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RESUMO

A infecgdo por Leishmania chagasi apresenta diversas formas clinicas, variando de
infeccdo assintomatica e espontaneamente resolvida @ manifestagéo clinica da doenga, que é
denominada leishmaniose visceral (LV). Ndo se conhecem os exatos mecanismos que
determinam a evolugao da infecgdo a LV. Acredita-se que a desnutrigdo seja um fator de risco
associado ao desenvolvimento de LV, porém sao poucos os estudos em humanos nesta area.
Este trabalho teve como objetivo avaliar fatores nutricionais associados com a resposta a
infeccao por L. chagasi no Rio Grande do Norte. O estudo foi realizado de dezembro de 2006 a
janeiro de 2008. Foram avaliadas 149 criancas, sendo 20 casos de LV ativa, 33 casos de
histéria de LV, 40 com resposta ao teste de Montenegro positiva (DTH+) e 56 DTH-. Avaliou-se
o estado nutricional através de escores-z para Peso/ldade, Altura/ldade, Peso/Altura, indice de
Massa Corporal (IMC) e circunferéncia do brago (CB)/altura. O estado de vitamina A foi medido
através do retinol sérico e teste de dose-resposta relativa modificado (MRDR). A histéria de
amamentacdo e o peso ao nascer das criangas foram avaliados. As criangas com LV ativa
apresentaram estado nutricional comprometido em relagdo as demais criangas estudadas,
segundo IMC e CB/altura, com médias -1,53 + 1,10 e -1,48 £ 1,28 escores-z, respectivamente
(ANOVA, p < 0,05). O nivel de vitamina A também foi menor nas criangas com LV aguda com
43% de prevaléncia de retinol sérico < 20 ug/dL e 15% de MRDR > 0,060. O peso ao nascer foi
inversamente associado com o risco em pertencer ao grupo de criangas com LV (B = -0,00; OR
= 0,84; IC 95% de 0,73 - 0,99; p = 0,047), enquanto que maior tempo de amamentacao foi
diretamente associado com o risco da crianga em pertencer ao grupo DTH+ (§ = 0,02; OD =
1,16; IC 95% de 1,01 - 1,33; p = 0,036). As variaveis nutricionais avaliadas mostraram-se
associadas com a resposta a infeccdo por L. chagasi, sendo a desnutricdo e o estado
comprometido de vitamina A caracteristicas das criangas que apresentam LV. Além disso, o
maior peso ao nascer mostrou-se associado com protegcao contra a doenga, enquanto que o
maior tempo de amamentagao foi associado com maior chance de infecgdo assintomatica. Os
resultados indicam que aspectos nutricionais que podem ser modificados na populagéo estao
associados com a resposta a infecgéo por L. chagasi.
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1. Introducéo

As leishmanioses sao doencgas espectrais, causadas por parasitas do
género Leishmania, sendo trés as formas clinicas principais: visceral, cutédnea e
cutdneo-mucosa. Todas estas formas sdo endémicas no Brasil (1;2). A
leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, afeta anualmente
cerca de meio milhdo de criangas e adultos no mundo, estando distribuida
principalmente na india, Africa, América Latina e sul da Europa (3;4). A
infeccdo é causada por protozoarios do género Leishmania, que em
vertebrados, € um parasita intracelular obrigatério. As espécies capazes de
visceralizar e causar a doenca sao a Leishmania donovani e Leishmania
infantum, encontradas na Asia, Africa e Europa, enquanto no continente
americano, a Leishmania chagasi é a principal espécie causadora da LV (5).

No Brasil, o primeiro caso de LV identificado foi em 1936 no Ceara.
Nesta época, a doenca era caracteristica de zonas rurais. A LV era uma
doenca predominantemente uma doencga de distribuigdo rural do nordeste do
Brasil. No entanto, nos ultimos 20 anos tem-se visto o aparecimento de
epidemias em areas urbanas e periurbanas no nordeste e sudeste do pais. A
taxa de mortalidade por LV quando tratado é entre 5 e 10% (6).

A infeccao por Leishmania chagasi possui amplo espectro de variagcdes
clinicas, sendo, na maioria dos casos, assintomatica e espontaneamente
resolvida. Evidéncias a partir de estudos em areas endémicas avaliando a
hipersensibilidade cutanea retardada a antigenos de Leishmania, proliferacao
de linfécitos e avaliacdo da presencga de anticorpos anti-Leishmania mostram
que, em criangas, apenas 1 em cada 6 infectados desenvolvem a forma clinica
da doencga, que se caracteriza pela presenca de febre, perda de peso, anemia,
hepatoesplenomegalia, pancitopenia e hipergamaglobulinemia (1). Nao se
conhecem o0s mecanismos exatos que levam a evolugdo da infecgéo para a
doenca, sabe-se apenas que esta € dependente de interacbes complexas entre
os tipos de parasita e sua viruléncia e as respostas imunes do hospedeiro
humano, que sao geneticamente determinadas (1;5;6). Acredita-se que outros
fatores contribuem para a progressdo da doenga, sendo a desnutrigdo,
infeccdo por virus, neoplasias malignas e outras formas de imunosupressao

importantes variaveis associadas (1;5-7).
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Dentre estes fatores, a desnutricdo energético-protéica € conhecida
como a principal causadora de imunodeficiéncia, sendo considerada um fator
de risco para desenvolvimento de LV (8-10). Anstead et al., em estudo animal
sobre a influéncia da desnutricdo na infeccdo por Leishmania, observaram
maior disseminagao de L. donovani em camundongos BALB/c alimentados com
dieta hipocaldrica e hipoprotéica, sendo esta disseminagdo inversamente
correlacionada com o peso para idade (8).

