4). No significant changes were 
observed in anti-saliva IgE in group 1 (figure 15). Although IgG 
anti-sahva levels in group 1 children decreased in the 6-month 
period, a significant increase in lgG4 anti-saliva was observed in 
this group (P = .0245; figure ID).

Components oj saliva recognized hy IgG. We evaluated by 
Western blot the number and pattern of Lu. longipalpLs salivary 
proteins recogiuzed by the serum samples of individuals who 
experienced anti L. chagasi serologic status or anti L. chagasi 
DTH response conversion from negative to positive. Of 7 ran­
domly selected serum samples from individuals who experi­
enced anti- chagasi serologic status conversion, samples from 
2 individuals poorly recognized 2 different salivary proteins of 
33 and 200 k.Da, respectively (data not shown; figure 2B, lane 
4). The remaining serum samples did not recognize any salivary 
protein at any time point.

Conversely, of 13 randomly selected serum samples of in­
dividuals who experienced anti-¿. chagasi DTH response con­

version, 12 recognized a variety of salivary proteins with various 
intensities. Figure 2A and 2B show the diversity of salivary 
antigens recognized by these serum samples (lanes 7-14). In 
addition, serum samples from 6 individuals who experienced 
anti-L. chagasi DTH response conversion from negative to pos­
itive showed an increase in the number and/or intensity of sal­
ivary proteins recognition, when time points 0 (negative) and
6 months (positive) were compared (figure 2A, lanes 7 [negative] 
and 8 [positive], 11 [negative] and 12 [positive], and 13 [negative] 
and 14 [positive]; figure 2B, lanes 11 [negative] and 12 [positive],
13 [negative] and 14 [positive]; data not shown). Some individ­
uals in this group did not show any change from time 0 to 6 
months (figure lA , lanes 9 [negative] and 10 [positive]; figure 
2B, lanes 7 [negative] and 8 [positive]) or did not recognize any 
salivary protein (figure 2B, lanes 9 [negative] and 10 [positive]).

The serum samples of the individuals who experienced anti- 
L  chagasi DTH response conversion recognized a total of 16 
different salivary proteins; however, the frequency of recogni­
tion varied among these individuals (figure 3). A salivary pro­
tein of 45 kDa was recognized by 12 serum samples, followed 
by proteins of 44, 43, and 35 kDa recognized by 8 serum sam­
ples each, a protein of 17 kDa recognized by 6 serum samples, 
and a protein of 16 kDa recognized by 5 serum samples. Other 
salivary proteins were recognized as well but with less frequency 
(^3 serum samples).

Discussion

The present report indicates that children who experience 
anti-L. chagasi DTH response conversion also have an increase 
in anti-sand fly saliva antibodies, as evidenced by ELISA and 
Western blot results. We have previotisly shown a correlation 
between anti-saliva antibody titers and anti-L. chagasi DTH re­
sponse [6], and the present results expand those findings, showing 
that the development of anti-pardsite DTH coincides temporally 
with the development of anti-Z-w. longipalpis saliva antibodies.

F ig u re  3- F requency  o f  salivary  pro teins recognized by serum  sam ­
ples o f 13 indiv iduals w hose áuti-Leishmania chagasi delayed-type hy­
persensitivity  (D T H ) response converted  from  negative to  positive. X- 
axis. D ifferent Lutzomyia longipalpis salivary p ro te in s (labeled by the 
app rox im ate  m olecu lar w eight) recognized by W estern b lo t analysis. 
K-axis, N o . o f  h u m an  serum  sam ples recognizing a particu lar salivary 
protein.
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It is tem pling to  speculate th:i: -hIi/ j iio ' i í>!' ; sn'ivarv
cotnponent(s) by antíbodies . 1 1-" '•:< •■v\ ihd-
teins allows for a m ore ellitu-»' m-ciD'Hit’ i>( ;i” ;u!!> íiun;üst 
cell-mediated iinm une respoiiM-, d- ‘viMv dcveli'om;» > TM re­
sponse against lhe parasite S-nü' i;v salnu iiM Pi'ünei!'■ , as 
m axadiluii. are able to  iinp;n' I'Merop^iase 'mD'.-'icm " whidi 
interferes with l. chugasi su’-m\.!' :i!Uii>en o r e v M V I K !  
Recently. il was reported lliai ih,!-, moiceute .’Xiu ct íi.''a i‘ ‘.iitec- 
tion wilh l. vhitgasi lo the sa’nt- ¡¡I'-.’Te as w-i' '•!l' sa':v i”i* i!>at 
vaccinating against maxadil.in •'.■oirftx* nuco at’ai't';' •>' rn o n  
with L. vhuiiusi \9]. The h iejic  am .in .iy  ■'.'-is!-" ' -n in­
dividuals who experienced aia i /, liiuvijsi I ) ’ ! ? con­
version suggest that m ouniit\t’ an aii". saJisa o.hü.i,-, ¡cías im­
mune response is linked to c'cvcloonii' ci'M-inx* ..icc' ■■■■<>’.mi(y
against L  cha^usi. In our sn'<*v w<- ('k! no' ova "la.- ..... saliva
cell-mediated immunity in liio ox!'(i';o<.! chi'idro’o So' '.! - saniiiies 
used in this study were nuule ava!'<a''!e I'-o'vi a si'n 'v  vii'iicicil 
during 1997 I99X, and It was 'iimossiS'c 'o  norfc.'-!'-. saüva 
D TH  tests- liven in a p rosprcivo ■inji'v, no>’'>'‘"v 'io  a a. sa'iva 
D T H  tests in a population is a chaJ'i-imim '.avi, x-. a \o lim­
itations o f SGS availabiliiy ani' .i.v-ih’cnis >' n..,-* '-'.! ■naio'ia! 
from sand (lies in children 

The Western blot analysis a-soJis rc!X"‘<c<f ¡ 'c o  sSin", 'isat se­
rum  samples from individua's who cxner'ciccd aaii /,. I'iui^asi 
serologic status conversion li-i! no' ''ccoam /e any si'ovary pro­
tein, whereas serum samples •rom '(«lividua^s who ox x-rieneed 
anti-Zv. c/iugíAv/D T H  response oonvcrsion n.'cosi” /od num ber 
o f  dilTerent salivary proteins, '  ho ra'ouency o' sa'<va' v an'igens 
recognized by these serum samnk's reveáis a c; usier o f  only few 
proteins, including antigens w t ' '  a jw o x ap a ie  molcci.i'ar masses 
o f 45, 44, 43, 3.5, 27, and 16 kOa. ■•csoceii.ve'y 'li^ore a '. Among 
these antigens, we suggest ihe n'cosnitlon of ai 'oas'. ? sa'ivary 
proteins (45 and 35 kDa), which may be si'r''h*a' 'o  ''le  Yellow 
related protein and to the salivary apyrase from i'h- sahva of l.i: 
longipalpis. respectively flO], These sahvafy nn>i."ir.s i-S and 3,‘S 
kD a) represent 2 o f the highes' fVeuiicic'cs rocoo-n^on bv 
hum an serum samples and cou.U' Se canc'ida'es >o i-i' >o' study 
the exposure to  sand fly bites o ’- as vaccinc canija'aies 'o  i.-oii! ro! 
infection with /., chagasi. Allh(.i!..>h ihe moiccala'- woig''? o* these 
salivary antigens are related to *he nr>;v’ous[y clesc'-N.-'.' I.:i. hiii- 
gipalpis proteins [101, identi!ica,'aon and characicaya^ o f  o f all 
these antigens need further stiuiy Sarnrisinsiy, ■.>ii'y I" so’-am sam ­
ples recognized a protein at (he ra rae  o f 6 k'>a, 'h e  ■"o'ecular 
weight o f m axadilan fl], sugucstaií that, hum ans, ’'laxac'akin 
m ay no t induce a strong antih('!'v response h " ' C!>\'J<! V  a. sirong 
inducer o f cellular im m unity

Individuals who experiencet' anli I., rlui^asi cc"-moi.hated 
im m unity conversion had incea.sc*.' '«(à " ai'<’ 'fvo's. !g(jJ 
has been related to  a hum an Th! lospoi’sc ' ■ !'. ah 'iouti'i this 
relationship has not been fully estab 'ishcd. The e 'ovat'on  o(''g}: 
antibodies suggests the devcionm etit o ‘~ an hnmc-dia'c 'w per- 
sensitivity, since IgE is eonsicercti to  be a. t>('a '’ h2 type
responses [111. It is likely ih a ' a n'ixeo' "''h2 ivne (i-,'!ated to

im m ediate hypersensitivnv) aaid T h l type response (related to 
!)T U | a,«ai'ist sa !i\a  com ponents coexist in individuals who 
recemlv ovuc leiiced anii I. c/tí/t;í«/D T II response conversion. 
In (act, tills type oi'm ixed response was reported in individuals 
exposed 'o  insect bites, w heie the host im m une response against 
insi’ct sa' va starts with D I M response, evolves to a predom ­
inant im m ediate tyne hvoersensilivily. and finally descnsiliza- 
tioii addition , we !>ave observed in mice th a t immu-
ni/at!i»i w i'h  /.;/. loiigipulpis salivary genes resulted in a typical 
l)T! I and/oi- aaitihodv response to  ¡ a i .  longipatpis salivary pro­
teins I.! ( ;V , iinpi.ibhshed results), suggeslm g that bites o( Lu. 
loníiifiilpr, c'ii'<! indiK O 1 h I and Th2 responses in hum ans, a 
phenom ei'on described loi 'he  bites o f  the sand Hies from the
l ,ask'"> " c 'l is p h c re  !4I. 0< in 'eresl, SP I5 , which is responsible 
to r t > * n  resoonse in mice, is highly hom ologous to  the 
SL.! proiem  iiresent m the saliva o( Im . longipulpis O ur 
results suüpos! that a inixc<! anti-saliva response wilh bo th  T h l 
an<! T 'l.’ ia 'inoonents mav help in establishing an anti-im m une 
/. cht/yíísi response

An iii<hcalion of a ¡lossible dow n-m odulalion o f immediate 
hypersensaivi'v came from elevation of lgG 4 antibodies in in­
dividuals vvlio exiaefencei! anti /,. í.7w!,'í/.h serologic status con­
version 'i.'.'U  has been tniplicated as a  blocking antibody in the 
conlrol r-' a ’'oi(.-ic rcac!i\!‘\ :ii hum an filariasis [13]. Developing 
allerf.’v aL'a'nsi msec' sa 'iv a 's  !i'c<|iiently observed in populations 
exposed to insects ! 14' ] ho nrosence o f an imm ediate hypersen­
sitivity at iho si'i- o) ohichoioniine bite m ay create an inhospi­
table m-cnícnvironrnem noxious to the blood feeder[15], o reven  
impairim.' oarasitc s a n  iva' ’ !n' lack o f studies evaluating anti­
saliva im 'iiune rescioiises m vector transm itted protozoan dis­
eases ii'av ’lave prechjded the description o f Immediate hyper- 
sensitivov as a pri>tecl've m echanism in such conditions.
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A bstrac t
Various factors have been associated with a predisposition to the development of clinical American 
visceral leishmaniasis (AVL). However, little information is available about the factors that predispose to 
asymptomatic infection. To identify the risk factors associated with asymptomatic infection, a study was 
carried out between July 1997 and June 1998 on children aged 0 -5  years in the districts of Vila Nova and 
Bom Viver in the municipality of Raposa in the island of São Luis, State of Maranhão, Brazil. A 
questionnaire containing socioeconomic, demographic and epidemiological data was used. The delayed- 
type hypersensitivity (DTH) test was carried out on 639 children in the first phase, and on 572 in the 
second, 7 months after the first survey, using Leishmania amazonensis antigen. Infection was determined 
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in 638 children during the first phase, and in 572 
during the second. Six outcome measures were used: initial prevalence, final prevalence and incidence, 
each determined by D T H  and ELISA. The incidence of infection was 10-8% when determined by D TH  
and 28-5% when determined by ELISA. After adjustment for confounding variables using Cox regres­
sion, infection by L. chagasi was associated with child’s age (&2 years), location of the dwellings (Vila 
Nova) and reporting of relatives with AVL. Bathing outside the house and playing outdoors between 
18:00 and 20:00 were identified as risk factors in some analyses but not in others. Presence of intra- and 
peridomestic Luizomyia sandflies and animals such as dogs or chickens in the house or in the 
neighbourhood appeared as risk factors in some analyses but in others they unexpectedly seemed to 
protect from infection. Malnutrition was not found to be associated with infection.

K eyw ords: visceral leishmaniasis, Leishmania chagasi, asymptomatic infection, children, prevalence, incidence, risk 
factors, Brazil

In tro d u c tio n
American visceral leishmaniasis (AVL) is an infec­

tious disease causing significant immunological changes 
that lead to alterations in both cellular and humoral 
immunity. Of these, alterations in humoral immunity 
have been used as a criterion for diagnosis of the infec­
tion owing to the presence of elevated titres of specific 
antibodies ( B a d a r Ó  et al., 1986a; WHO, 1990; FNS, 
1996).

AVL is caused by the parasite Leishmania chagasi and 
is transmitted by the bite of a Lutzomyia sandfly. It has 
been recently determined that large numbers of indivi­
duals in endemic areas are infected with the parasite 
but do not develop the classical signs and symptoms of 
the disease. A recent advance in our ability to identify 
persons in this group has been the development of a 
Leis^wama-specific antibody test and skin test for the 
detection of leishmanial infection ( B a d a r Ó  et al., 
1986b; R e e d  e ta l ,  1986).

An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
has been used in both Brazil and Kenya to monitor 
asymptomatic and subclinical disease in addition to 
diagnosing acute AVL, and epidemiological studies 
have shown that the ratio of infected people, either 
asymptomatic or with subclinical disease, to those with 
classical symptoms of AVL ranges from 4 to 30:1 
( B a d a r Ó  et at., 1986a; J a h n  et al., 1986; E v a n s  et al., 
1992).

In endemic areas of north-east Brazil, it is estimated 
that 7-5% of individuals aged <15 years are infected by 
Leishmania each year, and about 20% of those infected 
by L. chagasi develop the classical form of the disease 
(B adarÓ  et a l ,  1986a; W HO, 1990). The highest 
prevalence of human AVL occurs in children aged 0 -9  
years, who account for 80% of cases; of these, 60% are 
aged <5 years ( B a d a r Ó  et al., 1986a).

Various factors have been associated with a predis-
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position to the development of AVL disease, such as 
young age, malnutrition ( B a d a r Ó  et al., 1986a; C e r f  
et al., 1987), poor lymphocj^e proliferation, low pro­
duction of gamma interferon (CARVALHO et al., 1992, 
1994), and exposure to L. chagasi. However, little 
information is available about the factors that predis­
pose to asymptomatic infection. According to E v a n s  
et al. (1992), the factors that determine the develop­
ment of infection after transmission of L. chagasi by 
Lutzomyia sandflies have not been completely clarified. 
The island of São Luís in Maranhão is currently experi­
encing an epidemic of AVL, accounting for 65% of the 
total cases for the state (FNS, 1996). To identify pos­
sible risk factors that may lead to asymptomatic infec­
tion by L. chagasi after exposure, the delayed-t^e 
hypersensitivity (DTH) and ELISA tests were used in a 
population of north-east Brazil.

Subjects and Methods
A prospective study was carried out between July 

1997 and June 1998 on all children aged 0 -5  years in 
the localities of Vila Nova and Bom Viver in the 
municipality of Raposa, Maranhão.

Description of the area
The island of São Luis has an area of 905 km^ and 

contains the municipalities of São Luís, São José de 
Ribamar, Paço do Lumiar and Raposa. TThe municipal­
ity of Raposa is situated 28 km from the city of São 
Luís, the state capital of Maranhão. The area of the 
municipality is 63-9 km^ and the population consists of
15 075 inhabitants distributed among 21 districts, in­
cluding Vila Nova and Bom Viver, the focus of the 
present study. The districts of Vila Nova and Bom 
Viver originated from recent land occupations, with 
respective populations of 2600 and 4307 inhabitants. 
The economic activity of the 2 localities is based on 
fishing and crafts. These localities were selected be­
cause they are endemic for AVL and have poor popula­
tions with little information concerning the disease 
( G a m a  et al., 1997). In the past 3 years, the incidence 
of AVL observed in children aged 0 -5  years has varied 
in these districts: 22-8 cases per 1000 children in 1995,
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9-4 cases per 1000 children in 1996 and 13-3 cases per 
1000 children in 1997 (unpublished data obtained 
from the National Health Foundation).

Study design
The study was started in July 1997 with a population 

survey and then divided into 2 phases. The first (Sep­
tem ber-October 1997) involved a cross-sectional study 
using a standardized questionnaire applied to mothers/ 
guardians and examination by the study group during 
which children’s height was measured and the D TH  
and ELISA tests were performed. In the second phase 
(April-May 1998) the D TH  and ELISA tests, and 
height measurements, were repeated 7 months after the 
first phase.

The mothers/guardians gave written informed con­
sent for the children to participate in the study. The 
wishes and decisions of the mothers were always re­
spected.

In the choice of variables, associations found in other 
endemic areas were taken into account ( B a d a r ó  et ah, 
1986c; C e r f  et a l ,  1987; EVANS et al., 1992). The 
variables contained in the questionnaire were: child’s 
age (in months) and gender, father’s and mother’s lit­
eracy, type of housing, bathroom (indoors/outdoors), 
chronic m alnu triti^ , place where the child plays in the 
early evening (mdoors/outdoors), presence of animals 
(chickens, do^fe& both), insecticide spraying during 
the previous AVL in/relatives and neighbours, 
and Lutzomyia sandflies in the house.

Description of measurements and tests
The D TH  was performed with L. amazonensis pro- 

mastigotes (MHOMBR-88-BA-125) as previously de­
scribed ( R e e d  et al., 1986). The test was applied 
intradermally to the anterior forearm, and readings 
were taken at 48-72  h after application (CUBA et al., 
1985; WHO, 1990), with the diameter of the indura­
tion being measured with a millimetre ruler. One or 
both diameters of 3=5 mm was considered a positive 
reaction. The test was carried out on 639 children aged 
0-71 months in the first phase, and on 572 children 
aged 7-78  months in the second phase. The difference 
in the number of children between phases was due to 
migration occurring in these areas.

