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ALMEIDA, Marco Antonio Cardoso de. Caracterizagdo histopatologica de casos fatais de
Leishmaniose Visceral Humana: Estudo caso-controle de Necropsias. 2019. 49 f. Tese
(Doutorado em Patologia)-Universidade Federal da Bahia, Instituto Gongalo Moniz,
Fundac¢do Oswaldo Cruz, Salvador, 2019.

RESUMO

INTRODUCAO — A Leishmaniose Visceral Humana (Calazar) é uma das doengas
negligénciadas no presente, atingindo populagdes pobres, incluindo no Brasil, ¢ ainda agora
com aparecimento de casos urbanos. A mortalidade atinge uma parcela destas populagdes nao
estando ainda totalmente definidas as alteragdes tissulares que estdo envolvidas nestes casos
fatais. Estudo de séries de casos de pacientes portadores da LVH que foram a obito e
necropsiados, podem ainda fornecer dados histopatologicos que tenham relevancia no
conhecimento de marcadores tissulares envolvidos com a morte destes pacientes e com
mecanismos patogénicos, estando mais proximos das lesdes humanas do que aquelas
observadas em animais de experimentacdo. Nao existem estudos comparativos com outras
doengas cronicas. MATERIAL E METODOS: Foram estudados dezoito (18) casos de
paciente com Calazar submetidos a autopsias completas realizadas no Servigo de Anatomia
Patologica do Hospital Prof. Edgard Santos-UFBA, no periodo de 1975 a 2000, com revisao
macroscopica € microscopica de todas as laminas com tecidos de todos os orgdos e
comparando com trinta e um (31) casos controles de pacientes sem Calazar e também
autopsiados no mesmo periodo, pareados por idade, sexo e ano da autopsia. As laminas de
ambos os grupos foram examinados ao microscopico optico as cegas, sendo anotados todos
os achados, em protocolo proprio e documentados aqueles achados mais significantes. Os
dados foram submetidos a tratamento estatistico e avaliada a sua significancia.
RESULTADOS: Os achados macroscopicos mais importantes foram o aumento do figado e
do baco dos casos do grupo estudo, conforme a literatura, sendo significantemente importante
(Xo=p <0,01). Dos achados microscopicos chama a ateng¢ao a desorganizagdo, redugao do
numero de foliculos linfoides, reducdo dos centros germinativos e hialinose dos foliculos
linfoides da polpa branca (X.= p < 0,05); fenomenos estes observados em todos os casos do
grupo estudo, na auséncia de parasitismo; este foi somente observado em nove (09/18) casos
do grupo estudo, no figado, bago, intestinos, pulmao, linfonodos e estdmago nao sendo
observado em outros o6rgaos. Todos os pacientes receberam tratamento especifico durante a
evolucdo da doenga e internamento hospitalar. Os casos fatais foram majoritariamente de
criangas e adultos acima dos 50 anos de idade. As causas mortis de ambos os grupos incluiram
sangramentos ¢ processos inflamatorios associados a coinfecgdes, havendo diferenca
significante entre os grupos somente com relagdo aos sangramentos, este mais importante no
grupo com LVH (p< 0.05). CONCLUSOES: O material de autopsias mostrou-se viavel para
um estudo de série de casos fatais de LVH comparado com um grupo controle. A
desorganizacao e demais alteragcdes observadas e descritas na polpa branca do bago do grupo
de estudo, foram interpretadas como um possivel substrato ou marcador de curso fatal da
doenga, principalmente em criangas ¢ pacientes idosos. Co-infecgdes como mecanismos
determinantes do 6bito dos pacientes dos dois grupos ndo mostraram diferenca significante
(p > 0.05), e podem estar envolvidas com fatores ndo diretamente relacionados com o
parasitismo dos pacientes com LVH de curso fatal. A significancia dos sangramentos dos
pacientes com LVH precisa ser melhor elucidada. Novos estudos imuno-patoldgicos na LVH
precisam ser realizados.

Palavras-chave: Calazar, Leishmaniose visceral, Patologia, Autopsias.
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visceral leishmaniasis. A case and control study in autopsy. 2019. 49 f. Tese (Doutorado em
Patologia) - Universidade Federal da Bahia, Instituto Gongalo Moniz, Fundagdo Oswaldo
Cruz, Salvador, 2019.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Human Visceral leishmaniasis (VL) is a negated diseases affecting poor
countries including parts of Brazil. Recently with the emergence of urban cases. A proportion
of the patients with VL dyes of the disease and the tissue alterations that are involved in these
fatal cases are not yet fully defined. A study of case series of patients with LVH who died
and necropsied, may provide relevant knowledge on the tissue markers of death associated
with the disease. MATERIAL AND METHODS: Complete autopsies of 18 patients with
Calazar performed at the pathological anatomy service of Hospital Prof. Edgard Santos-
UFBA, in the period 1975 to 2000, were reviewed. Macroscopic and microscopic review of
all the slides containing tissues from all organs were studied. As a control autopsies of 31
patients without Calazar and also autopsied in the same period, paired by age, sex and year
of autopsy also were revised. The slides of both groups were examined without knowledge
of patient group. All histological findings were recorded according an previously defined
protocol. The results were subjected to statistical analysis and its significance was assessed.
RESULTS: The most important macroscopic findings were the increase of the liver and
spleen in patients with VL (p = 0.01). In patients with VL the spleen presented
disorganization, reduction of the number of lymphoid follicles, reduction of germinal centers
and hyalinosis of germinal centers area (p = 0.05); Parasitism was observed in only nine cases
of the Study group, in the liver and spleen, and in other organs. All patients received specific
treatment during disease progression and hospitalization. The fatal cases were mostly children
and adults above 50 years of age. The causes of death in the study and control cases included
bleeding and confections in both group. However, hemorrhagic events were most frequent
among patients with VL. CONCLUSIONS: The autopsy specimens allowed a comparative
study between patients with and without VL. The spleen disorganization was the most
relevant histological difference between the groups. It was interpreted as a possible substrate
or marker of fatal course of VL, especially in children and elderly patients. Although
coinfections contributed to death in both groups, beeding was more frequent in patients with

VL.

Keywords: Calazar, Visceral Leishmaniasis, Pathology, Autopsies.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Humana — LVH (Calazar, Kala-Azar) ¢ uma doenca
ndo contagiosa, transmitida ao homem pelo mosquito phlebotomina fémea, que introduz
0 parasito leishmania em seu organismo durante a sua alimentagdo com sangue
(Herwaldt, 1999).

No Brasil, essa enfermidade ¢ causada pelo protozodrio Leishmania infantum,
transmitido por flebotomineos do género Lutzomyia. O flebotomineo (tatuquira,
mosquito-palha, asa dura, asa branca, cangalhinha, birigui e anjinho) é o inseto-vetor. A
fémea do flebotomineo infectada alimenta-se do sangue dos animais silvestres
(preguica, gamba, roedores, canideos) e de animais domésticos, como o cdo, 0 mais
importante vetor no meio urbano, e o cavalo, os quais, infectados pelo parasito,
transformam-se em reservatorios, permitindo a circulagdo do parasito na natureza. Nos
ambientes com animais infectados, o inseto se contamina e pica o homem transmitindo-
lhe a doenca e se transformando em hospede do sistema fagocitico macrofagico humano
(BACELAR, O. e CARVALHO, E. M., 2005). A transmissdo entre seres humanos ¢é
rara (CABRERA, 1999).

A Leishmaniose Visceral (LV) zoondtica ¢ uma doenga cronica, debilitante,
caracterizada pela infeccdo do sistema fagocitico mononuclear pelo protozoario L.
infantum, com episoédios febris associados a hepatoesplenomegalia grave,
emagrecimento, anemia e linfopoliadenia, podendo ocorrer manifestagdes intestinais e
fendmenos hemorragicos e, em determinados casos, a morte (CABRERA, 1999).