Estudos prospectivos mostraram que a amamentacao possui papel
protetor contra infec¢gdes diarréicas e respiratérias (11-13). Seus efeitos
protetores estendem-se pela infancia, sendo independentes da condigcéo sécio-
econdmica, numero de residentes na familia e nivel de instrugdo dos pais (11).
Um outro fator bastante sensivel ao estado nutricional pregresso (intrauterino)
€ 0 peso ao nascer, na medida em que permite prever o prognéstico da crianga
a curto e longo prazos. Estudos tém consistentemente demonstrado a
associacdo do maior peso ao nascer com crescimento e desenvolvimento
saudaveis e com menor risco de morbidade perinatal e mortalidade (14;15).

Estudos de associacdo tém demonstrado que variacbes na quantidade
de micronutrientes podem influenciar a evolugdo frente a diversos
microorganismos (16-18). Dentre os micronutrientes mais estudados em
relagdo ao seu papel protetor contra doencgas infecciosas, tem-se a vitamina A,
que desde 1920 € considerada a vitamina anti-infecciosa (19). Pesquisas
demonstram consistentemente sua importancia na reducédo da mortalidade
infantil por doengas como o sarampo, pneumonia e diarréia, e seu efeito na
melhora do progndstico de criangas com malaria (19-22).

Sabe-se que a resposta imunolégica mais eficiente a microorganismos e
parasitas intracelulares é a celular, mediada por macréfagos ativados, que
secretam fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 (IL-1) e IL-12. A
producéo de IL-12 estimula a produgao de interferon-y (INF-y) pelos linfécitos T
auxiliadores, sendo esta resposta protetora contra a evolugao da infecgao para
LV (5;23). Modelos animais tém mostrado que a deficiéncia de vitamina A esta
associada com a mudanga da resposta Th2 - importante para resolugao de
infeccbes nao invasivas — para a resposta Th1 — importante para resolugao de
infeccbes por microorganismos intracelulares, como L. chagasi (24-27). A

expressao do gene do interferon gamma (IFN-y), essencial para a resposta Th1
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efetiva, é diminuida pelo acido retindico, a forma ativa de retinol nas células, e
a deficiéncia de vitamina A esta relacionada com aumento da produgao de IFN-
Y, € diminuicdo da producao de IL-5 e IL-10, que sao citocinas do tipo 2. A
deficiéncia de vitamina A estimula a produgao de IFN-y e IL-12, mas nao das
citocinas IL-4 e IL-10, relacionadas com a resposta tipo 2. De forma similar, a
suplementacao de vitamina A aumenta a produgao de IL-4, IL-5, IL-10 e diminui
a produgao de IFN-y (28).

Apesar de ser comum a deficiéncia de vitamina A em criangas nas
principais areas endémicas para a LV, estudos que determinem o papel ou
associagao da mesma em pacientes com LV séo escassos. Garg et al. (29), em
estudo realizado em hamsters infectados com L. donovani, verificaram que a
suplementacéao da vitamina, quer de forma profilatica ou terapéutica, promove a
multiplicagdo do parasita. Luz et al. (17) e Bern et al. (30) encontraram valores
séricos de retinol significativamente menores em pacientes com LV que em
seus controles.

O tempo de incubagdo entre a infeccdo por Leishmania e o
desenvolvimento de LV em humanos pode ser longo (31) e dependente de uma
série de fatores individuais e ambientais que se mantém ao longo dos anos.
Embora a LV seja endémica em varias regides do mundo, especialmente em
paises subdesenvolvidos, onde as campanhas para amamentacdo e
suplementacdo de micronutrientes ganharam maior incentivo nas ultimas
décadas (32;33), ndo existem estudos mostrando o impacto destas variaveis
na evolucao frente a infecgao por L. chagasi.

Dessa forma, nos propomos a realizar um estudo do tipo transversal em
que criangas com LV ativa e com historico da doenga foram comparadas entre
si e com criangas saudaveis, expostas a infecgao por L. chagasi, e as mesmas
condicdes epidemioldgicas e nutricionais dos casos de LV. Procuramos com o
presente estudo contribuir para o esclarecimento do papel do estado nutricional
pregresso e atual, da amamentagédo e da vitamina A na resposta frente a

infeccao por Leishmania.
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1.1. Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Verificar a associacdo entre fatores nutricionais e a resposta frente a

infeccao por Leishmania chagasi em criangas.