Antileishmanial antibodies were detected by ELISA 
using antigen prepared with L. chagasi in Bahia, Brazil. 
These antigens show high sensitivity (98%) and specifi­
city (96%) for the detection of antibodies in sera from 
AVL patients ( B a d a r ó  et a l ,  1986b). The test was 
performed on 638 children in the first phase and on 
572 in the second. Eight children with hepatospleno- 
megaly and unexplained fever of more than 1 week’s 
duration were considered to be potential cases of leish­
maniasis, as confirmed with bone-marrow aspirate, and 
were excluded from the study. Blood (2 -4  mL) was 
collected from each child, placed in tubes without hep­
arin and left to coagulate at room temperature. The 
samples were then centrifuged and serum was sepa­
rated. The serological reaction was considered positive 
when the level of absorbance (cut-off) was 5*0-045, this 
figure representing 2 SD above the average absorbance 
level of a sample of 20 sera from healthy, non-exposed 
individuals.

Child’s height was measured using a portable an- 
thropometer and recorded to the last 0-1 cm. Children 
younger than 2 years were measured in the supine 
position and the others in the upright position. Data 
regarding the nutritional status of the children were 
analysed using the National Center for Health Statistics 
(NCHS) standards. Z-scores for height-for-age were 
calculated using the Epilnfo EpiNut software. Chronic 
malnutrition (stunting) was assessed by height-for-age 
Z  scores compared to the reference standards ( W a t e r -  
LOW, 1972; W a t e r l o w  et al., 1977; WHO, 1986).

Statistical analysis
Unadjusted and adjusted relative risks (RRs) for in­

itial prevalence, final prevalence and incidence of infec­
tion detected by D TH  and ELISA were calculated with 
95% confidence interval. The variables were classified 
into 2 or more categories, always taking the first cat­
egory or that with the least risk as the baseline. Initial 
prevalence was defined as children with positive results 
in the first phase and final prevalence as children with 
positive results in the second. Incidence was calculated 
from the number of children with a negative result in 
the first phase and a positive result in the second phase, 
i.e., the number of children infected during the study 
period divided by the total number in the exposed pop­
ulation.

All variables presented in the unadjusted analysis 
were included in the multivariate analysis. A backward 
stepwise procedure was used with a P-value of 0-10 for 
retaining a variable in the final model. The results were 
adjusted for confounders by the Cox regression (COX, 
1972) technique using the STATA (1997) program, 
modified for sectional desig^ (L e e , 1994), considering 
7 months as the follow-up time for all children, with no 
removals from the study or losses to follow-up. Because 
the standard errors of the coefficients tend to be over­
estimated when Cox regression is applied to sectional 
designs, the robust method of calculating the variance- 
covariance matrix (L iN  & H ei, 1989) was used instead 
of the conventional inverse-matrix-of-second-deriva- 
tives method. In the calculation of the standard errors 
of the coefficients, we also took clustering into account 
because on some occasions more than 1 child per 
household participated in the study.

Results
Vila Nova consisted of 361 families and Bom Viver 

of 574 families. Each family had on average 5-9 persons 
and 3-9 children. Family income was lower than 1 
Brazilian minimum wage in most cases (89%) and 
almost all children have lived in the 2 districts since 
birth: 48% were males and 52% females. The incidence 
of L. chagasi infection was 10-8% when determined by 
D TH  and 28-5% when determined by ELISA.

Unadjusted analysis o f infection
Regarding initial prevalence measured by D TH , chil­

dren aged 24-71 months, who used to bathe outside in 
the backyard and who had relatives with AVL were at 
increased risk of acquiring AVL infection. According to 
the ELISA test, children who lived in Vila Nova and 
who had relatives with AVL were at higher risk for AVL 
infection. The presence of chickens around the house 
or in the neighbourhood appeared to protect them firom 
infection (Table 1).

Using final prevalence as the outcome, according to 
the D TH  test, children aged 48-78  months who lived 
in Vila Nova district were at higher risk for infection. 
Reporting Lutzomyia  sandflies in the house, AVL in 
relatives and the presence of chickens or dogs in or 
around the house were associated with increased risk of 
infection. As measured by the ELISA test, only 3 risk 
factors were detected: age, playing in the backyard, and 
district of residence. Presence of Lutzomyia sandflies 
and dogs in the house appeared as protective factors 
(Table 2).

In terms of incidence of asymptomatic infection 
measured by D TH , children who lived in Vila Nova 
district and who reported Lutzomyia sandflies or dogs 
in the house/neighbourhood or AVL in relatives were at 
increased risk of infection. According to ELISA, child’s 
age, playing around the house between 18:00 and 
20:00 and residence in Vila Nova district were asso­
ciated with infection (Table 3).

The male sex was not found to be a risk factor of 
infection. The houses in Bom Viver were in better 
conditions than those in Vila Nova. However, living in
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T a b le  1. U n a d ju s te d  a n a ly s is  o f  th e  in i t ia l  p re v a le n c e  o f  a s y m p to m a tic  L . c h a g a s i  in fe c tio n  m e a s u re d  b y
D T H  a n d  E L IS A  (R a p o s a -M a r a n h ã o , B r a z i l ,  1997)

D T H  (n =  639) EU SA  (« =  638)

Variable n
Positive

(%) RR (95% Cl) P n
Positive

(%) RR (95% Cl) P

Age (months) 0-027 0-500
0-23 231 13 1-00 227 12 1-00

24-47 ■225 21 l-64(1 08-2-49) 226 14 1-24 (0-76-2-01)
48-71 183 22 1-73 (M 3-2-64) 185 15 1-32 (0-81-2-14)

Gender 0-665 0-605
Female 334 18 1-00 332 14 1-00
Male 305 19 1-08 (0-77-1-51) 306 13 0-90 (0-60-1-34)

Chronic malnutrition 0-970 0-752
No 477 19 1-00 480 14 1-00
Yes 162 19 0-99 (0-67-1-47) 158 13 0-92 (0-55-1-54)

Play 0-915 0-295
Indoors 587 19 1-00 590 13 1-00
Outdoors 52 19 1-04 (0-54-1-97) 48 19 1-44 (0-73-2-83)

Bathing place 0-002 0-406
Indoors 111 7 1-00 111 16 1-00
Outdoors 528 21 2-92 (1-46-5-82) 527 13 0-80 (0-46-1-36)

Father’s literacy 0-279 0-909
Can read and write 350 20 100 352 14 1-00
Catmot read or 289 17 0-82 (0 -57-M 8) 286 13 0-97 (0-62-1-52)

write
Mother’s literacy 0-921 0-438

Can read and write 443 19 1-00 442 14 1-00
Cannot read or 196 18 0-98 (0-66-1-45) 196 ,12 0-82 (0-50-1-35)

write X.
Districts 0-148 <0-001

Bom Viver 348 16 1-00 348 7 1-00
Vila Nova 291 21 1-30 (0-91-1-86) 290 22 3-29 (1-94-5-56)

Type of housing 0-141 0-427
Bricks/tiles/ 55 11 1-00 57 9 1-00

cement/ceramic
Mud walls/straw/ 584 19 1-77 (0-83-3-80) 581 14 1-59 (0-51-4-98)

earthen
Lutzomyia sandflies 0-603 0-413

in house
No 219 17 1-00 220 12 1-00
Yes 420 19 1-11 (0-75-1-66) 418 14 1-21 (0-76-1-94)

Spraying last year 0-205 0-629
Yes 536 20 1-00 537 14 1-00
No 103 14 0-69 (0-39-1-22) 101 12 0-86 (0-47-1-57)

Animals in house/ 0-804 0-011
neighbourhood
None 249 20 1-00 253 16 100
Chickens 181 17 0-87 (0-56-1-36) 180 7 0-42 (0-21-0-83)
Dogs 121 21 1 05 (0-65-1-69) 119 21 1-33 (0-80-2-21)
Chickens and dogs 88 16 0-81 (0-44-1-49) 86 11 0-66(0-31-1-40)

AVL in relatives 0-019 0-014
No 618 18 1-00 618 13 1-00
Yes 21 38 2-12 (M 3-3-98) 20 30 2-32 (1-18-4-54)

AVL in neighbours 0-794 0-913
No 610 19 1-00 610 13 1-00
Yes 29 21 1-12 (0-49-2-56) 28 14 1-06 (0-36-3-16)

DTH, delayed type hypersensitivity skin 
antibodies against L. chagasi antigen; RR

test with L. amazonensis antigen; EUSA, enzyme-linked immunosorbent assay for serum 
(95% Cl), relative risk (95% confidence interval); AVL, American visceral leishmaniasis.

a mud house with a straw roof and an earthen floor was 
not a risk factor for infection.

With respect to parental literacy, 31% of mothers 
and 46% of fathers did not know how to read or write. 
Nevertheless, illiteracy was not shown to be associa­
ted with increased risk of infection. The prevalence of 
chronic malnutrition among the children in the 2 
phases of the study was high (25-5% and 26-0%, 
respectively), but this was not shown to be a risk factor 
in either analysis.

Adjusted analysis of infection
Using initial prevalence as the outcome, bathing out­

side the house and reporting AVL cases in relatives 
were risk factors for infection as measured by DTH. In 
addition, children who lived in Vila Nova district had a 
higher risk of infection according to ELISA, whereas 
the presence of chickens in the house or in the neigh­
bourhood seemed to protect them from infection 
(Table 4). Regarding final prevalence as measured by 
D TH , child’s age, residence in Vila Nova district, 
reporting AVL in relatives, presence of chickens or dogs 
in the house or in the neighbourhood and reporting the 
presence of Lutzomyia sandflies in the house were 
associated with increased risk of infection. When ELI­
SA tests were considered, playing outdoors was also
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T a b le  2 . U n a d ju s te d  a n a lys is  o f  th e  f in a l p re v a le n c e  o f  a s y m p to m a tic  L . c h a e a s i  in fe c tio n  m e a s u re d  b y
D T H  a n d  E L IS A  (R a p o s a -M a ra n h ã o , B r a z i l ,  1998)

D TH  in  == 572) EU SA  in  =  572)

Variable n
Positive

(%) RR (95% Cl) P n
Positive

(%) RR (95% Cl) P
Age (months) 0-270 <0-001

0-23 137 13 1-00 137 21 1-00
24-47 214 20 1-53 (0-94-2-49) 214 33 1-57 (1-10-2-24)
48-78 221 25 1-93 (M 9-3-13) 221 44 2-07 (1-46-2-95)

Sex 0-989 0-165
Female 293 20 1-00 293 37 1-00
Male 279 20 l-00(0-72-l-38) 279 32 0-85 (0-67-1-07)

Chronic malnutrition 0-273 0-876
No 410 19 1-00 410 35 1-00
Yes 162 24 1-22 (0-86-1-73) 162 34 0-98 (0-76-1-26)

Play 0-718 <0-001
Indoors 523 21 1-00 523 32 1-00
Outdoors 49 18 0-89 (0-47-1-68) 49 59 1-84 (1-41-2-40)

Bathing place 0-502 0-170
Indoors 100 18 100 100 28 1-00
Outdoors 472 21 1-17 (0-75-1-82) 472 36 1-28 (0-90-1-82)

Father’s literacy 0-342 0-411
Can read and write 307 19 100 307 33 1-00
Cannot read or 265 22 M 8  (0-84-1-65) 265 36 1-10(0-88-1-39)

write
Mother’s literacy 0-832 0-147

Can read and write 391 20 1-00 391 32 1-00
Cannot read or 181 21 1-04 (0-73-1-48) 181 39 1-19(0-94-1-51)

write
Districts <0-001 <0-001

Bom Viver 312 14 1-00 312 28 1-00
Vila Nova 260 29 2-07 (1 •44-2-96) 260 43 1-55 (1-23-1-96)

Type of housing 0-052 0-784
Bricks/tiles/ 52 10 1-00 52 33 1-00

cement/ceramic
Mud walls/straw/ 520 22 2-24 (0-99-5-04) 520 35 1-06 (0-70-1-59)

earthen
Lutzomyia sandflies 0-005 0-012

in house
No 190 13 100 190 42 1-00
Yes 382 24 1-83 (1-21-2-78) 382 31 0-74 (0-59-0-94)

Spraying last year 0-293 0-096
Yes 479 21 1-00 479 33 1-00
No 93 16 0-76 (0-45-1-27) 93 42 1-27 (0-96-1-69)

Animals in house/ 0-004 0-087
neighbourhood
None 218 15 1-00 218 38 1-00
Chickens 164 23 1-54 (0-99-2-39) 164 34 0-89 (0-67-1-18)
Dogs 106 32 2-19 (1-41-3-39) 106 25 0-65 (0-45-0-95)
Chickens and dogs 84 17 M 4  (0-62-2-08) 84 41 1-08 (0-80-1-45)

AVL in relatives <0-001 0-594
No 552 19 1-00 552 34 1-00
Yes 20 60 3-15 (1-99-5-00) 20 40 1-17 (0-66-2-07)

AVL in neighbours 0-547 0-734
No 545 20 100 545 34 1-00
Yes 27 26 1-28 (0-57-2-90) 27 37 1-08 (0-69-1-68)

For explanation of the abbreviations, see the footnote to Table 1.

identified as a risk factor for infection. In contrast to 
D T H  results, the presence of dogs and Lutzomyia 
sandflies in the house appeared to confer protection 
against L. chagasi infection according to the ELISA 
test.

Using incidence as a measure of infection, according 
to DTH, residence in Vila Nova district, presence of 
dogs in the house or in the neighbourhood and report­
ing AVL in relatives conferred a higher risk of infection. 
By the ELISA test, children aged 24-48 months who 
played outside the house between 18:00 and 20:00 and 
lived in Vila Nova district were at increased risk for 
infection. In contrast, presence of Lutzomyia sandflies

in the house appeared to protect children from infec­
tion (Table 4).

Discussion
In this study, 6 outcome measures were used. The 

variables that were most relevant and may thus predict 
the risk of asymptomatic infection by L. chagasi were 
district of residence, reporting AVL in relatives and 
child’s age. Some variables appear to increase the risk 
of infection in some analyses but not in others, as was 
the case for playing outdoors in the early evening. Use 
of an outdoor bathroom predicted infection only once.

Presence of Lutzomyia sandflies in the house was
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T a b le  3 . U n a d ju s te d  a n a ly s is  o f  th e  in c id e n c e  o f  a s y m p to m a tic  L . c h a g a s i  in fe c tio n  m e a s u re d  b y  D T H
a n d  E L IS A  (R a p o s a -M a r a n h ã o , B r a z i l ,  1998)

D T H  (« =  469) ELISA (n =  485)

Variable
Positive

(%) RR (95%, Cl)
Positive 

n (%) RR (95% Cl)
Age (months)

0 -23  123
24-47 169
48-78  177

Sex
Female 245
Male 224

Chronic malnutrition 
No 337
Yes 132

Play
Indoors 429
Outdoors 40

Bathing place
Indoors 92
Outdoors 377

Father’s literacy
Can read and write 247 
Cannot read or 222 

write 
M other’s literacy

Can read and write 319 
Cannot read or 150 

write 
Districts

Bom viver 263
Vila Nova 206

Type of housing
Bricks/tiles/ 46

cement/ceramic 
M ud walls/straw/ 423 

earthen 
Lutzomyia sandflies 

in house
No 159
Yes 310

Spraying last year 
Yes 388
No 81

Animals in house/ 
neighbourhood 
None 180
Chickens 135
Dogs 84
Chickens and dogs 70 

AVL in relatives
No 457
Yes 12

AVL in neighbours
No 447
Yes 22

11 1-00
11 0-94 (0-50-1-74)
17 1-49 (0-82-2-71)

13 1-00
14 1-09 (0-68-1-75)

13 1-00
14 1 04 (0-62-1-75)

14 1-00
5 0-36 (0-09-1-44)

13 1-00
13 l-02 (0-57-l-82)

11 1-00
16 1-44 (0-88-2-36)

12 100
15 1-25 (0-76-2 06)

7 1-00
21 3-12 (1-79-5-45)

2 1-00

14 6-63 (0-97-45-59)

8 1-00
16 1-93 (1-07-3-48)

13 1-00
14 1-03 (0-53-2-02)

10 1-00
14 1-41 (0-75-2-63)
23 2-26 (1-23-4-17)

9 0-86 (0-35-2-08)

13 1-00
33 2-63 (1-04-6-66)

13 1-00
14 1-03 (0-26-4-15)

0194

0-710

0-869

0-147

0-955

0-144

0-370

<0-001

0-054

0-028

0-924

0-032

0-042

0-963

118 19 1-00
184 31 1-66 (1-09-2-52)
183 44 2-37 (1-58-3-57)

246 35 1-00
239 31 0-89 (0-68-1-15)

347 34 1-00
138 31 0-92 (0-69-1-23)

448 31 1-00
37 54 1-73 (1-24-2-41)

82 23 1-00
403 35 1-51 (0-98-2-32)

260 31 1-00
225 36 1-18 (0-92-1-53)

329 31 1-00
156 38 1-23(0-95-1-60)

287 27 1-00
198 41 1-52 (1-18-1-97)

47 28 1-00

438 34 1-21 (0-76-1-94)

164 38 1-00
321 30 0-79(0-61-1-02)

407 32 1-00
78 40 1-25 (0-92-1-72)

181 35 1-00
150 33 0-94(0-69-1-28)
81 27 0-78(0-52-1-18)
73 36 1-02(0-72-1-46)

472 33 1-00
13 31 0-93 (0-34-2-54)

464 33 1-00
21 38 1-16(0-68-1-98)

<0-001

0-367

0-590

0-001

0-059

0-196

0-117

0-001

0-419

0-069

0-157

0-636

0-889

0-578

For explanation of the abbreviations, see the footnote to Table 1.

found to be a risk factor for infection in one analysis 
(final prevalence as measured by D TH ), whereas in 2 
other analyses it appeared to be protective, as was the 
case for final prevalence and incidence according to 
the ELISA test. Presence of animals in the house or in 
the neighbourhood showed the same behaviour. In 2 
analyses (final prevalence and incidence according to 
D TH ) the presence of dogs or chickens tended to 
increase the risk of asymptomatic infection. However, 
according to ELISA, presence of chickens appeared to 
protect children from infection in the case of initial 
prevalence and the presence of dogs seemed to decrease 
the risk of infection in the final prevalence analysis.