A LVH ¢ a segunda doenga tropical negligenciada que mais mata no mundo,
somente sendo ultrapassada pela maldria. Animais como caes e roedores sao potenciais
reservatorios sintomaticos do parasita, principalmente no meio rural (QUINNEL e
COURTNAY, 2009), sendo os caes portadores de alteracdes clinicas e
anatomopatoldgicas semelhantes as do homem. A doenca ¢ endémica em mais de 40
paises, dentre eles o Brasil, principalmente nos estados do Ceard, do Piaui e da Bahia.
Sua gravidade e letalidade t€ém aumentado a mortalidade, principalmente devido ao
diagnéstico tardio e a fatores outros que precisam ser esclarecidos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016). Nas ultimas décadas, temos assistido a0 desmatamento e & ocupagio de
areas de mata antes ndo habitadas pelo homem, ou de zonas rurais, onde animais e
pacientes infectados comegam a tornar a doenga um problema de saude publica em
areas urbanizadas (CABRERA, 1999). H4 entre 200 a 400 mil novos casos por ano em
todo o mundo, a maioria na India, em Bangladesh, no Nepal, no Suddo e no Brasil,

segundo dados da OMS citados em relatorios como os da Organizagdo nao
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Governamental Médicos Sem Fronteiras'. No Brasil, o Ministério da Saude, 2017
apontou uma letalidade da doenca de 3.1% em 2000, passando para 7.1% em 2012 e
8.8% em 2017 e havendo dados que evidenciam em torno de 4000 novos casos por ano.
Um fato agravante ¢ que as mortes ocorreram entre 2001 e 2017, na maioria das vezes
entre criangas com menos de um ano de idade e pacientes adultos com mais de
cinquenta anos.>

As investigagdes que visam a elucidar fatores ou condi¢cdes de risco que
condicionam a evolucdo fatal da LVH s3o inumeras. Nesse sentido, as infeccOes
bacterianas observadas nos casos fatais sdo consideradas fatores de risco, como a marca
de uma sindrome inflamatéria cronica sistémica (COSTA, C.H.N., 2010) ou condigdes
clinicas como desnutri¢do, imunodeficiéncias, ou outras comorbidades (WERNECK, G.
BBL.,2003). O MS do Brasil considera que existe uma série de condigdes clinicas e
laboratoriais que devem ser consideradas diante da possibilidade de evolugao da doenga,
desde dados como a ictericia na evolugdo do quadro clinico até a neutropenia (BRASIL.
Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Satde. Departamento de Vigilancia
Epidemioldgica, 2011). A estimativa da probabilidade de morte, segundo a Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, variaria na dependéncia desses fatores clinico-
laboratoriais. Considera-se por exemplo, que pacientes com menos de 12 meses de
idade, que apresentem sangramentos em um ou dois locais no curso da LVH, associados
com edema, dispneia e alteracdes das enzimas hepaticas, t€m uma probabilidade de
morte de 62,6%. J& pacientes com mais de 40 anos de idade, com sangramentos em um
ou dois locais, associados a ictericia, infeccdo bacteriana, dispneia e leucdcitos < 1500
mm3, teriam uma probabilidade de 24% de 6bito’.

Experimentalmente, em animais, como em determinadas linhagens de
camundongos, os parasitos do figado sdo eliminados, envolvendo respostas regulatorias
e efetoras linfociticas que culminam com a formacao de granulomas. A persisténcia do
parasito no bago seria acompanhada por uma falha na formagdo desses mecanismos
celulares de defesa, esplenomegalia e alteracdes da microestrutura dos tecidos
esplénicos, com atrofia da polpa branca, perda do manguito periarteriolar de células T,
com importante plasmocitogénese da polpa vermelha e penetracdo de macrofagos
parasitados. Nesses fendmenos, estaria envolvida a superexpressdo de TNF, com
modulagdo de células T (KAYE, P. M., 2004). Dessa forma, em um mesmo animal

infectado, poderiam ocorrer diferengas em relacao a resposta ao parasito, com resolugao

1 http://www.msf.org.br/o-que-fazemos/atividadesmedicas/leishmaniose
2 scielo.iec.pa.gov.br/pdf/ess/v20n1/v20n1a12.pdf
3 http://sbmt.org.br/kalacal/
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do processo em alguns 6rgdos e persisténcia em outros, 0 que repercute na resposta
cronica ao parasitismo e a na resisténcia ou nao a reinfecgdes, tornando relevante o
estudo da resposta imune de diferentes 6rgdos ao agente parasitario (ENGWERDA, C.
R., 2000). Assim, o entendimento dos complexos mecanismos envolvidos na resisténcia
ao parasito e naqueles envolvidos na progressio da doenga ¢ primordial para o
estabelecimento de estratégias clinicas para o tratamento e para o eventual
desenvolvimento de vacinas, por exemplo.

Nos casos humanos da doenga, os orgdos preferencialmente afetados sdo o
figado, o baco, a medula 6ssea e os rins. O baco ¢ um o6rgdo linfoide secundario
interposto na circulagdo sanguinea sist€émica e, portanto, responsavel pelo
reconhecimento de diversos agentes patogénicos e pela resposta de defesa do organismo
como um todo. Quanto a esse aspecto, o baco, segundo trabalho recente, seria o 6rgado
central no desenvolvimento do curso fatal da doenca (HERMIDA, M. d’El-Rei et al.,
2018). Nesse trabalho, os autores reveem os dados publicados na literatura em relagdo
as alteragdes do o6rgdo na LVH, representadas por atrofia dos foliculos linfoides
secundarios da polpa branca, desaparecimento da zona marginal com alteragdes dos
limites da polpa branca e infiltracdo plasmocitaria em lugar da populacdo linfoide,
propondo uma classificacdo dessas alteragdes que possa permitir uma comparagao de
informagdes entre os estudiosos.

A doenca cursa com uma progressiva deterioracdo do funcionamento do sistema
imunoldgico, inicialmente com grande parasitismo do sistema macrofagico
mononuclear do bago, do figado, da medula hematopoiética, etc., além de revelar
sintomas de fraqueza generalizada e febre prolongada. Fatores relacionados com a
nutricdo e a carga parasitaria t€ém sido relatados como agravantes do quadro clinico e
letalidade, tendo em vista que a maioria da populagdo infectada nas areas endémicas ¢
portadora do parasito sem sintomatologia que possa ser comparada com aquela dos
pacientes adoecidos. Estado de imunodepressdo concomitante, como 0s que s3o
observados em pacientes HIV+, tem agravado o curso da doenca, pelo aumento da
letalidade associada as lesdes e pelas infecgdes oportunistas. Esta documentado que
paciente portadores de LV, mas negativos para o HIV, tém uma taxa de recidiva e
cronificagdo da doenca em torno de 10%, enquanto, nos pacientes HIV+, essa taxa

atinge 44% (CABRERA, 1999).

Foi demonstrado (ANDRADE et al., 1990; COSTA et al., 2010) que

coinfec¢des e fendmenos hemorragicos sdo as principais causas de morte imediata de



17
determinados pacientes, ¢ ha trabalhos que demonstram as alteracdes observadas nos
diversos tecidos humanos, incluindo aqueles associados ao parasitismo ou aqueloutros
sem sua presenga (ANDRADE et al., 1990; COSTA et al., 2010). A doenga ¢
considerada como um processo inflamatorio cronico sistémico envolvendo varios
orgdos e tecidos, com repercussdes morfofuncionais importantes e polimorfas, incluindo
lesdes diretas e indiretas em resposta ao parasitismo.

VERESS et al. (1974) demonstraram que as lesdes se estabelecem com a
presenca dos parasitos no SFM, o que repercute em varios Orgdos, ocasionando
disproteinemia importante, aumento do baco e do figado, com lesdes cronicas-
inflamatorias sistémicas principalmente aquelas observadas nos espagos-porta hepaticos
e (ou) parenquimatosas, ou ainda no envolvimento dos septos alveolares pulmonares.

Os rins sdo atingidos por alteracdes que envolvem mecanismos imunes em
resposta a antigenos do parasita, na forma de glomerulopatias (COSTA, 2003; BRITO,
1975; ANDRADE, Z. A., 1972; DUARTE, 1978; WEISINGER, 1978; SARTORI,
1987; e DUTRA, 1985) e de nefrite intersticial. DUARTE (1983) ¢ ALMEIDA et al.
(1989) enfatizaram o possivel envolvimento de depositos de produtos antigénicos e
anticorpos na génese das lesdes renais na LVH no curso de processos nefriticos
envolvendo os espagos tibulo-intersticiais ¢ glomerulares.

Os trabalhos anteriores (MELLENEY, 1925; BOGLIOLO, 1956; SILVA,
1957; ¢ ANDRADE ef al., 1966) ja chamavam a atencdo sobre as lesdes nos tecidos
humanos associadas ao parasitismo. ANDRADE et al. (1966) mencionam estudos de
séric de material de autopsias, realizados nas décadas de 60 e 70, que, por vezes,
apresentam um numero significativo de casos, havendo, apods esse periodo, uma
auséncia, na literatura, de trabalhos com séries de casos. As ultimas quatro décadas tém
sido marcadas por importantes desenvolvimentos na Imunologia, com reflexos na
capacidade de identificagdo e de estudo de mecanismos imunopatologicos de doengas.
Os avangos na Imunologia e nos diagnosticos de linfomas e leucemias permitiram o
desenvolvimento de anticorpos para a fenotipagem de leucécitos, o que permite a
identificacdo e o estudo de sua distribuicao nos tecidos.