What may be the reasons for these inconsistencies 
between the 6 analyses? At first, 3 different endpoints 
of infection were used; initial prevalence, fmal preva­
lence and incidence. Asymptomatic infection was iden­
tified by 2 different tests: D T H  and ELISA. These 2 
tests measure different types of the immune response 
and thus are not likely to produce the same results. In 
the case of presence of Lutzomyia sandflies and animals 
in the house, D T H  identified these variables as risk 
factors, whereas ELISA identified them as protective 
factors. Other reasons for this might be random error 
or confounding by other factors not accounted for in 
the analysis. In addition, past insecticide spraying and
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T a b le  4. A d ju s te d  a n a lys is  o f  th e  in i t ia l  p re v a le n c e , f in a l  p re v a le n c e  a n d  in c id e n c e  o f  a s y m p to m a tic  L .
c h a g a s i  in fe c tio n  m e a s u re d  b y  D T H  a n d  E L IS A  (R a p o s a -M a r a n h ã o , B r a z i l ,  1998)

Variable

D TH ELISA

RR (95% Cl) P RR(95%  Cl) P
In itia l prevalence

Bathing place 0-002
Indoors 100
Outdoors 2-97 (1-49-5-90)

Districts <0-001
Bom Viver 1-00
Vila Nova 2-98 (1-75-5-07)

AVL in relatives 0-012
No 1-00
Yes 2-23(M 9-4-27)

Animals in house/neighbourhood 0-062
None 1-00
Chickens 0-51 (0-26-0-99)
Dogs 1-31 (0-80-2-16)
Chickens and dogs 0-75 (0-37-1-53)

F inal prevalence
Age (months) 0-053 <0-001

0-23 1-00 1-00
24-47 1-55 (0-97-2-48) 1-56 (1-10-2-21)
48-78 1-81 (M 2-2-92) 2-19 (1-56-3-05)

Play <0-001
Indoors 1-00
Outdoors 1-69 (1-29-2-22)

Districts <0-001 <0-001
Bom Viver 1-00 1-00
Vila Nova 2-02 (1-42-2-87) 1-58 (1-26-1-97)

AVL in relatives 0-008
No 100
Yes 1-98 (M 9-3-29)

Animals in house/neighbourhood 0-014 0-017
None 1-00 1-00
Chickens 1-65 (1-07-2-54) 0-94 (0-72-1-24)
Dogs 1-98 (1-29-3-05) 0-64 (0-44-0-91)
Chickens and dogs 1-26 (0-71-2-22) 1-19 (0-88-1-60)

Lutzomyia sandflies in house 0-019 0-009
No 1-00 1-00
Yes 1-65 (1-08-2-51) 0-75 (0-60-0-93)

Incidence
Age (months) <0-001

0-23 1-00
24-47 1-66(1-10-2-51)
48-78 2-38 (1-60-3-56)

Play 0-076 0-015
Indoors 1-00 1-00
Outdoors 0-26 (0-06-1-15) 1-51 (1-08-2-10)

Districts <0-001 0-001
Bom Viver 1-00 1-00
Vila Nova 3-10 (1-77-5-44) 1-52 (1-18-1-95)

Lutzomyia sandflies in house 0-033
No 1-00
Yes 0-77 (0-60-0-98)

Animals in house/neighbourhood 0-027
None 100
Chickens l-67 (0-88-3-16)
Dogs 2 1 5  (1-21-3-82)
Chickens and dogs 0-92 (0-40-2 14)

AVL in relatives 0-034
No 1-00
Yes 2-61 (1-08-6-34)

For explanation of the abbreviations, see the footnote to Table 1.

presence of Lutzomyia sandflies were determined using 
the questionnaire. Even though the 2 communities had 
been recently exposed to a comprehensive programme 
of health education regarding prevention of AVL, dif­
ferential misclassification might have distorted some

results. Residual confounding is another possibility due 
to this probable misclassification in the assessment of 
these 2 variables. However, if differential misclassifica­
tion had affected the results it would have been ex­
pected to produce distortion in only one direction. This
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is not completely in agreement with what was observed, 
since presence of Lutzomyia sandflies was found to be a 
risk factor in some analyses but not in others. These 
inconsistencies are most probably linked to the type of 
test used to detect infection. Our results are in agree­
ment with some reports that have revealed that D TH  is 
more sensitive in detecting early infection whereas 
ELISA is more sensitive in identifying symptomatic 
infection (B adarÓ  et a l ,  1986bj D ye et ah, 1993; 
FNSj 1996). Underreporting of past spraying was more 
likely to have occurred and may have produced some 
degree of non-differential misclassification and a bias 
towards the null.

Children aged > 2  years had a higher relative risk for 
infection than those aged < 2  years. This finding is 
consistent with those obtained by BadaRÓ et al. 
(1986a) in Jacobina, Bahia, Brazil, where the frequency 
of infection rose after 1 year of age, and with those of 
P am p ig u o n e  et al. (1975) obtained in Mediterranean 
regions, and is also in agreement with observations by 
A li & A s h fo rd  (1993) in Ethiopia. It is important to 
note that prevalence of infection tends to increase with 
age since there is littíe or no immunological recovery 
from infection as measured by D TH . However, recov­
ery from ELISA may be significant. This may explain 
why age was not associated with infection when the 
outcome measure was initial prevalence, whereas it was 
associated with infection when final prevalence was 
considered. On this basis, variation in incidence with 
age is more elucidative and age was also associated with 
increased risk of infection as measured by ELISA.

It was also noted that Vila Nova children experienced 
a relative risk of infection 3 times greater than Bom 
Viver children. This difference was probably due to a 
more intense migratory process or to a higher Lutzo­
myia longipalpis density in Vila Nova than in Bom Viver. 
With increased migration, more susceptible individuals 
enter the area, some taking with them their infected 
dogs, and are at greater risk of becoming infected and 
presenting as new cases of the illness (EVANS et al., 
1992; FNS, 1996).

The study showed that living conditions in Vila Nova 
and Bom Viver are precarious. Studies carried out in 
the state of Pará have shown that children living in 
areas of land occupations are at increased risk for AVL 
due to the large number of susceptible people settling 
in the area, increases in population density of Lu. long­
ipalpis and living conditions that may encourage the 
vector’s entry, especially in the more open-built houses 
(S ilv e ira  et al., 1997). In our study, however, the type 
of dwelling did not represent a risk factor. The Lutzo­
myia sandfly is found throughout all of São Luis city 
(RebÊLO et al., 1996), including zones at the periphery 
of urban conglomerations. In Bom Viver it predomi­
nates over other species (97% of all species captured 
were Lu. longipalpis), and has as easy targets young 
children who tend to sleep wearing little or no clothing, 
leaving the body’s surface exposed (AraÚJO et al.,
2000).

Reporting AVL in relatives was associated with infec­
tion, in agreement with P am piguonE  et al. (1975) 
who detected a higher infection rate in those who had 
reported cases in relatives or in neighbours in Emilia 
Romagna and Sicily in the Mediterranean region. 
A bram son  et al. (1995) showed that infection among 
those who had experienced contact with AVL cases can 
suggest the occurrence of subclinical infections in many 
people in endemic areas.

It is known that transmission of AVL occurs through 
the bite of a Lutzomyia sandfly, and therefore in some 
analyses the presence of these insects in the peri- and 
intradomestic areas was a risk factor for infection by 
L. chagasi, as also was the presence of dogs and chick­
ens. The presence of chickens circulating around the 
house may increase the population density of Lu. long­
ipalpis. The domestication of the vector Lu. longipalpis

can be stimulated by factors such as recent urbaniza­
tion with the derangement of the ecology, by the food 
sources of humans and animals (dogs, chickens), by 
abundant tree planting in backyards and by the accu­
mulation of waste (V (^0 , 1990), characteristics that 
were common in the study area. The role o f chickens in 
the epidemiology of AVL is a possibility raised by one 
of our analyses tiiat remains open to debate. However, 
the lack of consistency of this association found in the 
present study argues against this possibility. Moderate 
or severe malnutrition was not found to be linked with 
infection either in the adjusted or non-adjusted cases 
for the 2 parameters used. BADARÓ et al. (1986a), while 
studying risk factors associated with AVL in Jacobina, 
Bahia, verified that in areas of highest incidence of the 
disease a 2-year-old child had a 1 in 10 chance of being 
infected, and, if infected, a 1 in 4 chance of developing 
the disease. If a similar child suffered from malnutri­
tion, the probability of developing the disease was 1 ;2. 
C e r f  et al. (1987) reported that children with severe or 
moderate malnutrition were exposed to an 8-7-fold risk 
of developing the disease.

Our data, compared to previous studies, illustrate 
that risk factors for visceral leishmaniasis may vary 
among different settings and populations. This obser­
vation is not unexpected in a disease with multiple risk 
factors. In such cases, the role of a single factor is 
dependent on the role played by other components. 
Studies in different areas will contribute to a clearer 
worldwide picture of the most relevant risk factors for 
visceral leishmaniasis. In addition, new research may 
contribute to the elucidation of the reasottstfor some 
unexpected associations foimd in this study.
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Book Review

M alaria  in  S ri Lanka: C u rren t Knowledge on 
T ransm ission  an d  Control. F. Konradsen, F. P. 
Amerasinghe, W. van der Hoek & P. H. Amerasinghe. 
Colombo; International Water Management Institute, 
2000. xiv+77pp. Price US$20.00 (US$10.00 in devel­
oping countries). ISBN 92-9090-406-2.

This useful volume sets out to provide a comprehen­
sive account o f malaria in Sri Lanka for students, 
researchers and the malaria-control commimity in that 
country. This book can also provide profitable reading 
for the malariologist vichóse geographical focus lies else­
where, as Sri Lanka has a famous history of providing 
high-quality primary health care (PHC), and thus is an 
important model of the role that PHC can play in 
malaria-endemic regions. Sri Lanka is also considered 
perhaps the prime example of a country that achieved 
the virtual eradication of malaria in the 1960s, only to 
see its resurgence in the latter years of that decade.

The authors of Malaria in Sri Lanka are most com­
fortable approaching malaria from the vector-control 
perspective. There is a strong chapter on the biology of 
Sri Lankan anopheline vectors, and informative discus­
sion, in the ‘Malaria control’ chapter, of the peculia­
rities of the ancient Sri Lankan irrigation systems and 
its ‘tanks’ as vector breeding sites. Some otherwise 
obscure work, such as that on evidence for multiple 
blood feeding by Anopheles culicifacies, is given a mostly 
deserved airing in stand-alone ‘boxes’ interspersed 
throughout the text. My preference would have been 
for more depth in the area of parasite biology. Further

discussion of the development and spread of resistance 
to chloroquine and sulfadoxine-pyrimethamine as it 
relates to the specific epidemiology of malaria (vivax 
and falciparum) on the island would also have been 
welcome.

In contrast to many familiar African endemic settings 
where the acquisition of immimity is almost universal, 
Sri Lanka’s malaria patients are very likely to be adults, 
and asymptomatic infections are rare. The chapter on 
immunity is thus of general interest to malariologists, 
and the important contribution of K. N. Mendis and 
her colleagues is heavily drawn upon. Some of the most 
important investigations of transmission-blocking im­
mimity, for example, are from Sri Lanka. Whereas both 
Plasmodium vivax  and P. falciparum are discussed in the 
context of particular studies, there is unfortunately no 
consideration of interactions between these 2 species in 
Sri Lanka, such as those observed in endemic areas in 
the Western Pacific.

This slim, readable book will be particularly valuable 
for students specializing in malaria and disease control, 
providing in one volume a useful treatment of most 
aspects of malaria. For researchers and professionals 
working outside Sri Lanka its main interest lies in the 
contrast between the island’s particular experience of 
malaria, and that of the other endemic regions in which 
we work.

C olin S u therland
Department o f Infectious and Tropical Diseases 
London School o f Hygiene and Tropical Medicine 
Keppel Street 
London W C IE  7HT, U K
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A R T IG O

I n f e c ç ã o  p o r  L e i s h m a n i a  ( L e i s h m a n i a )  c h a g a s i  e m  c r i a n ç a s  

d e  u r n a  á r e a  e n d é m i c a  d e  l e i s h m a n i o s e  v i s c e r a l  

a m e r i c a n a  n a  I l h a  d e  S ã o  L u i s - M A ,  B r a s i l

L jiish m a n ia  (L e ish m a n ia ) chagasi m í t c ú o n  o n  c h i ld h o o d  f ro m  e n d e m ic  

a re a  o f  v is c e ra l  le is h m a n ia s is  in  th e  S ão  L u is -M A , is la n d

Arlene J.M. Caldas', Denise R.C. Silva', Célia C.R. Pereira’, Paulo Márcio S. Nunes^
Benedito P. Silva^ Antonio Augusto IM. Silva^ Aldina Barra!'' e Jackson M.L. Costa^^

Resumo fíea/izou-se estudo prospectivo com 648 crianças de zero a cinco anos no município da Raposa-MA, 
dejulho/97a junho/98, com o objetivo de avaliaras características da //7/ecfáopo/'L.(L.)chagasi e verificarse 
existe associação entre desnutrição e infecção assintomática. Utiiizou-se questionário com dados 
socioeconómicos, ambientais e hábitos de vida; reaiizou-se intradermorreação de t^ontenegro(iDRM) com 
antígeno deL. arrjazonensis e Enzyme Linked Immunosorbant (ELISA) para detectar infecção, e exame 
antropométrico. A prevalência iniciai, finale incidencia da infecção foram 18,6%, 20,6% e 10,8%peio iDRM, e 
13,5%, 34,4% e 28% peio ELiSA, respectivamente. A prevalência da desnutrição crônica (altura/idade) foi 
26%. Não houve associação estatisticamente significante entre desnutrição e infecção assintomática por 
L. (L.) chagasi. A forma assintomática da doença está presente nas áreas estudadas, necessitando de medidas 
de controle mais efetivas.
Palavras-chaves: infecção. L. (L.) chagasi. Prevalência, incidência. Crianças.

Abstract A prospective study was undertaken in 648 children with less than 6 years of age in the municipality 
of Raposa, Maranhão, Brazil, from June 1997to June 1998, to evaluate the characteristics of the infection by 
L.(L.)chagasi and verify if there is an association between malnutrition and asymptomaticinfection. A standardized 
questionnaire was used containing socioeconomic, environmental and behavioral data, ivlontenegro skin reaction 
(IDRt^) with L. amazonensis and Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) test to detect infection, and 
anthropometric examination were performed. Initial and final prevalence and incidence of infection were 18.6%, 
20.6% and 10.8% as measured by IDR\/I and 13.5%, 34.4% and 28% according to ELISA. The prevalence of 
chronic malnutrition was 26%. No association was detected between malnutrition and asymptomatic infection 
by L. (L.) chagasi. t^ore effective control measures are needed in these areas since asymptomatic infection 
seems to be on the increase.
Key-words: infectionL.(L.)chagasi. Prevalence, incidence. Children.

Entre as formas clínicas das ieishmanioses, a 
leishmaniose visceral (LV) ou calazar constitui-se na 
mais grave, pois, quancjo não tratada adequadamente, 
determina elevados índices de letalidade. Encontra­
se amplamente distribuída no mundo, principalmente 
em regiões tropicais e subtropicais da Ásia, Oriente 
Médio, África, e Américas" .

No continente americano é conhecida como 
leishmaniose visceral americana (LVA), tendo maior 
prevalência em crianças na faixa etária de zero a nove 
anos, correspondendo a 80% dos casos detectados.

ocorrendo com freqüência em regiões onde a pobreza 
e desnutrição são comuns*' ^'“" '®

Embora seja uma doença predominante na área 
rural®, recentemente tem-se estabelecido em áreas 
urbanas ou periurbanas, onde o vetor encontra 
condições ambientais propícias para a manutenção 
do seu ciclo de vida. Os estudos dos casos humanos 
têm revelado a ocorrência de um processo de 
urbanização da LVA no Brasil, principalmente em 
cidades de médio e grande porte do Nordeste, Sudeste 
e Centro-Oeste, tais como: São Luís-MA, Teresina-PI,

1. Departamento de Enfermagem da Universidade Federal do Maranhão, 2. Núcleo de Patologia Tropical e Medicina Social da Universidade Federal do Maranhão
3. Departamento de Saúde Pública da Universidade Federal do Maranhão, São Luis MA, 4. Departamento de Imunologia da Uiversidade Federal da Bahia 
Salvador BA.
Endereço para correspondência: Prof® Arlene de Jesus Mendes Caldas. Núcleo de Patologia Tropical e Medicina Sociai/UFMA. Praça Madre Deus 2, 
65025-560 São Luis, MA.
Fax: 55 98 232-3837; 222-51 35
8-mail; ajmc@elo.com.br
Recebido para publicação em 16/7/1999.
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Fortaleza-CE, Natal-RN, Rio de Janeiro-RJ, e Belo
Horizonte-MG®^5’° " ’“’"20

Sugere-se que tais mudanças sejam atribuídas a 
fatores inter-relacionados como: transformações 
ocorridas no ambiente devido ao processo migratório 
provocados por pressões socioeconómicas; 
pauperização em função da má distribuição de renda 
levando ao êxodo rural principalmente nas áreas do 
Nordeste que sofrem de secas periódicas, agravando 
a situação nessas áreas, e o aparecimento de novos 
focos da doença devido ao processo de urbanização 
crescente nas cidades®'®"

Estudos epidemiológicos em áreas endêmicas de 
LVA têm demonstrado que um percentual de indivíduos 
apresentam evidências de infecção por Leishmania 
(Leishmania) chagas! sem história de manifestações 
clínicas, pois os mesmos revelam altas taxas de

indivíduos com sorologia ou IDRM positivos. Cerca de 
20% destes podem apresentar manifestações clínicas, 
desenvolvendo a chamada forma aguda e os demais 
podem permanecer assintomáticos ou evoluir para a 
forma oligossintomática da doença' ■*" 'b ôzs

No Brasil, de cada seis indivíduos infectados um 
desenvolve LVA, embora em alguns Estados essa 
relação seja bem superior, como na Bahia que foi de 
18:1 e no Ceará, 11:1"' '̂“. Nos estudos realzados no 
Quênia esta relação foi de 5:1

Diante do exposto, realizou-se o presente estudo 
com a finalidade de avaliar as características da 
infecção por L. (L.) chagasi em crianças de zero a 
cinco anos residentes em duas áreas de ocupação 
recentes no município da Raposa-MA e verificar se 
existe associação entre desnutrição e infecção 
assintomática por L. (L). chagasi.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo epidemiológico prospectivo 
no período de julho/97 a junho/98, com 648 crianças 
de zero a cinco anos de idade nas localidades de Vila 
Nova e Bom Viver no município de Raposa-MA, 
localizado na Ilha de São Luís, distando 28km da 
cidade de São Luís, capital do estado do Maranhão. 
Apresenta área de 63,9km^ e uma população de 
15.075 habitantes distribuídos em 21 localidades, entre 
elas. Vila Nova com uma população de 2.600 habitantes 
e Bom Viver com 4.307 habitantes, ambas oriundas 
de ocupações recentes'''. A escolha destas duas 
localidades deveu-se ao elevado número de casos de 
LVA detectados nos últimos anos pela Fundação 
Nacional de Saúde (FUNASA), caracterizando-as 
como áreas endêmicas da doença.

O estudo iniciou-se em julho/97, com a realização 
de inquérito populacional. Em seguida foi planejado e 
delineado em duas fases; a primeira, de setembro a 
outubro/97, com a aplicação de um questionário com 
perguntas abertas e fechadas sobre os dados 
demográficos, socioeconómicos, ambientais e 
hábitos de vida das crianças; realização de exame 
antropométrico e testes de IDRM e ELISA; e a 
segunda, de abril a maio/98, com a finalidade de 
reavaliar o estado imunológico e nutricional das 
crianças. Durante todo o período de estudo, as crianças 
com ELISA positivo eram clinicamente avaliadas uma 
vez por mês. No seguimento do estudo, a vontade e 
decisão da mãe ou responsável pela criança foram 
sempre respeitadas. Um termo de consentimento 
voluntário era assinado.

Realizou-se o teste de IDRM em 639 crianças na 
prirtieira, e 572 na segunda fase do estudo, com 
antígeno preparado no laboratório de Imunologia do 
Hospital Universitário Prof. Edgar Santos (HUPES),

Universidade Federal da Bahia (ÜFBA), com formas 
promastigotas de L. amazonensis (MHOMBr-88-BA- 
125) de acordo com a técnica descrita por Reed e colŝ .̂ 
Considerou-se como reação positiva quando um dos 
diâmetros da enduração era igual ou superior a 5mm.

A avaliação sorológica foi realizada em 638 
crianças na primeira fase, e 572 na segunda fase, 
pela técnica ELISA2  ̂ no laboratório de Imunologia do 
HUPES. A reação foi considerada positiva quando 
0 nível de absorbãncia era igual ou superior a
0,045.

O exame antropométrico foi realizado para avaliar 
a prevalência das diversas formas de desnutrição 
protéico-calórica e consistiu na medição do peso e 
altura ou comprimento de cada criança^^^^

Analisaram-se os dados no programa EPI-INFO, 
versão 6.04b, da Organização Mundial da Saúde 
(OMS). Na análise dos dados referentes à situação 
nutricional das crianças utilizou-se como referência 
0 padrão do National Center of Health Statistics 
(NCHS)^  ̂ no programa EPINUT. A comparação do 
estado nutricional foi realizada somente com as 
crianças que participaram das duas fases do estudo.

Considerou-se como prevalência inicial as crianças 
com resultados positivos na primeira fase; prevalência 
final as crianças com resultados positivos na segunda 
fase e incidência as crianças com resultados negativos 
na primeira e positivos na segunda fase. O teste do 
qui-quadrado foi utilizado para verificar as diferenças 
entre os eventos do estudo. No caso de freqüências 
esperadas inferiores a 5 foi utilizado o teste de Fisher. 
Quando o valor de “p” era menor ou igual a 0,05, 
considerou-se a diferença estatisticamente significante.
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RESULTADOS

De acordo com o inquérito populacional, Vila Nova 
era constituída por 361 famílias e Bom Viver por 574. 
Cada família apresentou uma média de 5,2 pessoas 
e 3,9 filhos. Destes últimos, 1,6 eram crianças na 
faixa etária de zero a cinco anos de idade.

Das 648 crianças que participaram do estudo, 298 
eram de Vila Nova e 350 de Bom Viver. A idade das 
crianças variou de 11 dias a 71 meses, concentrando- 
se o maior percentual na faixa etária de 0 a 23 meses 
(40%), sendo 48% do sexo masculino e 52% do 
feminino.

No que diz respeito à renda mensal, constatou-se 
que a maioria das crianças era oriundas de famílias

com renda inferior a dois salários mínimos (89%). A 
média da renda familiar era de 1.7 salários mínimos 
por mês. Com referência à escolaridade, 69% dos 
pais sabiam ler e escrever.

O tipo de casa predominante era coberta de palha, 
com paredes de taipa e o piso de chão batido. Segundo 
os entrevistados não havia coleta pública de lixo, o 
mesmo era colocado em terreno baldio(29%), 
enterrado ou queimado(71%). O destino final dos 
dejetos humanos era fossa negra, no quintal ou mato 
(93%) (Tabela 1).

No que diz respeito à presença de animais e 
flebotomíneos no domicílio e vizinhança, mais da

Tabela 1 - Características socioeconómicas, ambientais e hábitos de vida das crianças de 
Vita Nova e Bom Viver, Raposa-MA, 1993.

Características f %
Renda familiar mensal

< 1 a 1,9 salários 576 89,0
> 2 salários 72 11,0

Escolaridade dos pais
sabe ler e escrever 448 69,0
não sabe ler e escrever 200 31,0

Tipo de casa
palha/taipa/chão batido 581 90,0
telha/alvenaria/cimento ou cerâmica 67 10,0

Lixo
queimado/enterrado 461 71,0
jogado em terreno baldio 187 29,0

Dejetos
quintal/mato 602 93,0
fossa séptica 46 7,0

Tipo de animais no Domicílio e vizinhança
nenhum 239 37,0
cáo 108 17,0
galinha 245 38,0
galinha/câo 56 8,0

Presença de flebotomíneos no peri e intraòomicílio
sim 426 66,0
não 222 34,0

Tipo de doença na família e vizinhança
calazar 32 5,0
outras doenças (tuberculose, gripe, dengue, varicela) 90 14,0
nenhuma doença 526 81,0

Local das necessidades fisiológicas da criança
dentro de casa 202 31,0
tora de casa 446 69,0

Local do banho da criança
dentro de casa 112 17,0
fora de casa (quintal) 536 83,0

Local da criança brincar no final da tarde
ao redor da casa 526 81,0
dentro de casa 122 19,0

Total 648 100,0
f=freqüència
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metade dos entrevistados afirmaram a existência de um 
ou mais de um tipo de animal como cão e/ou galinina, e 
de ampiado, como é conhecido o flebotomo nas áreas 
estudadas. A LVA foi citada por 5% das pessoas 
entrevistradas como doença predominante entre os 
familiares e vizinhos no último ano (Tabela 1).

As crianças na sua maioria (69%) realizavam as 
necessidades fisiológicas fora da casa (quintal ou 
mato) e mais de dois terços tomavam banho no 
quintal. Observou-se, também, que 81% brincavam 
ao redor da casa ao entardecer (Tabela 1).Quanto 
ao estado nutricional, detectou-se uma prevalência 
de 25,5% na primeira fase e 26% na segunda, de 
desnutrição no indicador altura/idade. No indicador 
peso/altura a prevalência foi de 1% nas duas fases 
e no indicador peso/idade foi de 8% na primeira 
fase e 10% na segunda, Não houve diferença 
estatisticamente significante nas prevalências de 
desnutrição entre as duas fases do estudo em 
nenhum indicador (Tabela 2).

Em relação ao teste de IDRM, detectou-se 
prevalência inicial e final de infecção por 
L (L) chagasi àe 18,6% e 20,6%, respectivamente, 
porém a diferença não foi estatisticamente significante 
entre as duas fases (P=0,420). A incidência foi de 
10,8%. Quanto ao ELISA, a prevalência inicial e 
final foram de 13,5% e 34,4%, respectivamente, 
entretanto a diferença apresentou-se estatisticamente 
significante entre as duas fases (P=0,001). A incidência 
foi de 28% (Tabela 3).

A prevalência inicial do IDRM foi superior à 
detectada pelo ELISA, sendo a diferença entre ambas 
estatisticamente significante(P=0,004). Entretanto, 
a prevalência final e a incidência detectadas pelo 
ELISA foram superiores às encontradas pelo IDRM 
(P=0,001).

Quando se verificou a associação entre estado 
nutricional e infecção assintomática por L  (L) chagasi 
segundo os testes de IDRM e ELISA, observou-se 
que entre as crianças com desnutrição crônica (altura/ 
idade) 5% e 3,7%, respectivamente, apresentaram 
positividade aos testes; 0,2% das crianças 
com desnutrição no indicador peso/idade apresentou 
IDRM positivo; e 1,4% e 1,2%, respectivamente, 
apresentaram positividade nos testes quando o 
indicador era peso/idade. Não houve associação 
estatisticamente significante entre desnutridos e 
infecção assintomática por L. (L.) chagasi (Tabela 4).

Das crianças que participaram da primeira fase do 
estudo, 8 apresentaram história pregressa da doença 
e 6 desenvolveram LVA durante o estudo. A relação 
infecção/doença foi de 119:1 segundo IDRM e 28:1 de 
acordo com ELISA. A positividade da reação de 
hipersensibilidade retardada foi mais elevada nos 
pacientes com história pregressa de LVA do que 
naquelas com doença atual. Entretanto a positividade 
da resposta humoral não mostrou diferença 
estatisticamente significante quando se comparou 
pacientes com história pregressa e atual de 
LVA(P=0,091) (Tabela 5).

Tabela 2  - Prevalência da desnutrição nas crianças de zero a cinco anos 
de Vila Nova e Bom Viver, Raposa-MA, 1998.______________________

Indicadores nutricionais primeira fase
f %

segunda (ase 
\ %

Altura/idade
desnutrido 146 25,5 149 26,0
eutrófico 426 74,5 423 74,0

Peso/altura
desnutrido 6 1,0 7 1.0
eutrófico 566 99,0 565 99,0

Peso/idade
desnutrido 44 8,0 55 10,0
eutrófico 528 92,0 517 90,0

0,892

0,999

0,293

Tabela 3  - Prevalência inicial, prevalência finale incidência da infecção assintomática 
por L. (L.) chagasi detectada através de IDRIVI e ELISA, Raposa-MA, 1998.

Prevalência Prevalência Incidência (n=572)
Testes inicial final

n“ % pos"' n“ % pos. P n‘ %
IDRM* 639 18,6 572 20,6 0,420 62 10,8
ELISA” 638 13,5 572 34,4 0,001 160 28,0
*>5mm ">0,045 
*** positivo
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DISCUSSÃO

Os resultados apresentados no presente estudo 
sobre as condições socioeconómicas, ambientais e 
hábitos de vida são relevantes na epidemiolocia da 
LVA. Estas condições podem contribuir para que a 
LVA seja uma das doenças de maior ocorrência nas 
zonas rurais e periurbanas de algumas cidades, e 
também para elevação do índice de infecção por 
L. (L.) chagasi em populações de regiões endêmicas 
como Vila Nova e Bom Viver no municipio da Raoosa- 
iVIA, que possuem características de endemicidade
da doença'*6 7 2 5

As condições de moradia eram precárias nas duas 
localidades. A Pesquisa Nacional por Amost-'a de 
Domicílios (PNAD), realizada em 1991, demonstrou 
que existem diferenças marcantes entre os estados 
do Nordeste em relação ao tipo de moradia. No 
Maranhão, dois terços das casas são construídas 
de taipa ou adobe, enquanto no Rio Grance do 
Norte, somente uma casa em cada dez é assim 
construída'^’®'  ̂Estudos realizados no Estado do Pará, 
demonstraram que o maior número de casos humanos 
de LVA envolveram crianças que residiam em áreas 
de ocupações. Isto se deveu ao fluxo de pessoas 
suscetíveis para área, aumento da densidade 
populacional de flebotomíneos ou o tipo de moradia, 
cuja construção pode favorecer a entrada do vetor, 
principalmente nas casas de construções mais 
abertas, similares às casas das duas áreas por nós 
estudadas, predominando a construção de taipa e 
cobertura de palha" Também foi observado em 
nosso estudo um processo migratório intenso 
chegando a influenciar no quantitativo de crianças na 
segunda fase.

Analisando-se a prevalência inicial e final detectada 
pelo IDIRM, observou-se que não houve diferença 
significante nas duas fases e a incidência foi menor 
que a prevalência, demonstrando portanto que o 
índice de infecção ficou instável durante o estudo. 
Entretanto, a prevalência final e incidência da infecção 
detectadas pelo ELISA foram mais elevadas do que 
as detectadas pelo IDRM, pode-se explicar devido 
aos anticorpos serem detectáveis mais precocemente 
que a resposta da reação de hipersensibilidade 
retardada®. Estes dados confirmam o surto epidêmico 
vivenciado atualmente na Ilha de São Luis, onde a 
mesma permanece como a principal área problema 
de LVA no Estado do Maranhão. Dados confirmados 
pela FUNASA-MA, que registrou no período de janeiro 
a dezembro de 1998, 297 (61%) do total de casos 
da doença no estado, distribuídos por toda a Ilha. As 
localidades estudadas, de agosto de 1997 a agosto 
de 1998, vêm apresentando em média dois casos 
de LVA humano por mês e Araújo e cols  ̂ estudando 
a composição dos flebotomíneos em Bom Viver, 
encontraram como espécie mais representativa, a 
Lutzomyia longipalpis (97%).

Quando comparou-se o índice de infecção 
observado em nosso estudo com outros estudos com 
crianças menores de 15 anos realizados no Ceará 
(4,5%), na Bahia (16,1%) e no Maranhão (46,7%), 
observou-se que o nosso índice foi superior aos 
encontrados nos estudos do Ceará e da Bahia, porém 
inferiores aos do M aranhão '*Talvez esta diferença 
seja em função da faixa etária e metodologia utilizadas 
nos respectivos estudos. Quanto á relação infecção/ 
doença, observou-se que houve diferença marcante
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entre os dois testes, a infecção foi detectada na proporção 
de 119:1 no IDRM e 28."! no ELISA; portanto, bem 
superior às proporções encontradas no Quênia, Brasil, 
BahiaeCeará‘'5''>"2'2=.

Em relação ao estado nutricional das crianças 
estudadas, verificou-se que os déficits moderado e 
severo no indicador altura/idade que retratam a 
desnutrição crônica, foram superiores ao observado 
na Pesquisa Estadual de Saúde e Nutrição (PNSN) 
realizada em 1991 no Maranhão (24%), e mais do que 
o dobro em relação ao Brasil ( 1 0 , 5 % ) Porém,  
quando se correlacionou estado nutricional e índice 
de infecção, notou-se que entre os desnutridos o índice 
de infecção foi mais acentuado nas crianças com 
desnutrição crônica. Entretanto, somente 6,6% 
(IDRM) e 5% (ELISA) das crianças infectadas 
apresentavam algum grau de desnutrição, demonstrando 
que a infecção por L. (L.) chagasi ocorre nos indivíduos 
de áreas endêmicas independentemente do estado 
nutricional.

Os resultados sobre a história de LVA 
demonstraram que todas as crianças com história 
pregressa da doença apresentaram IDRM positivo. 
Estes dados demonstram que os indivíduos após certo 
tempo de cura clínica voltam a apresentar resposta 
imunocelular específica ausente durante a fase ativa 
da doença. Entretanto, uma criança com IDRM positivo 
desenvolveu a doença dois meses após a realização 
do teste discordando do esperado, pois sabe-se que a 
imunidade celular desempenha um papel mais 
relevante que os anticorpos na proteção da infecção 
mediada por leishmânia'^^  ̂O que pode ter acontecido 
é que, como a criança tinha um ano e dois meses de 
idade, o sistema imunológico nesta faixa etária é

vulnerável e as condições socioeconómicas também 
favoreceram a instalação da doença.

Existem estudos mostrando que títulos 
significativos de anticorpos anti-leishmânia podem ser 
detectados por um período de tempo relativamente 
longo após a cura da doença^" e isto pôde ser 
constatado em nosso estudo quando uma criança após 
um ano de cura clinica apresentou positividade ao 
ELISA. A persistência da positividade ao ELISA após 
a terapêutica específica para LVA, leva-nos a concluir 
que 0 resultado da sorologia isolada não pode ser 
utilizada como critério de cura da doença ou falha 
terapêutica sem antes realizar uma avaliação 
criteriosa.

Por outro lado, observou-se que dois terços das 
crianças que adoeceram nos sete meses de estudo 
apresentaram positividade ao ELISA com nível de 
absorvãncia limítrofe (0,045, 0,046, 0,047, 0,050), 
porém as que apresentaram níveis bem elevados 
como 0,200 não desenvolveram LVA. Este fato vem 
explicar que o teste sorológico isolado não deve ser 
utilizado para confirmação diagnostica, apesar de que 
os anticorpos específicos para antígeno do parasito 
têm sido utilizados, com sucesso, no diagnóstico da 
LVA quando associado com a clínica, epidemiología 
e 0 exame parasitológico"

O elevado índice de infecção por L.(L.) chagasi 
observado nas localidades estudadas sugere a 
presença de formas assintomáticas da doença nas 
crianças de zero a cinco anos de idade. Medidas de 
controle devem ser efetivadas nas áreas de estudo e 
direcionadas prioritariamente a esta faixa etária onde 
observa-se o maior número de casos registrados da 
doença.
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lelshmanioses. Entomologia y Vectores 7:33-47, 2000.

3. Badaró R, Carvalho EC, Orge MLGO, Teixeira RS, Rocha H. 
Imunidade humoral e celular em indivíduos curados de 
leishmaniose visceral. Revista da Sociedade Brasileira de 
Medicina Tropical 18:77-83, 1985.