A mudanca do perfil demografico do pais, com o declinio de mortes por um
conjunto de enfermidades bacterianas e virais, foi acompanhada pela emergéncia de
enfermidades, como a AIDS, e a reemergéncia e urbaniza¢gdo de doengas como a
leishmaniose visceral humana. Esse cenario tem induzido uma série de estudos
experimentais em diversas espécies animais, bem como estudos clinicos e laboratoriais

(usualmente examinando células do sangue periférico) em seres humanos. Contudo as
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alteracdes morfologicas associadas a LVH, nesse novo cendrio, tém sido reportadas de
maneira muito limitada (CABRERA, 1999). Por outro lado, ha evidéncias de que os
estudos das lesdes teciduais podem oferecer importantes informacgdes sobre a
patogénese da leishmaniose, o que ¢ impossivel de obter em estudos de células isoladas
nos seus microambientes teciduais e que complementariam e validariam os
conhecimentos obtidos até o momento em modelos experimentais. Por exemplo, estudos
recentes de necropsias de cdes naturalmente infectados com L. infantum tém
demonstrado que a desestruturagao do tecido linfoide esplénico estd associada a formas
graves da enfermidade (LIMA et al., 2014; LIMA et al., 2004). Essas alteragdes estdo
associadas a diminuicdo do numero de células dendriticas foliculares, bem como a
diminuicdo da expressdo da quimiocina CXCLI13, importante para a migracdo de
linfocitos B para o interior do foliculo linfoide e manutencdo da organizacdo folicular
(SILVA et al., 2012). H4 evidéncias de que infec¢des pela leishmania e por outros
patogenos, especialmente por virus (HIV, por exemplo), podem contribuir para a
desestruturacao linfoide, agravando a doenca (BENEDICT ef al., 2006; ENGWERDA
et al.,2002; JANOSSY et al., 1985).

Nao se encontram trabalhos, nas ultimas quatro décadas, com séries de material
de necropsias completas que possam reavaliar as alteracdes morfofuncionais e oferecer
uma visdo mais abrangente das alteracdes teciduais associadas & morte nos pacientes
com leishmaniose visceral humana. A proposta do presente estudo ¢ realizar uma
revisdo de série de casos de LVH necropsiados no Hospital Professor Edgard Santos
(UFBA). Este estudo tem relevancia para a identificacdo de alteragdes que possam
indicar os atuais mecanismos de 6bito de pacientes com leishmaniose visceral grave, o
que constitui, no momento, o principal problema associado a enfermidade no Brasil. Em
termos gerais, no novo cenario de desenvolvimento econdmico e de urbanizacdo do
Pais, a infeccdo por [leishmania evolui de forma assintomatica, ou como uma
enfermidade branda, na maioria das pessoas infectadas. Os casos de enfermidade aberta
sdo0, em sua maioria, trataveis.

Ha, contudo, uma taxa significativa de 5 a 12% de individuos que evoluem
para dbito, mesmo na vigéncia do tratamento em uma institui¢do hospitalar com o perfil
de atendimento a doengas infectocontagiosas. Este estudo poderd contribuir com
informagdes que permitam uma melhor compreensao da imunopatologia da doenca e a
definicdo de novas abordagens terap€uticas desses casos. Para isso tem importancia
fundamental a busca de marcadores teciduais que possam indicar o eventual curso da

doenga em dire¢do a um maior risco de evolugdo para gravidade e letalidade dos
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pacientes. Estudos em necropsias completas podem definir a presenca ou ndo do
parasito nos tecidos e avaliar a desestruturagdo linfoide, levando a um potencial “ponto
de ndo retorno” na evolugdo da doenca, o que poderia ser previsto antes de sua
ocorréncia, estabelecendo-se correlagdes seguras entre o quadro clinico-laboratorial e as
lesdes teciduais. Tal abordagem pode ainda contribuir para a definicdo de novos testes
(biomarcadores periféricos) de evolugao grave da LVH. O presente estudo apresenta a
particularidade de talvez ser o inico com comparativo de caso e controle, podendo-se
separar o que ¢ especifico da LVH. Trabalhos sistematicos de serie de casos sob o ponto
de vista da histopatologia, portanto, ainda podem trazer mais conhecimentos da doenga,
principalmente para o estabelecimento de mecanismos etiopatogé€nicos mais seguros.
No futuro, a associacdo com técnicas de biologia molecular podera melhorar o

entendimento da doenga, com seu quadro clinico polimorfo.
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2. JUSTIFICATIVA

No tempo presente, vivencia-se a emergé€ncia ou reemergéncia de doengas
infectocontagiosas e parasitdrias que, aparentemente sob controle epidemiologico,
foram negligenciadas num cendrio de dificuldades sociais e econdmicas. Assim, vemos,
diante da morbidade em relacdo a LVH e com surgimento inclusive de casos em zonas
urbanas, a necessidade de evoluir no conhecimento da patogénese dessa doenga, que se
mostra fatal em alguns casos. Nesse cenario, verifica-se a auséncia de levantamentos
recentes de trabalhos de série de casos humanos, com o estudo sistematico das lesdes
tissulares, que possam informar e tentar elucidar pontos da patogénese da doenga.
Acredita-se que ha ainda o que explorar em relagdo a material de necropsias completas e
sistematizadas nessa condicdo, trazendo subsidios para estudos imunopatologicos no
presente e no futuro. O estudo de material humano encontra-se muito mais préximo da
realidade da doenca-clinica, podendo subsidiar avangos do conhecimento nas areas do
diagndstico e terapéutica dos pacientes parasitados. A problematica da evolugdo fatal
LVH de alguns casos coloca em relevo a necessidade de se identificarem marcadores
tissulares que possam predizer uma eventual evolu¢ao desfavoravel, mesmo com o
tratamento especifico. Por outro lado, tais estudos poderdo contribuir para a
identificacdo de alvos, para o uso de drogas mais efetivas e com menos efeitos
colaterais das que ainda persistem com o uso do antimonial pentavalente. Nesse
contexto, ¢ de fundamental importancia o desenvolvimento de estudos de material de
tecidos humanos de pacientes parasitados, visando a aquisicdo de subsidios para um
melhor controle de uma doenga parasitaria que tem avangado no contexto mundial.

No presente trabalho salienta-se a relevancia do estudo sistematico com um
grupo de controle constituido de pacientes sem LVH, portadores de doencas crdnicas,
podendo-se procurar, assim, definir os eventos terminais que podem ser proprios da
LVH e aqueloutros observados comumente em pacientes terminais sem a doenga.

Estudos prévios nao foram capazes de definir essa questao.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudo comparativo de necropsias realizadas no periodo de 1975 a
2000 no SAP do HUPES-UFBA, em um grupo de pacientes com lesdes da
Leishmaniose Visceral Humana e grupo de controle sem a doenga e com patologias

diversas.

3.2 OBJETIVOS ESPEC{FICOS
a. Realizar a revisdo de todas as alteracdes macroscopicas e microscopicas de
necropsias completas em todos os 6rgaos examinados.
b. Descrever as lesdes determinantes do Obito nos pacientes do grupo de estudo,
portador da LVH.
c. Descrever os marcadores teciduais associados com o 6bito na Leishmaniose

Visceral Humana.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 COMPROMISSOS ETICOS

Os proponentes deste projeto assumiram o compromisso de observar as
recomendacdes contidas na Resolugdo 196/96 do MS, CNS, CONEP sobre ética em
pesquisa com seres humanos. Nao houve requerimentos de intervengdes ou abordagem
ao paciente em decorréncia da execucao do projeto. Contudo os formulérios de
necropsias e as laminas histoldgicas com tecidos dos pacientes foram criteriosamente
revistos, e as informagdes concernentes ao projeto levantadas e registradas, mantendo-se
sempre a garantia do sigilo. Os resultados do trabalho serdo comunicados a comunidade
médica e cientifica em encontros cientificos e através da publicagdo de pelo menos um
artigo em revista indexada de circulagdo internacional. O projeto de pesquisa foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz,

Fundagao Osvaldo Cruz — Bahia (Protocolo 360/2011, Parecer Final 249/2012.)
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42 FORMACAO DO GRUPO DE ESTUDO COM LVH E DO GRUPO DE
CONTROLE SEM LVH

O grupo de estudo corresponde a todos os pacientes com LVH necropsiados no
Servico de Anatomia Patologica do Hospital Prof. Edgar Santos da Universidade
Federal da Bahia, no periodo de 1975 a 2000. Nenhum paciente com LVH e (ou) sem
LVH tinha diagnostico clinico ou laboratorial de infeccao pelo HIV ou pelo HTLV1 e 2.

Foram estabelecidos dois critérios de inclusdo:

a) Diagnostico de LVH comprovado clinica e laboratorialmente
(sorologia ou identifica¢do do parasito nos tecidos dos pacientes)
b) Disponibilidade de informagdes clinicas e das laminas
histologicas apropriadas para andlise

O critério de exclusdo foi a auséncia de diagnostico clinico ou laboratorial de
LVH.

O grupo de controle foi constituido com pacientes necropsiados no SAP,
HUPES (UFBA), sem diagnoéstico clinico-laboratorial de LVH e com diagnostico de
diversas patologias.

O pareamento do grupo de controle foi realizado por: a) idade; b) sexo; c)
necropsia realizada no maximo no intervalo de dois anos para mais ou para menos em
relacdo aos casos de LVH. Todos os pacientes do grupo com LVH e do grupo controle
eram naturais do Estado da Bahia e oriundos dos mesmos locais dos pacientes
normalmente internados no HUPES-UFBA e sob as mesmas condi¢des.