4. Badaró R, Jones TC, Carvalho EM, Pedral-Sampaio D, Reed 
SG, Barrai A, Teixeira R, Johnson Jr WD. New perspectives on 
a subclinícal form of visceral leishmaniasis, Journal of Infectious 
Diseases 154:1003-1011,1986.

5. Badaró R Progressos nas pesquisas de leishmaniose visceral 
na área endêmica de Jacobina-Bahia 1934-1989. Revista da 
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 21:159-164,1988.

6. Costa CHN, Pereira HF, Araújo MV. Epidemia de leishmaniose 
visceral no estado do Piaui, Brasil. Revista de Saúde Pública 
24:361-372, 1990.

7. Costa JML, Viana GMC, Saldanha ACR, Nascimento MDSB, 
Alvim, AC, Burattíní MN, Silva AR Leishmaniose visceral no 
estado do Maranhão, Brasil: a evolução de uma epidemia. 
Cadernos de Saúde Pública 11: 321-324, 1995.

8. Davies CR, Mazioumi Gaughi AS. Age, acquired immunity and 
the risK of visceral leishmaniasis: a prospective study in Iran. 
Parasitology 119:247-257, 1999.

9. Deane LM. Leishmaniose visceral-estudo sobre reservatórios 
e transmissores realizados no Estado do Ceará. Tese (Livre 
Docência), Serviço Nacional de Educação Sanitária, Rio de 
Janeiro, 1956.

10. Evans TG, Vasconcelos lAB, Lima JW, Teixeira JM, McAuIlife 
IT, Lopes UG, Pearson RD, Vasconcelos AW. Epidemiology of 
visceral leishmaniasis in northeast Brazil. Journal Infectious 
Diseases 166:1124-1132, 1992.

4 5 0



Revisíí) di? Socieo'̂ ■ '-'-nsiloira de Vedicina Tropical 34'. 445-451, set-out, 2001

11. Fundação Macional de SaOd'V Con*ro' 
Tratamento de Leishmaniose (Cn:n7;’ ' 
Técnicas. Ministerio da Saúde, 9.r;-s- ’ 99G,

12. Fundo das Nações Unidas para n ('JN'C' - 
e adolescentes no Maranháo: 0dijc,.'ç.ic 
Governo do Estado, São l .u is  V A ,  ’ 9 9 " .

13. Fundo das Nações Unidas para ,i ír'Mi'cn 
nutrição das crianças nordest'n.T-.- nf'íau:<-.as ' ‘.r 
1992, 1995.

14. Gama MEA, Barbosa JS, Pires '
Ribeiro IR, Costa JML. Avaliação 
que a população residente em 
rural, têm sobre leishmaniose vi '.cor,''', <
Brasil. Cadernos de Saúde Púb:ic;i "

!5. Grimaldi Jr G, Thesh RB,
geografic distribution and epider îo'ogy r
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A s p e c t o s  E p i d e m i o l ó g i c o s  d a  =  

i n f e c ç ã o  p o r  L e i s h m a n i a  ( L e i s h m a n i a )  c h a g a s l  e m  ã  

C r i a n ç a s  d e  0  a  5  A n o s  d o  i v i u n i c í p i o  d e  R a p o s a - I M A

R ealizou-se esoido transversal com 648 criancas de 0 a 5 anos r>o município de Raposa-MA. de julho a 
dezembro de 1997, com objetivo de descrever os aspectos eoidemiológtcos da infecção por Leishmania 

(Leishmania) chagasl e determinar a prevalência da infeccâo assintomâtica da leishmaniosG visceral americana 
(LVA). utilizou-se um questionário com dados socioeconómicos, ambientais e hábitos de vida e reafizou-se 
Intradermorreaçào de Montenegro (©RM) com antígeno de L. amazonensts para detecção da tnfeccào. A 
prevalência da desnutrição crôntca (altura/idade) foi de 26% e da infeccâo por L. lU  chagasl fci 19% Houve 
diferença entre as prevalências da infeccâo de Vita Nova e Bom Viver, As concScões socioeconómicas e 
ambientais devem estar influenciando no alto Indice da forma assintomâtica da doença nas crianças menores 
de 5 anos, pots hâ predominância dos casos de doenca nessa faixa etária, necessitando portanto de medidas 
de controle mais efetivas nas áreas estudadas,

Unitermos: Epidemiología, infeccâo por L (i.tchagasi, Prevalência, intradermorreaçào de Montenegro

A cross-studv was carried out wrtth 648 0-5 chlldr^ in the city of Raposa-MA. from July to December in 
1997, with an aim at describing the epidemiological aspects cfi the infection bv Leishmania  

iLelshmanIa) chagasi and at determining the preva'ence of asymptomatic infection by American visceral 
leishmaniasis (AVD A questionnaire was used including socioecooomic. envirormr>ental and 'ife habit data, 
and Montenegro intra-dermal reaction (MIDR) was effected wrth an L amazonensis antigen to d e tea  the 
infection. The prevalence of chronic malnutrition (height/age) was 26% and of infectton by L (L. chagasii 
was 19% There were differer>:es between the prevalence in Vila Nova and Bom Viver The soooecofKimic 
and environmental conditions should have influenced the high rate of an asymptomatic fcwm of the disea^ 
in children under 5 years old where there is a predominance of disease cases tn this age range, showing the 
need of more effective control measurements in this areas

Unlterms: Epidemiology, Infection by L (L chagasi). Prevalence. Montenegro Intra-dermal Reaction
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INTRODUÇÃO

A leishmaniose visceral ame­
ricana (LVA) ou calazar é uma 
doença infecciosa de evolução 
crônica causada pela leishmania 
(l^e'ishmania) chagasi, amplamente 
distribuída no mundo, principalmente 
cm regiões tropicais e subtropicais 
da Ásia, Oriente Médio, África e 
Américas (WHO, 1990; BRASIL, 
1996).

Trata-se de uma protozoo.se de 
canídeos silvestres (WHO. 1990; 
BRASIL. 1996), cuja tran.sniissão se 
faz por meio da intKulação de fonnas 
promastigotas infectantes pela picitda

da têmea do Liitzimyiii iongi/Htípis 
(REBÊLO et al, 1999). No âmbito 
doméstico, o cão representa o 
principal reservatório do agente, 
sendo responsável pelo caráter 
endemo-epidêmico da doença. 
Portanto, a principal transmissão se 
faz a partir dos reservattVios animais 
enqiuuito persistircm o purasitisn» na 
pele ou nt> .sangue circulante.

No homem, o período de 
incubação da LVA é muito difícil de 
ser determinado, tendo em vista a 
impossibilid^ de se precisar a data 
da inoculação, porém, na maitwia dos 
casos, varia ile dois a quatm nK'ses. 
A suscetibilidade é universal.

atingindo pes.soas de Kxlas as idades 
e sexos, entretanto a maior 
prevalência é em crianças na faixa 
etária de 0 a 9 anos. cíjmespondendo 
a 80% dos casos notificados, 
ivxxrendo a m  freqüência em regiões 
onde a pobreza e a desnutrição são 
ctmiuns (BRASIL. 1986).

O indivíduo infectado pode 
permanecer assintom ático ou 
desenvolver sinais e sintomas da 
doença como febre irregular de 
longa duração, hepatoesplenome- 
galia, emagrecimento, pancitope- 
nia. hipergama-globulinemia e 
hipo-albuminemia (BRASIL. 
1986; WHO, 1990).
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Na dixínça. tanto a imunidade 

celular como a humoral estão 
comprometidas. Os níveis séricos 
de imonoglobulinas (Ig) e frações 
estão elevados, sobretudo IgGl e 
ocasionalmente IgM, levando com 
freqüência a hipergamaglobuli- 
nemia (CARVALHO et al. 1995). 
Observa-se que, mesmo com o 
estabelecimento da respo.sta hu­
moral. a doença progride sem 
sinais de regressão. Com o início 
do tratamento nola-se redução dos 
níveis de anticorpos no soro. que 
caem após a terapêutica.

Os testes de imunidade celular 
são bastante característicos. A 
Intradermorreação de Montenegro 
(IDRM) ou outros antígenos 
específicos apresentam sempre 
resposta negativa durante a doença. 
Trata-se, porém, de imunos- 
supressão específica, o que difere 
de outras doenças como a 
Síndrome de Imunodeficiência 
Adquirida (SIDA), em que a 
imunossupressão é observada 
contra diversos antígenos e 
mitógenos (CARVALHO et al,
1995). No Brasil, existem poucos 
relatos de co-infecção Lelshmania/ 
HIV, alguns casos foram 
apresentados em congressos 
científicos e poucos publiciKkis em 
revistas científicas. Destes. 
podemi>s citiu-17 casos de LVA/Hl V 
(x:orridos no penodo de 1987 a 1998 
(RABELLO& ANDRADE, 1998).

Em áreas endêm icas, as 
infeçcões assintomáticas e oli- 
gossitomáticas da LVA são as mais 
freqüentemente encontradas. No 
Brasil, estima-se que em áreas 
endêmicas 7,5% dos indivíduos 
menores de 15 anos apresentam 
infecção por L. (L .) rhaga.si. 
Geralmente essas infecções são 
detectadas por busca ativa ou por 
inquérito soro-epidemiológico da 
população (BADARÓ, 1986; 
MARZOCHI & MARZOCHI, 
1994). Na Ilha de São Luís-MA. 
observou-se por meio de estudos

preliminares sobre infecção que 
46,3% dos indivíduos estavam 
infectados por L. (L.) chagasi 
(NASCIMENTO, 1996).

Os casos subclínicos humanos 
no país têm sido detectados numa 
proporção de 6:1 em relação à 
infecção/doença e em alguns 
estados essa relação tem 
apre.sentado taxas superiores, como 
aconteceu em Jacobina-BA. numa 
proporção de 18; 1. c no Ceará. 11:1 
(BADARÓ. 1986; EVANS et al, 
1992; CARVALHO et al, 1995).

No estado do Maranhão, a 
doença é endémica em 97 (44^) 
dos municípios, sendo que os da 
Ilha de São Luís (São Luís, São 
Jo.sé de Ribamar, Paço do Lumiar 
e Raposa) detêm dos casos 
notificados. Diante do expt)sto, o 
presente estudo tem como 
objetivos descrever os aspectos 
epidemiológicos da infecção pt>r L. 
(L.) chagasi cm crianças de 0 a 5 
anos e determinar a prevalência da 
infecção assintomática de LVA em 
Vila Nova e Bom Viver no 
município de Raptrsa-MA.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se estudo transversal 
com 648 crianças de 0 a 5 anos de 
Vila Nova e Bom Viver/Raposa- 
MA, no período de julho a 
dezembro de 1997. O município de 
Raposa-MA, localizado na Ilha de 
São Luís, distando 28 km da cidade 
de São Luís, capital do estado do 
Maranhão, apresenta área de 63,9 
km \ população de 15.075 
habitantes, distribuídos em 21 
localidades, entre elas. Vila Nova 
com população de 2.6()() habitantes 
c Bom Viver com 4.307 habitantes, 
ambas oriundas de ocupações 
recentes. A escolha das localidades 
deu-se por serem consideradas 
áreas endêmicas de LVA, 
apresentando incidência anual de 3,3 
casos/1 .(KX) habitantes (CALDAS et 
al,2(K)l).

O estudo iniciou-se em julho/ 
97, com a realização do censo 
populacional. Em seguida, 
pr(x:edeu-se à coleta de dados com 
a aplicação de questionário com 
perguntas abertas e fechadas sobre

t)bserva-sea prevalência da assintomátwa ãr LVA em friain-asdrOaS anos
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os dados socioeconóm icos, 
ambientais c hábitos de vida das 
crianças, O instrumento era 
preenchido por ineio de entrevista 
com as mães oii responsáveis no 
posto de sailde antes do 
atendimento da crian«j'a. Realizou- 
se exame antropométrico (medição 
do peso/aitura oii comprimento) e 
leste de IDRM para avaliar a 
prevalência das diversas formas de 
desnutrição prot(5ico-caiórica e 
nivel de infecção por L. (L .) 
chagasi, respectivamente. Um 
termo de consentimento voluntário 
era assinado pela mãe ou 
responsável.

O teste de IDRM foi reaii/ado 
em 639 crianças com antígeno 
preparado no laboratório de 
Imunologia do Hospital Univer­
sitário Prof. Edgar Santos -  
HlIPES, Universidade Federal da 
Bahia-UFBA. com formas pro- 
mastigotas de L. umazonensis 
(Ml lOMBr-88-B A-125) de acordo 
com a técnica descrita por REHD 
et al (1986). A escolha desse leste 
foi devido à sua conhecida alta 
sensibilidade e especificidade, 
variando na literatura de 82,4*X> a 
100% (FURTADO. 1980; 
GÜEDES et al, 1990) e por 
apresentar-se sempre negativo 
durante a dwnça.

Na realização do IDRM, 
inoculou-se 0,1 ml de suspensão 
solúvel de promastigotas (25ug/ 
ml) de L. amazonensis por via 
intraderniica na face anterior do 
antebraço direito. A resposta foi 
detectada deslizando-se a pt>nta de 
uma caneta no antebraço em 
direção ao ponto de in«>ciilação nas 
quatro direções em cruz. Mediu-se 
o diâmetro da etiduração com régua 
milimetrada, considerando-se a 
reação positiva quando um dos 
diâmetros era igual ou maior que 
5 mm.

Analisaram-se os dados no 
programa EPI-INF^O, versão 6.04b 
(DEAN et al, 1994). Na análise dos

dados referentes à situação 
nutricional das crianças, utilizou- 
se como referência o padrão do 
National Center o f Health 
Statisiics/NCH S no programa 
EPINUT (VKTORA et al.l992). 
Considerou-se como criança 
infectada por I>. (L.) chagasi todas 
aquelas que apresentaram IDRM 
positivo e como desnutrição 
crônica o déficit ocorrido no 
indicador altura/idade e 
desnutrição aguda no indicador 
peso/altura.

O teste do Qui-quadrado foi 
utilizado para verificar as 
diferenças entre os eventos do 
estudo. No caso de freqüências 
esperadas inferiores a 5, foi 
utilizado o te.vie de Fischer. Quando 
o valor de "p" era menor ou igual a
O.O.S. considerou-se a diferença 
estatisticamente significante.

RESULTADOS

De acordo com o inquérito 
populacional. Vila Nova era 
constituída pi>r 361 familias e Bom 
Viver por .574. Cada família

apresentou unia média de 5.2 
pessoas. Nas duas localidades, 
e.xistiam 800 crianças na faixa 
etária de 0 a .'i anos; destas, 
soiiK'nte 648 crianças participaram 
do estudo devido ao processo 
migratório que ocorreu entre a 
realização do censo e o início da 
coleta dos dados.

A idade das crianças variou de 
11 dias a 7 1 meses, concentrando 
o maior percentual na faixa etária 
de 0 a 23 meses (40^/{). Quanto ao 
sexo. .*>2% era do sexo feminino e 
48% do masculino, havendo 
predomínio da cor parda entre as 
crianças. Com referência ao Icxal 
de nascimento e à última 
procedência, constatou-se que a 
maioria das crianças nasceu em São 
Luís. mas im>rava em Vila Nova/ 
Bom Viver. Quanto ao estado 
nutricional, não houve diferença 
estatisticamente significante entre 
as duas Iwalidades em relação ao 
tipo de desnutrição, porém a 
desnutrição crônica apresentou 
maior percentual. 22% em Vila 
Nova e 24% em Bom Viver 
(Tabela 1).

Tahela I -  Caimierísticas da> crian*,as de Vila Nova e Bom Viver qiianto a cw. local 
de na.scimcnu). rtilima procedência e estado nutricional, Raposa-MA, 1998

IxKaIidades
Caracicrisiicas Vila Nova (N=298 Bom Viver {N=350)

f % f % P
Cor
Parda 224 75 242 69

<0,001

Branca 59 20 103 29
Preta 15 5 5 2

Local d<i nascimento
Sào Luís 167 56 236 67

0.0 H

Raposa 58 19 51 14
Outros esladtw 73 25 63 18

LItima procedência
Raposa 256 86 318 91,0

<0,001

São Luís 13 4 24 7.0
Outros estados 29 10 8 2.0

Estado nutricional
Dcsnutriçào crônica

í
65 22 «5 24

0.318

[X*Nnutriçât> aguda 5 2 *> 1
F.utrófico 22S 76 263 75

fiursing



Saúde Pública^

“No homem, o 

período de 

incubação da LVA é 

mui to difícil de ser 

determinado, pela 

impossibilidade de 

se precisar a data da 

inoculação”

Em relação aos hábitos de vida, 
observou-se que a maioria das 
crianças das duas localidades não 
usava mosquiteiro, tomava banho 
fora de casa (quintal) e freqüen­
temente no tlnal da tarde. Quanto 
à realização das necessidades 
fisiológicas, 69% realizavam fora 
de casa (quintal ou mato), e mais 
de dois terços brincavam no 
ambiente peridom iciliar ao 
anoitecer (Tabela 2).

Quanto à distribuição das 
crianças de Vila Nova e Bom Viver 
por tipo de moradia, constatou-se 
que 100% moravam em casa. 
Destas, a maioria era própria, mais 
de três terços das casas eram 
cobertas de palha, com paredes de 
taipa e o piso tipo chão batido 
(Tabela 3).

Em relação ao tipo de animal 
existente no dom icílio e na 
vizinhança, observou-se que em 
mais da metade dos domicílios 
exi.stiam animais, como cão ou 
galinha, porém, na vizinhança o 
número de animais foi bem maior, 
89% em Vila Nova e 93% em Bom 
Viver. Quanto ao tipo de doença, 
18% de Vila Nova e 2% de Bom 
Viver responderam ter tido alguém 
doente de LVA no domjcílio no 
Ultimo ano, e vizinhança (Tabela 3).

Tabela 2 -  Hábitos dc vida das crianças dc Vila Nova c Bom Viver/Raposa-MA, 1998

Localidades
Hábitos Vila Nova <N'298)I Bom Viver (N=350;

f »'o f % P
Uso de mosquiteira
Sim 75 25 141 40

<0,001

Nâo 223 75 209 60

Local do banho
Dentro dc casa 57 19 55 16

0,252

Fora de casa 241 81 295 84

Horário do banbo
Manlià 120 40 151 43

0,460

Tarde 178 60 199 57

i.ocal daa> necessidades fisiológicas
Dentro de casa 92 31 110 31

0.879

Fora dr casa 206 69 240 69

Brinca (18 h às 20 h)
Dentro de casa 65 21 57 16

0,073

Fora de ca.sa 233 79 293 84

Tabela 3 -  Características cpidcmiológicas/Raposa-MA, 1998

Localidades
Características Vila Nova (N=298) Bom Viver (N=350)

f % f % P
Tipo das habitações
Palha aipa/chào batido 285 96 296 85

<0,001

Te lha''al venaria/ci menlo 13 4 15 15

Tipo de animal na casa
Cão 66 22 54 15

<0,001

Galinha 85 29 161 46
Nenhum 147 49 135 39

Tipo de animal na vizinhança
Cão 87 29 100 29

0,144

Galinha 178 60 226 64
Nenhum 33 11 24 7

Tipo de doença na casa
LVA 20 7 5 2

<0.001

Outras doenças 80 27 169 48
Nenhuma 198 66 176 50

Tipo de doença na vizinhança
LVA 21 7 11 3

<0,001

Outras doenças 19 6 70 20
Nenhuma 258 87 269 77

Mursing



^aúde Pública c
Das 639 crianças que realizaram 

IDRM, 19% apresenlarani reaçãtí 
ptwitiva.

A laixa etária cie 24 a 59 incscs 
foi a que apresentou maior 
positividade ao teste. Quanto ao 
sexo, não houve diferença estatis­
ticamente significante (Figura I).

DISCUSSÃO

A LVA é conhecida como doença 
própria do clima semi-árido. mas. 
devido ao fenômeno da seca no 
Nordeste brasileiro, esse panorajna 
tem mudado. As famílias migram 
para a periferia da cidade onde 
vivem em precárias condições 
propiciando a eclosão de surtos 
epidêmicos, tanto pela proliferação 
do vetor devido à abundância das 
fontes alimentares e à proximidade 
de criadouros como pela circulação 
do agente etiológico a partir de cães 
infectados íCOSTA et al. 1990: 
COSTA et al, 1995). Fato este 
ocorrido em Vila Nova e Bom Viver, 
que são oriundas de ocupações 
recentes, apresentam condições 
socioeconóm icas e ambientais 
propícias ao ciclo de transmissão do 
parasita, contribuindo dessa forma 
para a elevação do índice de 
infecção por L. (L.) chu{>u.si assim 
como da doença. Em 1997. foram 
notificados 12 casos de LVA 
humana nessas kx;alidades, sendo 
10 em Vila Nova e dois de Bom 
Viver (CALDAS et al, 2(K)1).

Estudos realizados no estado do 
Pará demonstraram que o maior 
número de casos humanos de LVA 
envolveu crianças que residiam cm 
áreas de ocupações. Isso ocorreu 
devido ao fluxo de indivíduos 
su.scetíveis para a área, aumento da 
densidade populacional de llelxMo- 
mos ou o tipo de moradia, cuja 
ct'nstrução ptxle favorecer a entrada 
do vetor, principalmente nas casas 
de construções mais abertas, 
similares às casas das áreas por nós 
estudadas, predominando a cons-

tnição de taipa e cobertura de palha 
(MONTEIRO et al, 1994; BRASIL.
1996).

A presença de animais 
dom ésticos, como cães, no 
domicílio e peridomicílio perma­
nece como importante elo de 
transmissão da LVA. uma vez que a 
enzootia canina precede a 
ocorrência de casos humanos 
(WHO, 1990; MARZOCHI & 
MARZOCHl, 1994; BRASIL, 
19%>. Obsersou-se a presença de 
animais domésticos tanto em Bom 
Viver como cm Vila Nova, prin­
cipalmente o cão e a galinha. Os 
abrigos naturais dos tlebi')tomos são 
os mais diversos pt)ssíveis, como 
oco das árvores, folhagem de 
arbustos, onde os mesmi>s passam 
parte do dia, além de abrigos de 
animais (galinheiro, chiqueiro, 
curral) e habitações humanas em 
que os flebótomos são encontrados 
com maior freqüência à noite 
(BRASIL. 1996;RABÊLO. 1999».

Quanto ao estado nutriciomd, 
verillcou-se que o déficit referente 
ao indicador altura/idade que retrata 
a desnutrição crônica foi superior ao 
obsenado na Pesquisa Estadual de 
Saikie e Nutriçãvi (PNSN) realizada 
em 1991 no Maranhão e maior 
também em relação ao BraNÍl 
(10.5%) (UNICEF. 1992. 1995; 
TONIAL. 1996). No que diz 
respeito à assiKiação entre estado 
nutricional e infecçãt)assintomática 
por L. (L.) chagasi. observou-se 
que somente 5% das crianças com 
desnutrição crônica e 0.2*;  ̂ con) 
desnutrição aguda apresentaram

Figura 1 -  Kesuitadu 
du icstc dc tURM 
realizado nas crianças 
de Vila Nova/Bum 
Viver -  município de 
KapiMa-MA

positividade ao IDRM. 
demonstrando, portanto, que a 
infecção por l„ (L.) chaga.si iKorre 
em indivíduos de áreas endêmicas 
independente do estado nutricional.

Quando comparou-se a preva­
lência de infecção por L. (L.) 
chagasi encontrada em nosso 
estudo (19%) com outros realizados 
com crianças menoivs de 15 anos, 
obser\'ou-se que a nossa prevalência 
foi superior à do Cear.5 (4.5%) e da 
Biihia(16%)(BADARÓetal. 1986; 
EVANS et al. 1992). Houve também 
diferença entre os índices de 
infecção das duas localidades. Bom 
Viver foi 17% e Vila Nova 21%. 
Essa diferença pode ser devido ao 
tempo de colonizaçãin pois Bom 
Vi\er tem 10 anos de existência e 
Vila Nova, 5 anos. Observa-se. 
também, que na localidade de Vila 
Nova as trans-formações ambientais 
são mais intensas que em Bom 
Viver, onde a destruição da 
vegetação é constante devido às 
instalações de novas residências e 
às condições de moradia serem 
precárias, fatores estes que podem 
influenciar no índice de infecção por 
L. iL.) cha^st na área.

A faixa etária que apresentou 
maior positividade à IDRM em 
ambos os sexos foi de 24 a 47 
meses, hstudo realizado na Bahia 
demonstrou que o índice de infec­
ção foi diretamente proporcional 
com a idade, ou seja. quanto maior 
a faixa etária do indivíduo, maior 
foi o índice de infecção assin- 
tomática (BADARÓ et al, 1986).

MARZCX:iIl & MARZOCHI
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Saúde Públíca^
(1994). estudando em áreas 
endêmicas dc leishmaniose tegu- 
mciilar americana (LTA). também 
observou que o índice dc IDRM 
p*)sitiva aumentava com a idade em 
media liVA a 30^.. Esses dados vêm 
ao encontro do presente estudo, em 
que o índice de infec<;ão foi 
diretamente proporcional à idade, 
tanto que a faixa etária que 
apresentou menor índice dc infecção 
foi a dos menores de 2 anos.

A elevada prevalência da 
infec(,'ão por L. (L.) chagasi 
observada em Vila Nova e Bom 
Viver sugere a presença da fonna 
assintomática da LVA em crianças de
0 a 5 anos de idade, cm cuja faixa 
etária observ a-se o maior número de 
casos da doença. Medidas de 
controle devem ser efetivadas nas 
áreas de estudo como: inquérito 
sorológico canino; redução da 
p îpulação de IlebcXomos por meio

de borrri fação periódica; 
diagnóstico e tratamento precíKe 
dos casos objetivando diminuir a 
letalidade da divnça; e educação 
em saúde de acordo com o 
conhecim ento dos aspectos 
culturais, swiais. educa-cionais, 
das condições econômicas e da 
percepção de saúde de cada 
comunidade, visando a uma 
redução da prevalência de infecção 
c de casos da doença.dD
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A v a l i a ç ã o  n u t r i c i o n a l  d a s  c r i a n ç a s  d e  z e r o  a  c i n c o  a n o s  d e  i d a d e  d e  u m a  á r e a  

e n d ê m i c a  d e  l e i s h m a n i o s e  v i s c e r a l  a m e r i c a n a  ( L V A ) .

Nutritional avaliation on child hood aged betw’een zero and five years old from
endemic area o f visceral leishmaniosis.

Arlene de Jesus Mendes Caldas\ Dorlene Maria Cardoso de Aquino\ Aldina Prado BarraP, Jackson 
Mauricio Lopes Costa’

RESUMO: Realizou-se estudo de coorte com crianças de zero a cinco anos de idade de Vila Nova e Bom Viver 
no município de Raposa-MA, no período de julho/1997 ajunho/1998, com o objetivo de determinar a prevalência 
da desnutrição protéico-calórica e verificar se existe associação entre desnutrição e infecção por L. chagasi. 
Utilizou-se questionário com dados socioeconómicos, demográficos e epidemiológicos; realizou-se 
Intradermorreação de Montenegro (IDRM) e Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) para detectar infecção 
e aferição dos dados antropométricos. Observou-se uma prevalência do défict nutricional (severo, moderado) no 
indicador altura/idade de 26% e peso/idade de 9,6%. Quando a relação entre desnutrição e fatores socioeconómicos, 
demográficos e epidemiológicos a desnutrição severa variou de 0,2 a 0,5%, e a moderada, quanto melhores 
condições socioeconómicas menor (ndice de desnutrição. A infecção por L. chagasi ocorreu entre as crianças 
independente do estado nutricional.
Descritores: Desnutrição protéico-calórica; Infecção por L. chagasi.

ABSTRACT: It was carried out a cohort study with children aged between zero and five years old from the Vila 
Nova and Bom Viver communities of the Rapoza county, Maranhão state, from July 1997 to June 1998, aimingat 
assessing the protein-caloric malnutrition prevalence as well as the association between malnutrition and L. 
chagasi infection. A questionnaire based on socioeconomic, demographic and epidemiological data was applied; 
IDRM (Montenegro's Intradermic Reaction) and ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) were the tests 
utilized for detecting infection and measurement of the anthropometric data. It was observed a prevalence of 
nutritional deficit (severe, moderate) in the height/age (26%) and weight/age (9,6%) indicators. Regarding the 
relationship between malnutrition and socioeconomic, demographic and epidemiological factors, the severe 
malnutrition ranged from 0.2% to 0.5% and the moderate. When the socioeconomic conditions are thought to be 
better, the desnutrition rate is low. The L. chagasi infection took over among childreen independent on the nutritional 
state
Key-words: Protein-caloric malnutrition; L. chagasi infection.

INTRODUÇÃO

A situação nutricional das crianças indica as 
condições de saúde e a probabilidade de sobrevivência 
dos indivíduos de uma comunidade, tendo em vista a estrita 
relação entre indicadores nutricionais, socioeconómicos 
e a saúde da população. É sabido que as doenças 
representam uma ameaça ao estado nutricional dos 
Indivíduos precipitando a desnutrição''.

No Brasil, a desnutrição energético-protéica 
(DEP) encontra-se entre as principais carências 
nutricionais do País, a qual está relacionada com a 
ingestão e utilização biológica de alimentos, doenças 
infecto-parasitárias, bem como, com as condições 
socioeconómicas e políticas do País ̂

De acordo com os dados da U NIGER sobre 
saúde e desnutrição das crianças nordestinas, estima­
se que os maiores índices de desnutrição no país

encontram-se nos estados do Maranhão (30,6%), Piauí 
(22,9%), Cearâ (21,1 %), e menores índices no Rio Grande 
do Norte (14,5%) e Sergipe (16%).

Segundo Tonial'', são os fatores 
socioeconómicos, os principais determinantes da ingesta 
insuficiente de alimentos e da maior exposição às 
doenças infecciosas, contribuindo dessa forma, para a 
desnutrição infantil. Entre as doenças infecciosas, a 
leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar 
encontra-se fortemente associado ao estado nutricional 
como foi observado por Badaró et al.® na Bahia, por Cerf 
et al.® e Evans et al.̂  (1992) no Ceará.

A LVA ocorre principalmente em crianças entre 
zero a nove anos de idade, correspondendo a 80% dos 
casos registrados. Destes, 60% são crianças menores 
de cinco anos®. A preferência pela criança é a principal

* Departamento de Enfermagem da Universidade Federal do Maranhão 
 ̂Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz, FIOCRUZ-Bahia
 ̂ Núcleo de Patologia Tropical e Medicina Social do Departamento de Patologia da Universidade Federal do Maranhão
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característica da chamada forma neotropical da LVA e se 
correlaciona, provavelmente, com a perturbação da 
resposta imune, própria dos estados de desnutrição, que 
freqüentemente acometem as crianças nessa faixa etária, 
funcionando como fator de predisposição para a doença®.

Além da desnutrição comum em crianças pobres 
da zona rural e das periferias das metrópoles, a LVA

contribui certamente para o agravamento da 
deficiência nutricional. O presente estudo tem como 
objetivos determinar a prevalência da desnutrição 
protéico-calórica em crianças de zero a cinco anos 
de uma área endêmica de LVA e verificar se existe 
associação entre desnutrição e infecção por 
Leishmania chagasl.

METODOS

Realizou-se um estudo de coorte no período 
de julho/97 a junho/98, com 648 crianças de zero a 
cinco anos de idade nas localidades de Vila Nova e 
Bom Viver no município de Raposa-MA, localizado na 
Ilha de São Luís, distando 28km da cidade de São 
Luís, capital do estado do Maranhão. Apresenta área 
de 63,9km  ̂e uma população de 15.075 habitantes 
distribuídos em 21 localidades, entre elas. Vila Nova 
com uma população de 2.600 habitantes e Bom Viver 
com 4.307 habitantes, ambas oriundas de ocupações 
por invasões recentes. A escolha destas duas 
localidades, deveu-se ao elevado número de casos de 
LVA detectados nos últimos anos pela Fundação 
Nacional de Saúde-FUNASA, caracterizando-as como 
área endêmica da doença.

O estudo iniciou-se em julho/97, com a 
realização de inquérito populacional. Em seguida foi 
planejado e delineado em duas fases: a primeira, de 
setembro a outubro/97, com a realização de inquérito 
epidemiológico, nutricional e imunológico 
{intradermorreação de Montenegro (IDRM) e Enzyme 
Linked Immunosorbant Assay (ELISA)}; e a segunda, 
de abril a maio/98, com a finalidade de reavaliar o estado 
imunológico e nutricional das crianças. No seguimento 
do estudo, a vontade e decisão da mãe ou responsável 
pela criança foi sempre respeitada. Um termo de 
consentimento voluntário era assinado.

Na aferição do peso utilizou-se balanças de 
mola do tipo Salter. A tomada do peso da criança (sem 
roupa ou com calcinha ou cueca) era realizada por duas 
pessoas previamente trinadas.

A medição do tamanho da criança era realizada 
em posição ereta (altura) ou deitada (comprimento). 
Nas crianças com idade inferior a dois anos era medido

o comprimento, utilizando antropômetro de madeira tipo 
AHRTAG. Para as crianças com idade igual ou superior 
a dois anos, utilizou-se infantômetro de madeira para 
medir a altura de acordo com técnica descrita por 
Barros & Victora"'”

O teste de IDRM foi realizado em 639 crianças 
na primeira e 572, na segunda fase do estudo, com 
antigeno preparado no laboratório de Imunologia do 
Hospital Universitário Prof. Edgar Santos (HUPES) da 
Universidade Federal da Bahia-UFFBA, com formas 
promastigotas de L. amazonensis (MHOMBr-88-BA- 
125) de acordo com a técnica descrita por Reed et al". 
Considerou-se como reação positiva quando um dos 
diâmetros da enduração era igual ou superior a 5mm.

A avaliação sorológica foi realizada em 638 
crianças na primeira fase e 572, na segunda fase, pela 
técnica ELISA no laboratório de Imunologia do HUPES. 
A reação foi considerada positiva quando o nível de 
absorbância era igual ou superior a .045.

O exame antropométrico foi realizado para 
avaliar a prevalência das diversas formas de desnutrição 
protéico-calórica e consistiu na medição do peso e 
altura ou comprimento de cada criança'̂ ^̂ .

Para análise dos dados referentes á situação 
nutricional das crianças utilizou-se como referência o 
padrão do National Center of Health Statistics (NCnS)'”*.

A comparação do estado nutricional foi 
realizada somente com as crianças que participaram 
das duas fases do estudo. O teste Qui-quadrado foi 
utilizado para verificar as diferenças entre os eventos 
do estudo. No caso de freqüências esperadas inferiores 
a 5 foi utilizado o teste de Fisher. Quando o valor de “p” 
era menor ou igual a 0,05, considerou-se a diferença 
estatisticamente significante.

RESULTADOS

No inquérito populacional realizado em julho 
de 1997 em Vila Nova e Bom Viver no município de 
Raposa-MA, constatou-se uma população de 4901 
habitantes, sendo 1882 habitantes em Vila Nova e 3019 
em Bom Viver. Destes, 800 eram crianças de zero a 
cinco anos. Cada família apresentou uma média de 
5,2 pessoas.

Das 800 crianças, somente 648 participaram 
do estudo na primeira fase, e 572 na segunda, devido 
a migração intensa observada nas localidades. A idade

das crianças variou de 11 dias a 71 meses, 
concentrando o maior percentual na faixa etária de zero 
a 23 meses (19,3%). Quanto à distribuição por gênero, 
48% era do sexo masculino e 52% feminino ,portanto, 
não apresentando diferença estatisticamente 
significante.

Analisando o estado nutricional das 572 
crianças que participaram das duas fases, observou- 
se uma ligeira diminuição na prevalência da desnutrição 
severa, enquanto que na desnutrição moderada houve
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um pequeno aumento, porém, estas diferenças não 
foram estatisticamente significantes (p=0,772 p=0,940), 
o mesmo aconteceu em relação à desnutrição leve e 
estado nutricional eutrófico (Tabela 1).