Os elementos do grupo de controle sem LVH foram selecionados sem
conhecimento do examinador qualificado, sendo a analise do material de necropsia

desse grupo realizada com os mesmos procedimentos adotados para o grupo de estudo.

4.3 CARACTERISTICAS TECNICAS DAS NECROPSIAS

O SAP comecou suas atividades em 1949, com a inauguracdo do HUPES
(UFBA), tendo uma tradicao de realizagdo de necropsias completas, usando-se a técnica
de Maurice Letulle (1853-1929). Por essa técnica, ha evisceracdo em bloco dos 6rgaos
toracicos, abdominais e pélvicos, com excecao dos intestinos delgado e grosso, retirados
a parte em duplo cego; a calota craniana, o encéfalo e as meninges sdo examinados em
todos os casos; eventualmente, a coluna vertebral ¢ aberta, dependendo dos dados
clinicos e laboratoriais, ¢ examinada toda a medula espinhal. Todos os o6rgaos foram

dissecados, seccionados e examinados macroscopicamente; foram mensurados quanto
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aos pesos ¢ as medidas dos maiores diametros. Foram colhidas amostras de medula dos
0sso0s e, eventualmente, de outras partes corporais, dependendo da doenca basica e (ou)
de suas complicacdes. De todos os 6rgdos foram retirados fragmentos para exame
histologico posterior, independentemente de haver ou ndo lesdes macroscopicas ou
relacionadas com a patologia basica.

Todos os dados macroscéopicos e microscopicos foram anotados em protocolo
proprio, arquivado no referido servico; e, nos prontudrios dos pacientes, concluindo-se
os laudos necroscopicos, foi feito o registro da provavel causa de morte imediata, a
doenca basica e concomitantes, além de resumo do caso, com eventual bibliografia.
Foram feitas documentacdes fotograficas das lesdes macroscopicas e microscopicas
mais relevantes, ¢ os slides recuperados, apés tratamento quimico especifico com
substancias detergentes e lavagens, foram revistos em laboratdrios fotograficos.

Todos os tecidos foram fixados em solu¢ao de formalina a 10%, durante um
periodo de, no minimo, uma semana; posteriormente, foram clivados, sendo colhidas
amostras representativas, incluindo duas ou mais sec¢des dos tecidos. Todas secgdes
dos tecidos foram desidratadas em alcoois de concentragdes crescentes, diafanizadas em
xileno, parafinizadas, emblocadas em parafina histoldgica e seccionadas em micrétomo
rotativo de parafina com 4 a 5 micrometros de espessura. Posteriormente, os cortes
histologicos, montados em laminas histologicas, foram corados pela técnica de
hematoxilina-eosina, e eventualmente outras coloragdes histoquimicas, e recobertas com
laminulas com o uso do balsamo de Canada.

Todas as laminas e blocos com tecidos parafinados foram retirados dos
arquivos do SAP-HUPES-UFBA e reexaminados as cegas, incluindo os casos de
controle, sem LVH, por um unico examinador. Os achados foram anotados
eletronicamente em formulario proprio, incluindo os dados macroscopicos e
microscopicos. As laminas que estavam descoradas foram desmontadas e coradas outra
vez. No caso dos tecidos que ndo tinham representagdo, por falta de lamina
correspondente, foram realizadas novas secgdes dos blocos com tecidos parafinados,
também obtidos a partir dos arquivos do SAP.

O examinador ndo teve qualquer conhecimento dos casos, se do grupo de
estudo com LVH ou se do grupo de controle sem LVH. Os casos foram pareados por
idade, sexo e ano da necropsia, com aceitacdo de intervalo de dois anos da necropsia e
de dois anos a mais ou a menos da idade dos pacientes.

Todas as laminas foram reexaminadas em um microscopio optico Nykon com

aumentos progressivos de até 1000x e realizadas microfotografias digitais dos achados
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mais importantes, sem indicagcdo do grupo a que pertenciam, mas com numeragao para
posterior identificacao.

Dois casos de controle sem LVH para cada caso de estudo com LVH, (exceto
em cinco casos) foram selecionados sem conhecimento do examinador, sendo
novamente afastado o proprio diagnostico de Leishmaniose Visceral, j& documentado
clinica e laboratorialmente. Todas as laminas e blocos de tecidos desses casos de
controle foram submetidos a0 mesmo tratamento do grupo de estudo com LVH.

O Resumo dos procedimentos de selecdo, coleta e andlise dos dados estdo

ilustrados na Tabela 1.

4.4 MATERIAIS COMPLEMENTARES

Formularios de necropsias — Dados clinicos foram coletados e todos os dados
macroscopicos foram recuperados dos laudos ou prontuarios necroscopicos de cada
caso, incluindo peso, medidas dos orgdos, caracteristicas dos tecidos, alteragdes
anatomopatoldgicas relevantes de cada orgdo, etc. Eventualmente, foram feitas
pesquisas nos prontudrios clinicos em arquivo inativo do HUPES para o
estabelecimento de correlagdes.

Documentagcido fotografica — Foram recuperados, dos arquivos de
documentacdo fotografica, os slides ou diapositivos dos achados macroscopicos das
necropsias, sendo eles submetidos a tratamento quimico com substancias usadas em
laboratério fotografico para recuperacao de sua qualidade documental.

Blocos e laminas de tecidos — Todos os blocos com tecidos parafinados e
todas as laminas com tecidos corados pela hematoxilina-eosina e outras coloragdes
foram retirados dos arquivos do SAP, HUPES-UFBA e foram revistos, inicialmente,
quanto as suas qualidades técnicas, para permitir imediata reavaliagdo. As laminas com
artefatos, descoradas ou com outras imperfeigdes, foram desmontadas e recoradas, ou os
respectivos blocos com tecidos parafinados foram recortados para a feitura de novas
laminas. A coloragdo basica da hematoxilina-eosina foi utilizada em todos os casos
como primeira avaliagdo dos tecidos que eventualmente poderiam ser submetidos ainda
a técnicas de coloragdes histoquimicas convencionais para pesquisa de outros agentes

etiologicos ou de especificidades.

4.5 ANALISE DOS DADOS
Os dados estdo apresentados em percentagens e niumeros absolutos e resumidos

em média +- desvio padrao ou como medianas; 1° quartil (percentil de 25%) e 3° quartil
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(percentil de 75%). Os dados foram resumidos usando-se o PRISM 5.01 (GRAFPAD,
San Diego, USA) e STATA IC11. Para variaveis continuas, no estabelecimento do grau
de significancia de diferenca entre os grupos estudados, foram usados o teste t pareado
ou o teste do Sinal de Wilcoxon. Para comparacdes envolvendo proporg¢des, foi usado o
Teste do Qui-Quadrado de Pearson ou o Teste Exato de Fisher, quando recomendado. O

nivel critico de significancia foi estabelecido com alfa = 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 AMOSTRA

A amostra estudada foi constituida de um grupo de pacientes portadores de
LVH e um grupo de controle sem LVH, incluindo dezoito (18) casos de necropsias
completas de portadores de LVH, pareados com 31 casos controles duplos (26) e
simples (05), por sexo e idade, portadores de doengas diversas sem LVH. A Tabela 1
apresenta a relacdo dos casos do grupo de estudo e os do grupo de controle, com os
diagnésticos clinico-laboratoriais, causas de obito, idade e sexo.

A quase totalidade dos pacientes do grupo de estudo teve diagndstico de LVH
em vida (16/18), pelo encontro do parasita no mielograma, um (01/18) em que o
diagnostico foi firmado no proprio exame necroscopico, com a identificacdo dos
parasitos nos tecidos examinados, ¢ outro (01/18) por Imunofluorescéncia Indireta com
titulo 1:4016, no curso de uma Aspergilose Pulmonar Invasiva. Um pouco mais da
metade dos casos de LVH ocorreu em criangas com idade de 10 anos ou menos (10/18),
e somente dois casos em pacientes com mais de 50 anos de idade (02/18). Pacientes do
sexo masculino predominaram na presente amostra (11/18).

Processo infeccioso concomitante (sepsies, broncopneumonia) foi atribuido
como a causa imediata do obito em 10/18 casos do LVH e em 26/31 dos casos sem
LVH. Sangramento foi atribuido como causa mortis em 08/18 casos com LVH e em
05/31 casos sem LVH (p < 0.05).

As caracteristicas gerais da amostra de pacientes com e sem LVH estdo
apresentadas na Tabela 2. Diarreia foi relatada em 11/18 casos com LVH e em 08/26
dos casos sem LVH (p = 0,04), com a presen¢a do parasito observado somente em dois
(02/11) casos com diarreia.

O tempo de evolugdo da doenga dos pacientes com LVH variou de menos de
30 dias, em dois (02) casos, a mais de um ano, em quatro (04) casos, sendo que a
maioria evoluiu de 30 dias a 12 meses de doenga até o oObito. O Obito ocorreu, em
média, 40 dias apos o internamento. Quinze (15/18) pacientes foram tratados: com
glucantime (12 pacientes); um paciente (01) foi tratado com a associacdo glucantime
anfotericina B, outro somente com anfotericina B (01 paciente), e um (01) terceiro com
a associagdo glucantime e RO.7.1054 (imidazolacetamida). Em trés (03) pacientes, ndo
se obteve informagdo sobre tratamento. Um (01) paciente desenvolveu uma forma
clinicamente classificada como de resisténcia ao tratamento com glucantime apds 5 dias

de tratamento. A média de tratamento foi de 12 dias, variando de 2 dias até 60 dias.
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Quinze (15/18) pacientes eram procedentes do interior do estado da Bahia e, em trés

casos (03/18), ndo se obteve informagao sobre a procedéncia.

5.2 ACHADOS LABORATORIAIS

Os resultados relativos a concentragdo sérica proteica total (PT), de albumina
(A) e de globulinas (G), em dez (10) casos de portadores de LVH, mostraram variagao,
respectivamente, de 7.4 mg% [6.1-9.6]; 1.9 mg% [1.5-2.8] e 2.5 mg% [1.7-5.0], quando
comparada com a do grupo de controle, respectivamente: 5.7 mg% [5.4-5.9]; 3.2 mg%
[2.2-3.4] ¢ 0,9mg% [0,7-1.2] (p = 0,02; p = 0,02 e p = 0,01). A relagdo de globulinas e
albumina, no grupo de estudo, mostrou-se em niveis de 2.5 mg% [1.7-5.0] e, no grupo
de controle, em niveis de 0,9 mg% [0.7-1.2] (p < 0,01).

As taxas de hematdcerito e de hemoglobina, em 16 e 15 (dezesseis e quinze)
casos do grupo de estudo, foram, respectivamente, 18.0 % [14.2-23.0) e 6.0 g/dL [4.3-
8.0]; e, no grupo de controle, 29.5 % [19.9-32.9] ¢ 8.4 g/dL [5.4-10.6], respectivamente
(p = 0.03 para os niveis de hematdcrito). Com relagdo aos dados dos leucogramas, no
grupo de estudo com LVH (n-11), a contagem global de leucécitos, de neutrofilos e de
linfocitos no sangue periférico, comparados com a contagem do grupo de controle (n
11), mostraram, respectivamente, diferencas significantes (p = 0,01, p = 0,01 e p =
0,03).

Dosagem das enzimas hepaticas (AST / ALT) em oito casos (08) do grupo de
estudo com LVH mostrou que a AST apresentou niveis de 82.0 U/L [27.8 — 125.8],
enquanto os niveis do grupo de controle correspondiam a 136.0 [80.2 — 227.5] p = 0,02.
Os resultados da avaliacdo das dosagens de AST e ALT estdo apresentados na Tabela 2.

Dosagem de ureia sérica em 10 (dez) casos do grupo de com LVH e do grupo
de controle foram, respectivamente, de 41.0 [33.2-79.5] € 99.0 [63.5 — 117.3] — p =
0,08.

5.3 ACHADOS MACROSCOPICOS

Os achados macroscopicos, relativos ao peso mediano dos orgdos estdo
apresentados na Tabela 3, podendo-se observar os respectivos pesos dos rins, figado e,
principalmente, do baco: 750 [575-1.425] gramas no grupo de estudo com LVH e 190
[92-354] gramas no grupo de controle (p = 0,01), o que € ilustrado na Figura 1.
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5.4 ACHADOS MICROSCOPICOS

Nos achados histologicos, pode-se fazer a semiquantificagdo do numero e das
caracteristicas dos foliculos da polpa branca esplénica em 11 (onze) casos dos onze (11)
em que foram obtidas as amostras de baco dos pacientes com LVH. A frequéncia dos
foliculos linfoides também pode ser avaliado em quatro (04) casos dentre os 16
(dezesseis) dos pacientes sem LVH, nos quais se pode ter acesso as amostras esplénicas,
sendo a avaliagdo estatistica significante (p=0,02), conforme esta apresentado na Tabela
4, com predominancia de frequéncia baixa e media de foliculos linféides nos casos dos
pacientes com LVH. Verificamos, ainda, a redu¢ao do tamanho desses foliculos nos
casos de LVH, considerados como pequenos (09/11) ou foliculos linfoides médios
(02/11), com acentuada reducdo ou desaparecimento dos centros germinais,
desorganizacdo e hialinose dos foliculos linfoides em todos os casos desse grupo
(11/11), conforme ¢ ilustrado nas Figuras 2 e 3. Quanto a reducdo do tamanho dos
foliculos linfoides da polpa branca, foram considerados de tamanhos pequenos (7/16) ou
médios (9/16) nos casos do grupo dos pacientes sem LVH (p = 0,05). Nao se
observaram alteragdes significantes em relagdo a plasmocitose nos bagos tanto do grupo
de pacientes com LVH como nos do grupo sem LVH (p = 0,65).

O exame histolégico dos rins mostrou sete (07/18) casos de glomerulopatias
representadas por formas proliferativas focais trés (03) casos; membrano-proliferativa
um (01) caso; e proliferativas mesangiais trés (03) casos; além de seis (06/11) casos de
necrose tubular aguda e cinco (05/11) casos de nefrite tibulo-intersticial, conforme ¢
ilustrado nas Figuras 9 ¢ 10. O estudo da medula 6ssea mostrou plasmocitogénese,
conforme registra a literatura, em cinco (05/10) casos com LVH e, em seis (6/8) desses
casos, mostrou-se também hipercelular (Figura 8); parasitismo foi observado em nove
(09/18) casos nos tecidos dos casos do grupo de estudo. O figado mostrou granulomas
em dois casos (02/10) do grupo de estudo com LVH e em um caso (01/16) do grupo de
controle sem LVH, mas sem evidéncias de agentes especificos. Leucocitose hepatica
sinusoidal foi observada em cinco casos do grupo de estudo (05/10) e em nove casos do
grupo de controle (09/17); somente em dois (02) casos foram observados parasitos nos
citoplasmas de células de Kupffer dos casos de LVH, conforme é demonstrado na
Figura 6. Também foram observados casos com hepatite portal, focos de necrose
hepatocelular multilobular e esteatose conforme ilustram as Figuras 4, 5 e 6. Linfocitos
dos seios venosos esplénicos foram observados em todos os casos do grupo de estudo,
com plasmocitose, conforme ¢ apresentado na Tabela 4 e ilustrado na Figura 3. Outros

orgdos que apresentaram parasitismo foram: o pulmado, 01 caso; linfonodos, 01 caso;



30
intestinos, 02 casos; estdmago, 01 caso; e bago, 02 casos. Os pulmdes mostraram
achados de pneumonia em cinco casos do grupo de estudo com LVH (05/09), e em dez
casos do grupo de controle sem LVH (10/17); vendo-se parasitismo na mucosa
bronquica em um (01) caso com LVH. Hemorragias pulmonares alveolares foram
observadas em seis casos do grupo de estudo com LVH (06/09), conforme ¢ ilustrado na
Figura 7, ¢ em seis casos do grupo de controle sem LVH (06/18). Abscessos foram
observados em um (01) caso do grupo de estudo com LVH (01/08) e em seis (06) casos
do grupo de controle (06/18), conforme estd apresentado na Tabela 4. Nao foi
observado parasitismo em nenhum outro 6rgdo examinado dos casos com LVH, tendo
se examinado duas ou mais, ¢ eventualmente varias, sec¢des histoldgicas desses 6rgaos
durante a revisao das laminas, incluindo-se a medula éssea do corpo vertebral e do
externo. O estudo histologico do coragdo e da bexiga urindria ndo mostrou alteragdes de
relevancia. Outros 6rgaos examinados, como es6fago, estdbmago e intestinos delgado e
grosso mostraram alteracdes inflamatorias inespecificas, além de congestdo vascular,
focos de hemorragia recente ¢ edema, ndo se observando parasitismo, exceto em um

caso observado no estobmago.
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Tabela 1: Distribuicdo dos pacientes com e sem leishmaniose visceral humana
(LVH), necropsiados e pareados por sexo e idade por diagnostico e causa de obito —
Servigo de Anatomia Patologica do HUPES (UFBA), Salvador — Bahia (1975-2000).