Observou-se que a prevalência da infecção 
por L.(L.)chagasi detectada pelo IDRM(18,6) foi superior 
a dectada pelo ELISA (13,5), porém a incidência pelo 
ELISA (28%) foi quase três vezes maior que pelo IDRM 
(10,8%) (Tabela 2). Quando se verificou a associação 
entre estado nutricional e infecção por L.(L.)chagasi 
segundo os testes de IDRM e ELISA, observou-se que 
entre as crianças com desnutrição crônica (altura/idade) 
5 e 3,7%, respectivamente, apresentaram positividade 
aos testes; 0,2% das crianças com desnutrição no 
indicador peso/idade apresentou IDRM positivo; e 1,4% 
e 1,2%, respectivamente, apresentaram positividade 
nos testes quando o indicador era peso/idade. Não 
houve associação estatisticamente significante entre 
desnutridos e infecção por L.(L.)chagasi (Tabela 3).

Com referência a renda familiar, número de 
pessoas que trabalham, situação conjugai e atividade 
da mãe, observou-se que as crianças oriundas de 
famílias com renda inferior a dois salários mínimos 
apresentaram 21,9% e 0,5% respectivamente, 
desnutrição moderada e severa; quanto a situação 
conjugal e atividade da mãe, 20,4% e 0,5% das crianças 
de mães com companheiro apresentaram desnutrição 
modera e severa, respectivamente. Entretanto, as 
crianças de mães sem companheiro não apresentaram 
desnutrição severa, somente 3,5% apresentaram 
desnutrição moderada. Das mães que contribuem com 
a renda familiar, 1,9% das crianças apresentaram 
desnutrição moderada e das que não contribuem, 22%

e 0,5% apresentaram desnutrição moderada ou severa, 
respectivamente (Tabela 4).

Analisando a escolaridade materna e paterna, 
observou-se que 15% das crianças com desnutrição 
moderada eram de mães que sabiam ler e escrever 
e 8,7% das mães analfabetas, porém, não teve 
nenhuma criança com desnutrição severa nas duas 
situações.

Em relação ao saneamento básico os 
entrevistados foram interrogados quanto ao destino 
do lixo e dos dejetos humanos, informando-nos que 
não havia coleta pública do lixo e nem rede de esgoto. 
O lixo era queimado ou enterrado em 55,7%das 
casas de Vila Nova e 84,4% de Bom Viver e, jogado 
em terreno baldio, 44,3% e 15,6% respectivamente. 
Quanto ao destino dos dejetos, observou-se que a 
maioria da população (95,0% em Vila Nova e 91,0% 
em Bom Viver) realizava suas necessidades 
fisiológicas no quintal ou fossa negra. Analisando 
estes dados com o estado nutricional, verificou-se 
que mais da metade das crianças eutróficas eram 
de famílias que queimavam o lixo (54,1%) e o destino 
dos dejetos era a fossa negra (64,8%) e uma minoria 
(16,8% e 19,8%, respectivamente) apresentaram 
algum grau de desnutrição moderada ou severa 
(Tabela 4).

Ao investigar a origem da água, observou-se 
que mais da metade da população usufruía de água 
da rede pública (73,9% de Vila Nova e 88,3% de Bom 
Viver). A utilização de água da rede pública contribuiu 
em 20,5% e 0,3% para a desnutrição moderada ou 
severa das crianças, respectivamente, outras origens 
contribuiu em 3,3% e 0,2%.

Tabela 1 Prevalência da desnutrição das crianças de zero a cinco anos das localidades de Vila Nova e Bom 
Viver Raposa-MA,1998.

Indicadores nutricionais
Fases (n=572)

primara fase segunda fase
f % f %

Altura/Idade
Desnutrido 146 25,5 149 26
Eutrófico 426 74,5 423 74

Pesc/Altura
Desnutrido 6 1 7 1,2
Eutrófico 566 99 565 98,8

Peso/Altura
Desnutrido 44 7,7 55 9,6
Eutrófico 528 92,7 517 90,4

Tabela 2 Prevalência e inddênda da infecçãoporL (L)chagasidetectadas através de IDRMe ELISA, Raposa-MA, 12998.

* > 5m m  * * > 0.045

T estes Prevalência Incidência (n=572)

f % pos f %

IDRM* 639 18,6 62 10,8

ELISA** 638 13,5 160 28,0
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Tabela 3 Indicadores nutricionais e resultados de IDRM e ELISA. Raposa-MA, 1998.

Indicadores IDRM (572) ELISA (572)

nutricionais pos* % Neg % P 1pos* % neg % P

Altura/idade 0,581 0,812

Desnutrido 29 5 117 20 21 3,7 125 22

Eutrófico 74 13 352 61,5 56 9,8 370 64,7

Peso/altura 0,999 0,999

Desnutrido 1 0,2 102 18 0 0,0 6 1,0
Eutrófico 5 0,9 464 81 77 34,5 489 85,5
Peso/idade 0,863 0,791

Desnutrido 8 1,4 95 16,6 7 1,2 37 6,5

Eutrófico 36 6,3 433 75,7 70 12,2 458 80

‘positivo

Tabela 4 Estado nutricional segundo condições socioeconómicas. Raposa-MA, 1998.

Estado nutricional
Características Eutrófico Leve Moderada Severa

f % f % F % f %
Renda familiar 
< 2 salários mínimos 
> 2 salários mínimos

424
61

65.4
9.4

6
0

0,9
0,0

142
12

21.9
1.9

3
0

0,5
0,0

Pessoas/trabalha 
1-3 pessoas 
4-6 pessoas

462
23

71,3
3,5

5
1

0,7
0,2

143
11

22,1
1,7

3
0

0,5
0,0

Situação conjugal mãe 
Com companheiro 
Sem companheiro

421
64

65
9,9

5
0

0,7
0,0

132
23

20,4
3,5

3
0

0,5
0,0

Atividade da mãe 
Trabalha em casa 
Trabalha fora de casa

439
46

67,8
7,1

5
0

0,7
0,0

143
12

22
1,9

3
0

0,5
0,0

Escolaridade mãe 
Sabe ler e escrever 
Não sabe ler 
escrever

e
348
136

53,7
21,1

3
3

0,5
0,5

97
56

15
8,7

2
2

0,3
0,3

Escolaridade do pai 
Sabe ler e escrever 
Não sabe ler 
escrever

e
280
204

43,3
31,5

3
3

0,5
0,5

72
82

11,1
12,6

0
3

0,0
0,3

Lixo
Queimado 
Terreno baldio/mato

351
134

54,1
20,7

4
2

0,6
0,3

107
47

16,5
7,3

2
1

0,3
0,2

Dejetos 
Fossa negra 
Quintal/vala/mato

420
65

64,8
10

5
1

0,7
0,2

125
29

19,3
4,5

3
0

0,5
0.0

Água
Rede pública 
Poço/cacimba

390
95

60,2
14,6

4
2

0,6
0,3

133
21

20,5
3,3

2
1

0,3
0,2
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DISCUSSÃO

No Maranhão existem desigualdades 
significativas no que se refere aos níveis de desnutrição 
das crianças, refletindo não apenas as diferenças 
econômicas entre as famílias, mas também o acesso 
aos serviços de saúde e de saneamento básico e, aos 
conhecimentos necessários para ajudar no 
desenvolvimento adequado da criança.

Fatores estruturais condicionam determinantes 
imediatos da desnutrição, como a ingesta inadequada 
de alimentos e as doenças infecciosas. Da sinergia 
entre a baixa ingesta, infecções e desnutrição resulta 
0 maior número de óbitos entre crianças menores de 
cinco anos de idade nos países em desenvolvimento e 
subdesenvolvidos .̂

Observou-se que a prevalência do déficit 
nutricional (severo, moderado) das crianças em estudo 
no indicador altura/idade (26%) foi superior ao índice 
do estado do Maranhão em 1996 (24%), e mais do 
dobro em relação ao país no mesmo ano (10,5%)'’ .

Este elevado índice indica a presença de 
déficits nutricional de longa duração que pode estar 
contribuindo para manutenção da leishmaniose visceral 
americana (LVA) em Vila Nova e Bom Viver do qual 
apresentou incidência elevada da doença em 1997 (13,3 
casos/1000, dados da FUNASA-MA), assim como a 
incidência da infecção por L. chagasi, 28,5%'''. Sabe- 
se que 94% dos casos de LVA notificados na década 
passada são procedentes dos estados do Nordeste, 
uma das regiões que apresenta a mais baixa qualidade 
de vida do país e consequentemente ambiente propício 
à ocorrência da doença, comum no meio rural e na 
periferia das grandes cidades como São Luís-MA, 
Teresina-PI, Natal-RN e Belo Horizonte-MG®.

São os fatores sociais e ambientais 
denominador comum de todas as doenças que 
prevalecem em países pobres, entre as quais está a 
desnutrição, o que a faz um problema de origem mais 
socioeconómica do que médica. Dentre estes fatores, 
pode-se destacar as condições sociais da família, 
traduzidos pelo nível de escolaridade dos pais, e em

especial importância, dos casos das crianças, a 
escolaridade materna^.

O reduzido poder aquisitivo, o baixo nível 
educacional, as más condições de habitação e 
saneamento são seguramente ao principais 
determinantes do padrão da desnutrição das crianças 
de Vila Nova e Bom Viver. Em decorrência da 
desnutrição, existe maior risco de desenvolver infecções 
e consequentemente, a mortalidade infantil, constituindo 
um importante problema de saúde pública. Seu controle 
depende, além da melhoria das condições 
sócioeconõmicas, também da prevenção e do 
tratamento das doenças infecto-parasitárias, da 
promoção da amamentação e do acompanhamento do 
crescimento, particularmente em menores de um ano.

Segundo BADARÓ®, a relação doença/ 
sorologia positiva indica uma associação entre idade 
inferior a cinco anos e maior incidência de LVA versus 
idade superior a cinco anos com maior prevalência da 
infecção por L .chagasi. Entretanto, observou-se em 
nosso estudo que apesar da faixa etária das crianças 
ser inferior a seis anos, tanto a prevalência (8,4%) como 
a incidência da infecção L. chagasi (28%) foram 
elevadas, o que não é esperado nesta faixa etária pois, 
a predominância é de LVA doença e não infecção.

Analisando o estado nutricional e o índice de 
infecção por L. chagasi nas crianças, observou-se que 
a infecção aconteceu independente do estado nutricional 
pois, a infecção ocorreu tanto em crianças nutridas 
como desnutridas. O que vem de encontro com os dado 
de BADARÓ®, que as chances de uma criança nutrida 
se infectar é grande , entretanto, se a mesma for 
desnutrida, a probabilidade de desenvolver a doença é 
de 1:2.

Observou-se que a alta prevalência da 
desnutrição crônica apresentada pelas crianças de Vila 
Nova e Bom Viver não apresentou associação com a 
prevalência de infecção por L.(L.) chagasi , portanto, 
para o indivíduo se infectar basta somente residir em 
área endêmica de LVA.
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USEFUL EPIDEMIOLOGICAL MARKER?
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Abstract. Antibody (IgG) responses to salivary gland homogenate and to a recombinant salivary protein from the 
sand fly Lutzomyia longipalpis were investigated using sera from children living in an endemic area of visceral 
leishmaniasis in Brazil. We classified children into four groups according to their responses to Leishmania antigen: 
(Group I) positive serology and positive delayed type hypersensitivity (DTH), (Group II) positive serology and 
negative DTH, (Group III) negative serology and positive DTH, and (Group IV) negative serology and negative DTH. 
A highly significant correlation was found between anti-salivary gland IgG levels and DTH responses. An L. longi­
palpis  salivary recombinant protein used as an antigen in an enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) gave a 
significant but different result. A positive correlation was found between anti-Leishmania IgG and anti-recombinant 
protein IgG titers. The results indicate that sand fly salivary proteins may be of relevance to the study the epidemiology 
of leishmaniasis.

INTRODUCTION

The leishmaniases are a group of mostly zoonotic diseases 
caused by protozoan parasites of the genus Leishmania  
which are transmitted by phlebotomine sand fly vectors. 
Sand flies acquire the parasite, which lives as intracellular 
amastigotes in their vertebrate hosts, while taking a blood 
meal. The parasites develop from amastigotes to extracel­
lular promastigotes in the sand fly gut, multiply, and trans­
form to infective metacyclics that accumulate in the anterior 
portion of the fly’s digestive canal. Once infective protozoa 
invade their vector’s mouthparts, they can be transmitted to 
another vertebrate when the fly attempts to take another 
blood meal.'

Visceral American leishmaniasis (VL) caused by Leish­
m ania chagasi is endemic in several areas in Brazil. Within 
these regions, most of the infections are subclinical with 
leishmanin-positive patients normal upon physical exami­
nation.^ Full-blown VL is characterized by unimpeded par­
asite multiplication in bone marrow, liver, and spleen, lead­
ing to severe weight loss, hepatosplenomegaly, anemia, leu­
kopenia, and thrombocytopenia. Development of clinical 
disease is possibly related to nutrition status^ and young age"* 
among other factors. A strong delayed type hypyersensitivity 
(DTH) to leishmanial antigen (leishmanin) is normally as­
sociated with resistance to manifestations of the disease.® 
Additionally, laboratory experiments indicate that immunity 
to sand fly vector salivary antigens may also confer protec­
tion.

While taking a blood meal, sand flies salivate on their 
hosts. The saliva of blood-sucking animals contains a rep­
ertoire of molecules that modulate their host’s hemostatic, 
inflammatory, and immune responses. The New World sand 
fly Lutzomyia longipalpis has the peptide maxadilan as its 
salivary vasodilator.""' Maxadilan also has immunosuppres­
sive properties'^ and the anti-clotting molecule of Lutzomyia  
has been purified and cloned.'^ Additionally, several salivary 
gland cDNAs from Lutzomyia longipalpis have been re­
cently cloned, including the salivary apyrase and hyaluron-

idase” Salivary components may also play a role in helping 
the establishment of pathogens in their vertebrate hosts.® 
Tick saliva has been implicated in the successful transmis­
sion of several tick-bome viruses‘‘' ‘̂ and saliva of both Lut­
zomyia longipalpis and Phlebotomus papatasi has been im­
plicated in enhancing transmission of Leishmania m ajor par­
asites in mouse models of this disease.’ * Conversely, host 
immunity to vector saliva may decrease infectivity of the 
transmitted pathogens.® ''’

A large body of work demonstrates the production by hu­
mans and other vertebrates of antibodies against the salivary 
gland components of blood-sucking insects and ticks.'’ *’ Al­
though most of this work is aimed at preventing and treating 
undesirable allergic responses, or developing anti-arthropod 
vaccines, these responses may also be used as epidemiolog­
ical markers of vector exposure, such as to Ixodes scapular- 
is, a vector of Lyme disease.™^' In the case of leishmaniasis, 
there is a dual interest in understanding the nature of the 
human response to sand fly salivary antigens. 1) Sand fly 
populations tend to be clustered (Miranda and others, un­
published data). Screening of human antibodies to sand fly 
saliva could be a useful indicator the spatial distribution of 
sand flies in a particular region, thus helping to direct vector 
and disease control efforts. 2) Immunity to sand fly salivary 
antigens may decrease expression of leishmaniasis or disease 
severity.*-’ Accordingly, the purpose of this work was to in­
vestigate whether sera from children living in an area en­
demic for visceral leishmaniasis were able to differentially 
recognize salivary gland antigens of the vector sand fly de­
pending on the children’s exposure to Leishmania as deter­
mined by their cellular (measured by cutaneous DTH) and 
humoral IgG responses to Leishmania antigens. The results 
indicate that anti-sand fly antibody studies can be used with­
in the context of the epidemiology of leishmaniasis.

MATERIALS AND METHODS

Sand flies. Sand flies were reared at the Walter Reed 
Army Medical Research Institute on a fermented mixture ol
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rabbit chow and rabbit feces as described previously.^- Adult 
sand flies had with free access to a 10% solution of sucrose 
unless otherwise specified. Salivary glands from 3-to 10- 
day-old adult female flies were dissected and transferred to
10 or 20 (jlL Hepes 10 mM pH 7.0, NaCl 0.15 M in 1.5 mL 
polypropylene vials, usually in groups of 20 pairs of glands 
in 20 fiL of Hepes saline, or individually in 10 /o,L of Hepes 
saline. Salivary glands were kept at —75°C until needed, 
when they were disrupted by sonication using a Branson 
Sonifler 450 homogenizer (Branson, Danbury, CT).^^ Sali­
vary homogenates were centrifuged at 10,000 g X 2 min; 
the supernatants were used for the experiments.

P repara tion  of recom binant antigen. The recombinant 
antigen used in this work refers to the salivary anti-clotting 
protein characterized in a previous publication.'’ The 
GenBank accession number for the cDNA sequence is 
AF131932. A plasmid containing the Lutzomyia longipalpis 
anticoagulant sequence was used as a template to amplify 
only the sequence coding for the processed protein. Accord­
ingly, we used CTA CAA GTT ACT GAG AAG GAA CTT 
as a sense primer and CTT TTC TTG ACA TAC AAA ATG 
ATG as an antisense primer. Polymerase chain reaction 
(PCR) conditions were as follows: 1 cycle of 3 min at 94°C, 
25 cycles of 1 min at 94°C, 30 sec at 45°C, 30 sec at 72°C, 
and a final cycle of 10 min at 72°C. Amplification of a single 
product was confirmed in a 1.5% agarose gel. The obtained 
PCR product was immediately ligated to pTrcHis2-TOPO 
TA expression vector (Invitrogen, San Diego, CA) following 
the manufacturer’s protocol.

Cell transformation. Cells were transformed with the li­
gation mixture, plated in LB-agar-ampicillin (100 [j,g/mL) 
plates and incubated overnight at 37°C. Isolated colonies 
were picked and transferred to 5 mL of LB-ampicillin (100 
(jLg/mL). The cultures were grown at 37°C for 6 hours and 
stored at 4°C until PCR analysis. Five |xL of the cultures 
were used as a template for a PCR reaction used to deter­
mine the presence of the anti-coagulant insert. We utilized 
the same sense and antisense primers described above and 
the following PCR conditions: 1 cycle of 5 min at 75°C, 1 
cycle of 4 min at 94°C, 35 cycles of 30 sec at 94°C, 30 sec 
at 40°C, and 45 sec at 72°C. Amplification of a PCR product 
of about 420 base pairs (bp) suggested the presence of the 
insert. Colonies containing the insert were regrown and their 
plasmids extracted and sequenced in both directions to con­
firm the presence of the anti-coagulant and the orientation 
of the sequence.