Com leishmaniose visceral

Sem leishmaniose visceral

Caso  Sexo Idade Diagnostico Causa de Controle Sexo Idade Dc.)enf;a Causa de
LV morte principal Morte
d & 1 Hidroeletrolitico
1 M 1.7  Mielograma  Sepsis adrena
Aspergilose Hipertensao
Ib M 1.2 cerebral intracraniana
Ascaridiase
2a . ) com Peritonite ¢
2 F 2 Miclograma  Indefinida perfur.ac;ao SCpSIS
intestinal
2b F 2 Desnutrigéo Estrongiloidiase
severa
Bronco- Histiocitose de Broncopneu
3 M 2.6 Mielograma . 3 F 2.5 células de copnet
pneumonia Monia
Llangerhans
4 M 3 Mieloerama Intersticial 4 F 3 Isquemia renal Broncopneu
& pneumonia cortical Monia
5 F 4 Mielograma C.L.V.D. 5 F 4 C1rrf)§e Insqﬁ.c1enc1a
hepatica hepatica
Aspergillos .
6 F 5 IMFI1/4036 epulmonar 6  F 5 Estomatite g i
invasiva gangrenosa
Hepatite A
. Insuficiéncia
Diatese 7a M 4 ]fdurlgnnante de hepética
7 M 5 Mielograma  Hemor- abrea
ragica Sindrome Choque
7o M > Budd-Chiari  hipovolémico
8a M 5 Meningite Indefinida
8 F 6 Mielograma C. L V.D. viral
8b F 7 Vasculite Anemia aguda
9a M 7 ?;;égﬁ Sepsis
9 M 6 Mielograma  Indefinida Cardiopatia
9b M 8 op Infarto pulmonar
reumatica
Infecgdo
10a M 8 Desnutrigéo b .
t
10 F 10 Mielograma Scéh(;il;e Neut ) acteriana
P 10b  F 9 eutropenia ¢ 1 v.p.

autoimune
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Continuagao
Diatese Glomerulonefr
11 M 10 Mielograma  hemor- 11 M 10 ite focal Faléncia renal
ragica segmentar
Anemia Hemorragia
Anemia 12a M 13 mieloide cerebral e
12 F 14 Mielograma aguda . ag.uda . . peritoneal
(hemopti Miocardiopatia A
A Faléncia
ses) 12b M 13 cronica ,
L. cardiaca
chagasica
Sangra- Doenga de EEOIEEOPH‘?H
& 132 M 20 Rosai- :
mento Dorffinan /embolismo
13 M 19 Mielograma  gastrointes pulmonar
-tinal 13b M 19 Estagio final a
. Insuficiéncia
superior de doenga
renal
renal
Esquistossomo Cor pulmonar e
Bronco- 14a M 24 se (Ilnansénica esquistossomotic
14 M 24 Mielograma . 0
pneumonia Broncopneum
14b F 24 oneop Sepsis
onia
Lupus
Eeg?;or_ 15 F 26 eritematoso Sepsis
15 F 27 Necropsia pulmonar e ?j:fcr:rlrii(;
Bronco- 5y 26 aguda Cryptococcosis
pneumonia 1 disseminada
mieloide
Peritonite,
Sangramen 16a F 29 abscesso tubo-  Sepsis
16 M 30 Miclograma  -to gastro- ovariano
intestinal 16b v 29 Doenc;a} de Dlsser’m.nagao
Hodgkin neoplasica
Carcinoide
A 17a M 44 hepatico C.hoqueA .
. Faléncia N hipovolémico
17 M 51 Mielograma primario
pulmonar Cardiomiopati
17 M 44 . p Morte stbita
a dilatada
Miocardiopatia Bronp opned
. Monia,
B 18a M 54 cronica Embolismo
. ronco- (o
hi
18 M 55 Mielograma pneumonia Chagasica pulmonar
185 M 54 C?HC?I Bronpopneg
gastrico Monia

Nota: C. I. V. D. — Coagulagédo intravascular disseminada, IMFI — Imunofluorescéncia indireta.

Fonte: UFBA — HUPES — Servico de Anatomia Patolégica (1975-2000)
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Tabela 2: Caracteristicas gerais clinico-laboratoriais dos pacientes com leishmaniose
visceral submetidos a necropsias e pareados com os controles.

Parametro Com VL %/sd/[Q] Sem VL %/sd/[Q] P
N 18 (100) 31 (100)
Género:
Feminino 7 (39 13 (42) 0,04
Masculino 11 (61) 18 (58)
Age:
Média + dp 153+ 163 162+ 15.7
Mediana; [Qi, Q3] 8.0 [4.0-24.0] 9.0 [4.0-26.0]
Amplitude 1.7- 55.0 1.0- 54.0
Durac¢do da doenga (em
més):
Média 10.6+ 10.1 228+ 33.6 0.30
Mediana 9.5 [2.0-14.2] 7.6 [3.8-23.2]
Anemia 17 (89) 23 (74) 0.29
Edema 12 (67) 17 (55) 0.42
Ascitis 5 (28) 13 (42) 0.32
Hemorragia 11 (67) 14 (45) 0.15
Diarreia 11 (56) 8 (26) 0.04
Coinfecgao 14 (78) 25 (81) 1.00
Dados laboratoriais
Proteinas Séricas (N=10):
Total 7.4 [6.1-9.6] 5.7 [5.4-59] 0.02
Albumina 1.9 [1.5-2.8] 3.2 [2.2-34] 0.02
Globulina 5.2 [3.5-8.0] 2.6 [2.0-3.6] <0.01
Glob/Alb 2.5 [1.7-5.0] 0.9 [0.7-1.2] <0.01
Hematocrito (N=16) 18.0 [14.2-23.0] 29.5 [19.9-32.9] 0.03
Hemoglobina (N=15) 6.0 [4.3-8.0] 8.4 [5.4-10.6] 0.08
Leucocitos  (16):
Contagem 2,600 [1,825-3,800] 11,175 [6,050-13,675] <0.01
Neutrofilos (N=11) 23.0 [15.0-46.0] 60.0 [49.0-78.5] <0.01
Linfocitos (N=11) 61.0 [33.0-74.0] 32.0 [12.5-37.0] 0.02
Monocitos (N=7) 5.0 [3.0-8.0] 2.0 [1.0-4.0] 0.38
AST (N=8) 82.0 [27.8-125.8] 136.0 [80.2-227.5] 0.02
ALT (N=B) 97.5 [45.2-229.0] 133.0 [31.5-185.0] 0.94
Ureia (N=10) 41.0 [33.2-79.5] 99.0 [63.5-117.3] 0.08

Fonte: UFBA — HUPES — Servico de Anatomia Patolégica (1975-2000)
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Tabela 3: Peso mediano de 6rgdos dos pacientes a autopsia com e sem leishmaniose
visceral humana, pareados por sexo e idade. Pacientes necropsiados no Servigo de
Anatomia Patolégica do HUPES (UFBA), Salvador — Bahia, (1975 — 2000)

Leishmaniose visceral humana

Orgio

Sim  [Qi - Q3] Nao [Qi- Q] P
Cérebro (17) 1.100  [900-1.250] 1.175  [912-1.300] 0.36
Coragio (18) 120 [86-255] 161  [67-299] 0.76
Rim (18) 238 [184-312] 143 [101-282] 0.02
Figado (17) 1.300 [1.100-2.500] 1.025 [596-1.656] 0.01
Pulmio (18) 438 [241-975] 500 [338-1.363] 0.06
Péncreas 70 [38-100] 48 [29-81] 0.04
Bago (17) 750  [575-1.425] 190 [92-354] <0.01
Tireoide (9) 5 [1.5-10] 4 [3.5-13.2] 0.37

Fonte: UFBA — HUPES — Servico de Anatomia Patolégica (1975-2000)
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Tabela 4: Alteracdes histologicas observadas em paciente portadores de leishmaniose visceral,
pareados por idade, submetidos a necropsia — Servico de Anatomia Patolégica — HUPES
(UFBA), Salvador — Bahia (1975 — 2000).

Leishmaniose visceral humana

Orgao Sim (%) |  Nao %) | P
Esofago 7/9 77,8 3/11 27,3 0.07
Estomago 8/10 80,0 7/16 43,7 0.10
Intestino delgado 2/11 18,2 4/18 50,0 1.00
Intestino grosso 4/12 33,3 3/17 17,6 0.40
Figado:
Granuloma 2/10 20,0 1/16 6,2 0.54
Leucocitosis 5/10 50,0 9/17 52,9 1.00
Pulméo
Pneumonia 5/9 55,5 10/17 58,8
Hemorragia 6/9 66,7 6/18 333
Abscesso 1/8 12,5 6/18 33,3
Bago:
Polpa branca %
Foliculo linfoide:
Frequéncia
Baixa 8/11 72,7 4/16 25,0 0.02
Média 3/11 27,2 10/16 62,5
Alta 0/11 00,0 2/16 12,5
Tamanho:
Pequeno 9/11 81,82 7/16 43,7
Médio 2/11 18,2 9/16 56,2 0.05
Plasmocitose 8/10 80,0 8/17 47,0 0.09
Bexiga 4/8 50,0 4/13 30,8 0.65
Coragdo:
Pericardite 2/10 20,0 2/17 11,7
Miocardite 4/10 40,0 3/17 17,6
Endocardite 1/9 11,1 1/17 5,9
Rim:
Necrose tubular aguda 6/11 54,5 9/17 52,9
Nefrite tdbulo-intersticial 5/6 83,3 4/17 23,5
Glomerulonefrite 5/11 45,4 5/17 29,4
Medula 6ssea:
Hipocelular 1/8 75,0 5/13 38,5 0.20
Hipercelular 6/8 12,5 6/13 46,1
Plasmocitose 5/10 50,0 6/13 46,1

Fonte: UFBA — HUPES — Servico de Anatomia Patolégica (1975-2000)
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Figura 1 — LVH. Hepatoesplenomegalia
Fonte: Servico de Anatomia Patolégica, HUPES (UFBA), 1975-2000

Figura 2 — LVH. Bago: Desorganizacao, hialinose e redugdo da polpa branca (setas).
Fonte: Servico de Anatomia Patologica, HUPES (UFBA), 1975-2000
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Figura 3 — LVH. Baco: atrofia folicular e hialinose (setas) — 100X
Fonte: Servico de Anatomia Patolégica, HUPES (UFBA), 1975-2000

Figura 4- LVH-Figado com Necrose Multilobular (setas) e Hepatite Portal (estrela) -100X
Fonte: Servico de Anatomia Patolégica, HUPES (UFBA), 1975-2000
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Figura 5 — LVH — Figado com Hepatite Portal e necrose hepatocelular — 100X
Fonte: Servico de Anatomia Patolégica, HUPES (UFBA), 1975-2000

.... " -I".. ]
] E!.E" r._jjl-..'.

Figura 6 — LVH — Figado com necrose hepatocelular, esteatose, infiltrado linfoplasmocitario
sinusoidal e parasitismo de células de Kupffer(seta).-100X

Fonte: Servico de Anatomia Patolégica, HUPES (UFBA), 1975-2000
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Figura 7 — LVH-Pulmao com fibrose irregular ¢ hemorragia intra-alveolar maciga - 100X

Fonte: Servi¢o de Anatomia Patolégica, HUPES (UFBA), 1975-2000

Figura 8 -LVH. Medula 6ssea hipercelular com plasmocitogenese — 200X
Fonte: Servi¢o de Anatomia Patolégica, HUPES (UFBA), 1975-2000



Figura 9 — LVH — Rim. Nefrite Intersticial e Glomerulopatia mesangial — 100X
Fonte: Servico de Anatomia Patolégica, HUPES (UFBA), 1975-2000

Fonte: Servico de Anatomia Patolégica, HUPES (UFBA), 1975-2000
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho confirma o que ja esta registrado na literatura a respeito dos
dados epidemioldgicos referentes ao fato de que a LVH tem ocorrido, na sua
manifestagdo fatal, predominantemente em criancas e pacientes acima dos 50 anos de
idade, o que corresponde, na amostra estudada, a dez casos de criancas com idade de 10
anos ou menos (10/18) e dois casos de adultos acima de 50 anos de idade (02/18). A
grande maioria dos pacientes foi tratada para a infec¢do leishmaniodtica, somente se
identificando parasitos intracelulares em nove (09/18) casos. Esses achados ja foram
referidos anteriormente (ANDRADE, Z. A. e ANDRADE, S. G., 1966), em estudo de
série de treze outros casos de necropsias na década de 60, oriundos do mesmo Hospital
da presente série. Entretanto independentemente do tratamento com o antimonial, esses
pacientes progrediram para 6bito num periodo de doenga que correspondeu a média de
10,6 meses ¢ a mediana de 9,5 meses [2,0 — 14,2]. A auséncia de parasitismo nos
tecidos avaliados (09/18) refor¢a a possibilidade de uma evolugdo fatal causada por
outros mecanismos diferentes daqueles que eventualmente poderiam estar associados a
presenca do agente etioldgico. Em oito casos (08/18), a morte esteve relacionada com
alteracdes hematoldgicas, desde hemorragias macigas parenquimatosas, associadas com
diateses hemorragicas, até um caso de coagulacdo intravascular disseminada,
clinicamente documentada. A segunda causa de morte mais importante observada foram
as coinfec¢des em sete casos (07/18), incluindo um caso de aspergilose pulmonar
invasiva, sepsis ou choque séptico em dois (02) casos, broncopneumonia ou pneumonia
intersticial em cinco (05) casos. Em dois (02) casos, a causa de morte nao foi definida,
e, em um (01) caso, atribuiu-se o 6bito a uma insuficiéncia respiratdria de causa nao
caracterizada clinicamente e na necropsia. Considerando-se os resultados obtidos com o
pareamento por sexo ¢ idade do grupo sem LVH, verificamos que coinfec¢do, nos
pacientes com LVH (10 casos) e nos casos do grupo sem LVH (26 casos), ndo mostrou
significancia entre os dois grupos. Entretanto, as hemorragias ou diateses hemorragicas
observadas no grupo com LVH (8 casos) mostraram resultado estatisticamente
significante, quando comparado com o do grupo sem LVH (p < 0.05). Esse achado
sugere que coinfec¢do seja, um evento terminal comum aos pacientes internados nesse
tipo de nosocdmio, independentemente do tipo de patologia basica apresentada por eles.
Entretanto os fendmenos hemorragicos mostraram-se como comorbidades mais
relacionadas 3 LVH nesta série. E sabido que esses pacientes com LVH sdo portadores

de alteracdes de todas as séries hematopoiéticas: mielomonocitica, linfoide, eritroide e
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megacariocitica (QUEIROZ, M. et al., 2004; DILBER E. et al., 2002) no curso de um
parasitismo macigo da medula hemoformadora, manifestando-se com pancitopenia,
anemia trombocitopénica, leucopenia com neutropenia, marcada eosinopenia,
associadas a relativa linfocitose e monocitose; tais situagdes hematologicas cursam,
portanto, com hemolise, hemorragias e fibrindlise, entre outras.

Provavelmente outros mecanismos isoladamente ou concomitantes estdo
relacionados com a evolucdo letal observada nesses pacientes, estando a desestruturagao
da polpa branca do bago, com redu¢do do nimero e do tamanho dos foliculos linfoides e
reducdo ou auséncia de centros germinais, achados que mostraram diferencas
estatisticamente significantes com o grupo de controle (p = 0,02). Tais achados
correlacionam-se com a progressao da doenga observada em pacientes nessa série, 0s
quais, tratados da parasitose, progrediram para o éxito letal, num quadro de exaustdo
imunoldgica.

Trabalhos anteriores mostraram a disproteinemia como um achado laboratorial
importante nos pacientes com LVH (ANDRADE, Z. A., 1959), caracterizada pelas
alteracdes nos niveis sérico das globulinas, com inversdo da relagdo com a albumina, e
associada a deposicao de material “para-proteico” no intersticio de 6rgdos como figado,
baco e nos rins, simulando material amiloide-simile. Esse achado disproteinémico pode
estar correlacionado com achados da desorganizagdo, alteracdes na diferenciagdo e no
nimero dos foliculos linfoides do bago, conforme ja foi mencionado. Ja ¢ sabido que a
hiperglobulinemia, comum nos casos de LVH, ndo corresponde a melhores niveis de
defesa anticorpdrica, podendo ser cofator que desemboca em infecgdes oportunistas,
nesses casos, embora ndo seja relacionada diretamente com o parasitismo, conforme
estd demostrado no presente trabalho. Nao se progrediu na avaliagdo da hialinose no
presente trabalho. Os mecanismos eventualmente envolvidos nessas alteragdes
sorologicas e histopatologicas, na polpa branca do baco, necessitam ser melhor
elucidados, com o uso de metodologia imunoldgica ou imunopatologica, pois podem
estar envolvidos com o curso fatal da doenga, devendo-se levar em conta que, conforme
a casuistica mostrou, e ja foi descrito na literatura, a maioria desses individuos era
constituida de criangas, possivelmente com mecanismos de defesa ainda em formacao, e
idosos, com mecanismos de defesa em declinio (EWERS, 1.,2008). Fatores relacionados
com a imunidade celular devem ainda ser confrontados com esses achados

histopatologicos. Fatores nutricionais devem também estar envolvidos nessa sequéncia
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de casos fatais, mesmo apds o tratamento especifico da LVH *. Tais achados devem
ainda ser confrontados com as condigdes imunoldgicas da maioria das populagdes
infectadas e assintomadticas nas areas endémicas.

Os demais dados laboratoriais mostraram que os niveis de hematdcrito e as
taxas de hemoglobina dos casos do grupo com LVH foram significativamente mais
baixos do que os do grupo de controle, em relagdo ao hematocrito (p = 0,03),
correlacionando-se com os fendmenos hemorragicos observados nos pacientes
portadores de LVH. Tais dados também se mostraram significativamente alterados em
relagdo ao numero total de leucécitos, de neutrédfilos e de linfocitos, se comparados com
os dos casos de controle, provavelmente por estarem relacionados com os quadros
infecciosos concomitantes no curso da LVH. Entretanto, outros mecanismos nao podem
ser descartados num contexto com leucopenia, neutropenia e linfocitose. As dosagens
de enzimas hepaticas (AST/ALT) mostraram niveis séricos significativamente
superiores aos do grupo de controle, por conta, provavelmente, do quadro inflamatdrio
hepatocelular observado nos casos de LVH. As avaliagdes da fung¢do renal pela
dosagem da ureia sérica ndo mostraram diferencas significantes entre os dois grupos
estudados, mesmo com os casos de glomerulopatias descritos.