Expression of recom binant anticoagulant. A 500 mL 
cell culture containing the anticoagulant expression vector 
was grown in LB-ampicillin (100(jLg/mL) at 37°C, shaking 
at 300 rpm, until it reached 1 unit O.D. (600 nm). Isopropyl 
thiogalactoside (1 mM) was added to the culture and incu­
bated for 6 hours at 37°C. Expression of the recombinant 
protein was confirmed by SDS-PAGE (4-20%  gel). The con­
trol sample was a cell culture with the pTrcHis2-TOPO vec­
tor alone. Cells were harvested by spinning for 20 min at 
1,500 x g (4°C). The pellet was resuspended in Tris-HCl pH 
7.4, 20 mM EDTA, and lysozyme (8 mg/mL) was added to 
the culture. The culture was left at room temperature for one 
hour with intermittent shaking. Sodium chloride (0.5 M final 
concentration) and triton X-100 (2.5% final) were added and 
the sample was incubated at room temperature for 30 min

with shaking. The culture was then spun at 10,000 X  g for 
50 min (4°C). The pellet was resuspended with Tris-EDTA- 
1% triton solution and the mixture sonicated three times for 
30 sec then cooled for 1 min on ice. The cells were centri­
fuged again and the entire procedure repeated five times with 
washes of the pellet using Tris-EDTA buffer. The pellet was 
then stored at —75°C until use. The pellet was solubilized in 
GuHCl 6 M, Tris-HCl pH 8.0, EDTA 2 mM and sonicated 
three times for 30 sec with 1 minute cooling on ice. After 
sonication, the solution was incubated for two hours at room 
temperature and then centrifuged at 25,000 X  g for 30 min 
at 4°C. I'he supernatant was recovered, DTE was added fot 
a final concentration of 65 mM, and it was incubated at room 
temperature for 2 hours. The solution was then added to a 
refolding buffer (Tris-HCl 0.1 M pH 8.0, L-arginine-HCl 0.5 
M, GSSG 0.9 mM, and EDTA 2 mM), and the mixture was 
incubated for 36 hours at 4°C, then dialyzed against Tris - 
HCl 20 mM pH 7,4. After dialysis, the recombinant proteir 
was purified by reverse phase HPLC using a 60 min gradieni 
of 10-60% acetonitrile with trifluoroacetic acid 0.1%, at 
mL/min using a 1 cm X  25 cm octadecyl-silica column mod 
el 218TP510 (Vydac, Hesperia, CA). Absorbance at 280 nn 
was monitored. Fractions of the main peak were pooled, anc 
analyzed by reducing SDS-PAGE, mass spectrometry, anc 
Edman degradation. The pooled fractions were homoge 
neous and yielded the expected amino-terminal sequenc( 
ALLQVTVKELSDGKKIFISK, with the two first amino ac 
ids being from the vector.

Anti-insect antigen serology by ELISA. ELISA plate 
were coated with 5 pairs of salivary glands/mL (approxi 
mately 5|xg protein/mL), or with 1 jjig recombinant protein 
mL in carbonate buffer (NaHCO, 0.45 M, Na^CO, 0.02 M 
pH 9.6) overnight at 4"C. After three washes with PBS 
0.05% Tween, the plates were blocked for 1 hour at 37°( 
with PBS-0.1% Tween plus 0.05% BSA. Sera were dilute^ 
1:100 with PBS-0.05% Tween and incubated overnight s 
4°C. After further washings, the wells were incubated wit 
alkaline-phosphatase-conjugated anti-human IgG (Sigma, Si 
Louis, MO) at a 1:1,000 dilution for 45 minutes at 37°C 
Following another washing cycle, the color was develope 
for 30 minutes with a chromogenic solution of p-nitropher 
ylphosphate in sodium carbonate buffer pH 9.6 with Img 
mL of MgCl,.

P repara tion  of W estern blots. For Western blots, w 
used 16% Tris-Glycine, 1.0 mm thick gels, running with sc 
dium dodecyl sulfate (Novex, San Diego, CA). The gel typ( 
recommended for 2D gels, has one small side well for pn 
stained molecular weight markers (myosin, bovine serum a 
bumin, glutamic dehydrogenase, alcohol dehydrogenase 
carbonic anhydrase, myoglobin, lysozyme, aprotinin, and ii 
sulin, chain B, obtained from Novex) and a large single wel 
to which were added the contents of 40 pairs of salivar 
glands (approximately 40 pi-g of protein) treated with 8' 
SDS and 4% 2-mercaptoethanol in Tris-HCl buffer 0.5 I 
pH 6.8, 10% glycerol, and 1% bromophenol blue dye, ar 
heated for 5 min at 100“C. The gel was developed with Tri 
Glycine buffer according to the manufacturer’s instructioi 
and transferred to nitrocellulose using a Blot-Module for tl 
XCell II Mini-Cell (Novex). After transfer, free sites wei 
blocked with PBS-0.05% Tween plus 0.5% non-fat drie 
milk for two hours at 37°C. The strips were washed wi
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PBS-0.05% Tween and incubated with sera (diluted 1:100 in 
PBS-0.05% Tween and 0.5% nonfat dried milk) overnight at 
4°C. Following further washings, strips were incubated with 
rabbit alkaline-phosphatase-conjugated anti-human IgG for
1 hour at 37°C. Blots were then washed and developed with 
nitro blue tetrazolium and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phos­
phate.

A nti-L e ishm ania  serology by ELISA. Leishmania  were 
cultivated in Schneider’s medium, and the organisms dis­
rupted by freeze-thaw cycles and then centrifuged at 40,000 
g for 20 minutes. Protein content of the supernatant was 
determined by Lowry’s method. Samples were stored at 
—20°C until used. The test was performed as previously de­
scribed,^"' and has been documented to yield specific (98%) 
and sensitive (99%) responses in serological tests. The spec- 
trophotometric absorbance values (OD) of 1/1(X) dilution of 
normal sera samples (mean -t- 3 SD) were used as the cut- 
aff for a positive response.

Delayed-type hypersensitivity test. Delayed-type hyper- 
iensitivity (DTH) tests were performed as previously de- 
>cribed.^5 Briefly, cutaneous DTH was assessed by intrader- 
nally inoculating patients with L. chagasi protein. Indura- 
ion was measured after 48 hours. A positive test was defined 
is induration greater than 5 ram at maximum width.

Study population. Sera used in the present study were 
)btained from an epidemiological survey of visceral leish- 
naniasis in an endemic region of São Luiz, capital of Mar- 
inhão State. During the prospective study, aati-Leishmania  
DTH and serology were performed twice a year in children 
vhose age was less than 7 years during 1996-1997. Sera 
rom individuals with visceral leishmaniasis or those who 
vere positive either by serology or DTH in the first survey 
vere not used in the present report. A visceral leishmaniasis 
;ase was defined by the following criteria: fever, weight loss, 
lepatosplenomegaly, and anemia. Positivity in the anti-leish- 
aanial tests reported here indicates a recent conversion de- 
ermined by a sensitive and specific ELISA and/or by DTH. 
lius, none of the individuals in the data set had disease, 
nd all had had negative responses to leishmanial antigen 
luring the preceding six-month period. Accordingly, anti- 
^isfunania-reacting  children were presumably exposed re- 
ently to the pathogen. Assuming that recent seroconversion 
spresents infection and a positive DTH is a marker of pro- 
iction against leishmaniasis in subclinical cases,^ we clas- 
ified children into four groups: (Group I) positive serology 
nd positive DTH, (Group II) positive serology and negative 
>TH, (Group III) negative serology and positive DTH, and 
jroup  IV) negative serology and negative DTH. Informed 
onsent was obtained from parents or legal guardians of mi- 
ors. The project was approved by an appropriate institu- 
onal review board from the Osvaldo Cruz Foundation. 
Statistical analysis. The data obtained in this work was 

ot normally distributed, even after several attempts at trans- 
>rmation. Accordingly, the Kruskal-Wallis Analysis of Var- 
ince on Ranks (KW-ANOVA) was used to evaluate signif- 
:ance among group medians. The Kolgorovov-Smimov test 
as used to test for a normally distributed population, 
'unn’s procedure was used to perform pairwise multiple 
jmparisons. Correlation tests were done with the Spearman 
ink order test. A /"-value <  0.05 was used to establish the 
gnificance level. A  P <  0.01 is indicated in the text to be

F ig u r e  1. Human serum IgG response against salivary gland 
homogenate of the sand fly Lutzomyia longipalpis. Human sera were 
from individuals either positive (D+) or not (D -) to a leishmanin 
skin test, or having (S + ) or not (S -) high IgG serum titer against 
Leishmania as detected by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA). The ordinate represents the absorbance of the ELISA re­
action of these sera against sand fly salivary homogenate. The sym­
bols indicate results from 15 sera from each of the 4 groups used, 
and the lines represent their median values.

highly significant. Sigmastat version 2.0 (Jandel Scientific, 
San Raphael, CA) was used to perform the statistical tests.

RESULTS

To investigate whether a human population from an en­
demic area of visceral leishmaniasis had IgG antibodies 
against salivary gland antigens of the vector sand fly Lut­
zomyia longipalpis, we measured by ELISA the antibody 
level in sera of 60 children, which were stratified into four 
groups according to their reaction to both the DTH reaction 
(D-t- or D —) and antibody level (S-l- or S —) (Figiure 1). The 
KW-ANOVA test indicated that the group medians were sig­
nificantly different {P = 0.001). Duim’s pairwise multiple 
comparison procedure indicated that the significant (P <  
0.05) comparisons were between the groups S-I-D+ and 
S + D -  and between S + D +  and S - D - .

Because the positive reaction described above could de­
rive from nonspecific antibody responses, we measured the 
reactivity of the sera against salivary homogenates of the 
Old World sand fly, Phlebotomus papatasi (Figure 2). Al­
though the optical densities of the ELISA tests were greater 
than when using L. longipalpis salivary homogenates, no 
significant differences were found among the medians of the 
four groups as tested by KW-ANOVA {P =  0.233).

Because large epidemiological investigations using sali­
vary gland antigens are prohibitive due to the need for dis­
section of thousands of pairs of salivary glands, we tested 
the use of a recombinant salivary protein as an antigen for 
ELISA studies with 15 of the same sera in each group de­
scribed above (Figure 3). The KW-ANOVA test indicated
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S+D+ S+D- S-D+ S-D-
F ig u r e  2. Human serum IgG response against salivary gland 

hom ogenate o f the sand fly Phlehotomus papalasi. Fifteen sera in 
each class were used, except for the S +  D -  group, where 14 sera 
only were used. Other conditions as in Figure 1.

S+D+ S+D- S-D+ S-D-
F ig u r e  3. Human serum IgG response against recom binant si 

ivary anti-clotting protein from the sand fly Lutzomyia longipalp 
Fifteen sera in each class are repre.sented, except for the S - D  
group where 13 sera were used. O ther conditions as in Figure 1.

the differences among the medians to be highly significant 
(P <  0.001). A pairwise multiple comparison test indicated 
that there were significant differences (P <  0.05) between 
groups S + D -  and S - D — and groups S + D — and S—D +.

To test whether the serologic response to the recombinant 
antigen correlated with that measured against whole salivary 
antigen as well as with the other two variables tested, name­
ly, DTH induration and antibody to leishmanial antigen, we 
performed a Spearman rank order correlation test on these 
four variables by pooling the results reported in Figures 1 
and 3. The results (Table 1) indicate that the response to the 
recombinant antigen correlates significantly with serological 
antibody response to leishmanial antigen (P <  0.001), and 
that anti-saliva antibody response correlates (P  = 0.002) 
with DTH response to Leishmania. Unexpectedly, no cor­
relation was found between responses to the recombinant 
antigen and whole salivary homogenate.

We evaluated by Western blots the complexity of the an­
tigenic mixture in salivary gland homogenates of L. longi- 
palpis  using a selected sample of sera that tested either pos­
itive or negative by ELISA against L. longipalpis salivary 
homogenates. Sera with the 4 highest (thus designated pos­
itive) and 4 lowest (designated negative) OD readings in 
ELISA were tested in the blots. Results indicate that there 
are 6 main antigens, of which 3 are commonly recognized 
by sera from individuals with low response to Lutzomyia  
antigen. Antigens with molecular weights of approximately 
6, 12, 36, and 96 kDa were recognized only by sera from 
individuals with serum IgG antibodies to Lutzomyia  antigen 
(Figure 4).

DISCUSSION

Results presented in this paper indicate that children pos­
itive to leishmanin as assayed by a skin test react positively

to salivary gland antigen of the sand fly L. longipalpis (Fi 
ure 1, Table 1). This serum IgG antisalivary homogena 
response correlated positively with DTH intensity (Table 1 
The complexity of the antigenic mixture comprised in tl 
salivary gland homogenate is indicated by Western bloi

F ig u r e  4. W estern blots indicating hum an IgG serum  reactiv 
against Lutzomyia longipalpis salivary gland antigens separated 
SD S-polyacrylam ide gel electrophoresis. 1 =  positive serum  2 
negative serum. The results are representative o f 4 positive and 
negative sera, with the positive sera being the four most-reacti 
sera by enzym e-linked im m uno sorbent assay against L. longipalj 
salivary hom ogenate, and the negative sera being the four lea 
reactive sera.



744 BARRAL AND OTHERS

Table I
jpearm an rank order correlation test results for associations between 

antibody titers against recom binant salivary anti-clotting protein 
(a-rA C  IgG), against sand fly salivary hom ogenate (a-saliva IgG), 
against Leixhtnania antigen (a-Leishmania IgG), and by skin re­
action to the leishmanin antigen (DTH)

Delayed type hyj>e «sensitivity I IgG ok-Lehhmamn VgG
i-rA C  IgG (n =  59) r = -0 .0 0 6 4  r =  0.0512 r =  0.450

3TH (n = 60)

I- ^  coiTelation coefficient. 

P  = probability.

P = 0.616 P = Q.Ò99 P  <  0.001 
r = 0.394 r =  0.0635 

P = 0.00197 P = 0.629

vhere up to 6 bands were observed in some positive sera, 
rhese results have a two-fold implication: 1) individuals ex- 
)osed to Leishmania  recognize salivary gland antigens of 
he vector sand fly, a finding reported here for the first time 
ind 2) to the extent that response to the vector salivary gland 
intigen is protective in the development of disease (a pos- 
ibility substantiated in laboratory models of leishmania- 

the possibility exists to track this cohort of children 
o investigate their disease outcome according to their anti- 
alivary gland titer. This last implication, if proven negative 
high anti-saliva titer negatively correlated with disease out- 
:ome), can give support for development of an anti-vector- 
>ased vaccine for leishmaniasis.

Results indicate that individuals with low ELISA reactiv- 
ty to Lutzomyia  salivary antigens recognize 3 antigen bands 
)y Western blots, but that up to 6 bands are recognized by 
era from individuals having high antibody titers in the same 
iLlSA test. The positive bands found in ELlSA-negative 
ndividuals could be either the result of low exposure to the 
and fly or due to cross-reactivity of some Lutzomyia  anti- 
;ens with other arthropod antigens. Indeed, antibody re­
ponses to the tick vector of Lyme’s disease correlated with 
iorrelia burgdorferi antibody titer and also with ELISA titer 
igainst salivary gland homogenates of the non-vector tick 
^ermacentor variabilis, or even the mosquito Aedes ae- 
’ypti.^^ Use of a recombinant salivary protein from the tick 
xodes scapularis is now being used as a marker of exposure
3 the vector of Lyme disease, where antibody responses to 
le  recombinant salivary calreticulin homologue correlate 
/ith the degree of engorgement of the tick on human.-*

Serum IgG responses against Phlebotomus papatasi did 
ot differ among the 4 groups tested (Figure 2). Although 
lis result supports the conclusion that the response to L. 
ongipalpis antigens is not an artifact due to nonspecific 
lolyclonal IgG activation, it does not exclude the possibility 
if cross reactivity between antigens of L. longipalpis and P. 
apatasi, or, for that matter, any other arthropod antigen, 
ndeed, the greater optical densities shown in the P. papatasi 
ILISA could represent cross-reactivity of P. papatasi sali- 
ary antigens with some widespread antigen recognized by
11 four groups of sera.

Thorough evaluation of sand fly salivary components to 
le epidemiology or control of leishmaniasis will require 
urge amounts of antigen, which is not feasible due to tech- 
ical difficulties in rearing and dissecting sand flies. Until 
scently, only one salivary gland cDNA was cloned from L.

longipalpis salivary glands, coding for the relatively small 
(6.5 kDa) vasodilator maxadilan.'" More recently,'^! 1 new 
cDNA clones were identified, 9 of which encode secretory 
material as indicated by their leader sequences or isolation 
and amino-terminal sequence of their coded proteins. One 
such salivary gland cDNA, coding for the salivary anti-clot- 
ting protein was expressed in E. coli. Large amounts of prod­
uct were obtained in inclusion bodies, which were further 
purified by HPLC to serve as an antigen in the present study. 
Reactivity to recombinant anti-clotting protein correlated 
positively with serum anú-Leishmania titers. However, it did 
not correlate with DTH response or with the response against 
total salivary homogenate, indicating that the response to 
individual salivary components may not be representative of 
that to the total homogenate. ”

Immune reaction to salivary homogenate is complex, as 
indicated by the Western blot data (Figure 4). Each antigen 
in the homogenate may elicit a different pattern of response 
in different individuals, and may have a different temporal 
pattern of induced reactivity according to the timing and 
intensity of exposure. Ultimately, production and testing of 
several recombinant antigens may yield a mix that will sub­
stitute for the whole salivary homogenate. However, indi­
vidual antigens may have unique value, as indicated by the 
recombinant anti-clotting protein. Serum anti-recombinant 
protein IgG levels correlated positively with serum IgG lev­
els against leishmanial antigen, indicating that this recom­
binant antigen may be a good marker of vector exposure. 
Ultimately, before either saliva or recombinant antigens can 
be used for widespread ELISA screening, two controlled, 
basic studies should be accomplished: 1) the frequency with 
which exposed humans develop antibodies to those antigens 
will have to be determined; and 2) the specificity and sen­
sitivity of an ELISA to detect those antibodies will have to 
be determined.
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