Dentre os achados macroscopicos, confirmou-se que, na LVH, a
esplenomegalia dos casos ¢ uma caracteristica clinico-patologica importante, conforme
a literatura, afastando-se clinicamente outras causas de aumento do baco, como nas
doengas leucémicas mieloides, dentre outras etiologias.

Em relacdo aos achados microscopicos, como ja foi salientado previamente,
chama a aten¢do a desorganizacdo da polpa branca do bago, com redugdo do nimero e
do tamanho dos foliculos linfoides, desaparecimento dos centros germinais foliculares e
a hialinose dos foliculos. Tais achados foram significativamente relevantes em relagdo
ao grupo de controle, sendo a hialinose ressaltada, em trabalho anterior, como um “um
novo elemento morfoldégico incorporado ao Calazar” (ANDRADE, Z. A. e ANDRADE,
S. G., 1966). Os achados da polpa branca do bago, antes descritos na literatura
(ANDRADE,1966, SILVA,1957), estdo relacionados, provavelmente, com a
disproteinemia e a resposta humoral e celular defeituosa, o que podera ser considerado
com um marcador de evolugao fatal dos casos de LVH em criangas, como ¢ assinalado
por CARVALHO, E.M. ef al. (1992). Consideramos que um marcador histopatolégico,
como se observa nos foliculos linfoides do bago, possa ser preditivo do curso clinico

fatal da LVH, nao s6, mas principalmente, em criangas. No presente estudo, ndo se

4 https://www.msf.org.br/o-que-fazemos/atividades-medicas/leishmaniose
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observaram depositos suspeitos de substancia amiloide no bago ou em outros 6rgaos, e
nao houve diferenca estatisticamente significativa na plasmocitogénese no bago entre os
dois grupos estudados, diferentemente do que ¢é registrado em trabalhos anteriores
citados. Somente dois (02) casos apresentaram parasitismo de células macrofagicas dos
seios venosos esplénicos.

Alteragdes renais observadas, como necrose tubular aguda, nefrite tabulo-
intersticial e glomerulonefrites, ndo apresentaram estatisticamente diferengas
significantes entre os casos do estudo e os do grupo de controle. A bexiga urinaria
também ndo apresentou achados significantes entre os grupos estudados.

A medula éssea mostrou-se hipercelular nos dois grupos, ndo se observando
diferengas significantes entre ambos, bem como o achado de plasmocitogénese.

O coragdo apresentou casos com pericardite, miocardite e endocardite
inespecificas em ambos os grupos, sem significancia.

O SNC também nao mostrou altera¢des que pudessem ser correlacionadas com
o parasitismo, sendo os achados inespecificos em ambos os grupos de estudo.

Os orgaos do tubo digestivo, incluindo esd6fago, estomago, intestino delgado e
intestino grosso, ndo mostraram alteragdes significantes ou passiveis de correlacdo com
a doenca, tendo distribui¢do tanto nos casos de estudo como nos casos de controle;
também nao foram observados parasitos em numero significantes ou outros achados que
pudessem ser correlacionados com os quadros de diarreia descritos na LVH. Alguns
casos de criangas e alguns adultos de ambos os grupos apresentavam parasitismo pelo
Ascaris Lumbricoides.

Os pancreas também ndo mostraram alteracdes dignas de nota, que foram
representadas por achados inespecificos, incluindo um aumento do peso em alguns
casos sem especificidades, podendo estar relacionado com a terapéutica com
glucantime, conforme ja descrito, embora sem processos inflamatorios associados.

O figado apresentou leucocitose sinusoidal importante, mas inespecifica, e a
presenca de infiltrados portais linfo-plasmocitoides de moderada intensidade sem
aspectos de atividade hepatocelular. Os granulomas observados ndo tinham aspectos de
agentes especificos. Em dois casos, observou-se parasitismo em células de Kupffer.

Os pulmdes mostram processos inflamatérios e (ou) hemorragicos relacionados
com a causa mortis dos pacientes com LVH, observando-se parasitismo nos tecidos
pulmonares em uma (01) caso. Somente em um caso se observou um quadro de
pneumonite intersticial, sem identificagdo de agentes especificos, o que pode estar

relacionado com a destrui¢do ou com a reducgdo da carga parasitaria apos tratamento.
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A baixa evidéncia de parasitos nos casos (09/18) em estudo pode estar
relacionada ao tratamento antimonial e/ou com anfotericina B, a que foram submetidos
os pacientes com diagnostico de LVH em vida e a possivel e acentuada redugdo da
carga parasitaria (Melleney, H. E.; 1925), modificando aspectos histopatologicos da
doenca.

Saliente-se o baixo parasitismo da medula 6ssea (02/18) no material do grupo de
estudo, tendo em vista que seu exame histopatolégico ¢ um dos meios mais usados para
o diagndstico de LVH, inclusive na presente casuistica, quando 16/18 casos
apresentaram positividade em vida. Essa reducdo de parasitas na presente série deve-se
provavelmente ao fato de estar relacionada ao tratamento especifico instituido durante o
internamento desses pacientes no hospital geral referido.

Os linfonodos de cadeias linfaticas diversas ndo mostraram alteragdes
histopatologicas que pudessem ser relacionadas com o processo parasitario, verificando-
se, tanto no grupo de estudo como no grupo de controle, ou seja: a falta de
desorganizacao de foliculos linfoides ganglionares, diferentemente do que se observa no
baco dos pacientes com LVH, e plasmocitogénese em focos isolados. Esses dados
apontam para o baco como orgdo linfoide secundério central na resposta imune ao
parasitismo da LVH, tendo em vista que as alteragdes dos foliculos linfoides dos
linfonodos, nos dois grupos, ndo foram significantemente divergentes para pudessem ser
correlacionadas com as alteragoes descritas no bago.

Nao foram observadas alteragdes do conjuntivo, como fibrose ou
colagenizagdo dos orgdos estudados, que pudessem ser relacionadas com infec¢ao pelo
parasito, indicando que a LVH ndo apresenta aspectos de regeneragdo ou remodelacao
da matriz extracelular na sua evolucdo etiopatogénica, conforme ja ¢ relatado na
literatura (ANDRADE, Z. A.).

No presente trabalho concluimos que as alteragdes de desorganizacdo da polpa
branca do bago sdo caracteristicas associadas a Leishmaniose Visceral Humana ¢ um
possivel marcador histopatologico dos casos fatais, independente do tratamento
especifico e na auséncia de parasitismo histologico. Adicionalmente os mecanismos
patogenéticos envolvidos nos fendmenos hemorragicos, mais frequentes na LVH fatal,
precisam ser melhor elucidados, muito além das suas repercussdes hemodinadmicas e o
obito dos pacientes.

Infelizmente, dado as limitagdes do tamanho amostral a razao de risco dos

achados clinicos e anatomopatologicos nao pode ser calculado.
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7. CONCLUSOES

1. Infecg¢des secundarias constituiram a principal causa de morte dos conjuntos casos ¢
controles envolvidos neste estudo;

2. Fendmenos hemorragicos constituiram porém uma causa de morte mais frequente em
pacientes com LV que em pacientes com outras doengas cronicas;

3. A atrofia e desestruturacao da polpa branca esplénica foi mais frequente nos pacientes
que foram a oObito por LV que nos pacientes que foram a dbito por outras doencas
cronicas. Este achado pode constituir um substrato histologico de evolugdo fatal de
casos de LVH, principalmente em criangas e idosos, sendo também uma alteragdo
diretamente associada a doenga;

4. A auséncia de parasitismo (histologico) na maior parte dos casos de LV sugerem que
a infecgao por Leishmania nao esta diretamente envolvida nos eventos finais que levam

0 paciente a morte.
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8. PERSPECTIVAS

Os resultados do presente estudo estimulam a realizacdo de pesquisas que
envolvam avaliacdes imunoldgicas, imunopatoldégicas e outras, em trabalhos
retrospectivos e também prospectivos, para que sejam elucidados os mecanismos mais
detalhados em que estariam envolvidos os Obitos nesses casos fatais de LVH, mesmo
apds o tratamento quimioterapico especifico e na auséncia dos parasitos nos tecidos
desses pacientes. Também se espera, tendo em vista os resultados obtidos no presente
trabalho, que essas futuras pesquisas permitam conhecer alvos especificos para o
tratamento medicamentoso da parasitose, com melhores perspectivas de cura e reducao
dos casos fatais. O reconhecimento da acdo de linfocitos modulados e do papel dos
macrofagos na manutencdo da carga parasitaria intracelular e sua redugdo podera
também determinar melhor curso clinico nos casos da LVH. A perspectiva de vacinas

também ndo devera ser negligenciada.
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9. FLUXOGRAMA
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