1.1.2 Objetivos especificos

— Avaliar o estado nutricional de criancas expostas a infeccdo por L.

chagasi, com resposta DTH+, DTH- e de LV;

— Avaliar o peso ao nascer e a histéria de amamentacdo das criancas

estudadas;

— Avaliar o estado de vitamina A das criancas no estudo;

— Determinar fatores nutricionais de risco associados com a resposta de

doencga ou infecgdo assintomatica por L. chagasi.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Aspectos gerais da leishmaniose visceral

2.1.1 Epidemiologia

Em 1903, Leishman e Donovani, separadamente, isolaram o protozoario
hoje conhecido como Leishmania donovani de tecido esplénico de pacientes
com hepatoesplenomegalia febril oriundos da india. Atualmente, a LV é
endémica em 65 paises, da Africa, Asia, Europa, Oriente Médio e Américas,
sendo 90% dos casos distribuidos nas areas rurais e peri-urbanas em paises
como india, Bangladesh, Etiépia, Suddo, Nepal e Brasil. Estima-se que a
incidéncia anual da doenga seja de 500.000 casos, e que 350 milhdes de
pessoas estdo sob risco de infecgdo. A taxa de mortalidade por LV é de 5-10%
dos casos mesmo quando instalada terapia especifica. Os anos potenciais de
vida perdidos ajustados para incapacidade (DALY) sado estimados em
2.357.000, sendo 946.000 para o sexo masculino e 1.410.000 para o sexo
feminino (34-38).

A LV remergiu em varias localidades, principalmente associada a algum
tipo de imunodeficiéncia. A infeccdo pelo virus HIV, especialmente no sul
europeu e na Africa, tem contribuido para a emergéncia da doenca. No sul da
Europa 25-70% dos pacientes com LV apresentam infeccéo pelo virus HIV. A
infeccao por Leishmania foi resultante de compartilhamento de seringas, sendo
a Leishmania considerada um parasita oportunista (39).

Na Ameérica Latina, a doenga ja foi encontrada em 12 paises, sendo 90%
dos casos pertencentes ao Brasil, principalmente na regido Nordeste. No
Brasil, a doengca é de notificagdo compulséria e, segundo o Ministério da
Saude, em 19 anos de notificacdo (1994-2002), foram registrados 48.455
casos, sendo 66% deles localizados na Bahia, Ceara, Maranh&o e Piaui. Nos
ultimos dez anos, a média anual dos casos no pais foi de 3.156 casos, € a
incidéncia de 2 casos/100.000 habitantes (40).

O primeiro caso brasileiro da doenca foi descrito em 1913 por Migone no
Paraguai, em necropsia de paciente de Boa Esperanga no Mato Grosso. Em

1934, a partir de estudo realizado para febre amarela, foram identificados mais
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41 casos post mortem de LV e, em 1936, foi diagnosticado por Chagas o
primeiro caso de calazar em vida no Brasil (40).

Nos ultimos anos, estudos epidemioldgicos tém demonstrado a transi¢cao
da doenca no Brasil, caracteristica de areas rurais, para areas urbanas e peri-
urbanas. No Rio Grande do Norte, trabalho realizado por Jerénimo et al. (41)
demonstrou a peri-urbanizagdo da doenga no estado, e a prevaléncia da
doenga nas criangas menores de 5 anos (56%), com maior propor¢cdo de

individuos do sexo masculino afetados (64%).

2.1.2 Ciclo Biolégico

A infeccdo é causada por um protozoario do género Leishmania, da
ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. O género é dividido em dois
subgéneros Leishmania (Viannia) spp. e Leishmania (Leishmania) spp., sendo
as espécies capazes de visceralizar pertencentes ao ultimo subgénero. No
Velho Mundo, L. donovani e L. infantum sao responsaveis pela LV, sendo L.
donovani relacionada com leishmaniose cutanea pos calazar (PKDL). No Novo
Mundo, a espécie responsavel pela LV é a L. chagasi, com genoma muito
similar a L. infantum, sendo considerada por alguns como uma unica espécie
(5).

A Leishmania possui dois ciclos epidemiologicos: 1) o zoonético: que
inclui o animal como reservatério; e 2) o troponético no qual o homem ¢é o
reservatorio para o vetor, sendo esta a forma de infeccdo encontrada na india
(34).

No Brasil, a doenga é caracterizada como uma zoonose e o principal
vetor responsavel por sua transmissao € a fémea do mosquito flebotomineo
Lutzomyia longipalpis. A atividade do flebotomineo é crepuscular e noturna. A
infeccao do vetor ocorre quando as fémeas do flebotomineo, ao picarem e
sugarem o sangue de mamiferos infectados, ingerem magrofagos infectados
com a forma amastigota de Leishmania. No trato digestivo do inseto, os
macrofafos se rompem e as formas amastigotas reproduzem-se e diferenciam-
se em formas flageladas denominadas promastigotas. Estas formas
transformam-se em paramastigotas, que colonizam o epitélio do es6fago e a
faringe do vetor, e se diferenciam na forma infectante, as promastigotas

metaciclicas. Ao realizar novo repasto sanglineo em um hospedeiro
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vertebrado, as fémeas liberam as formas promastigotas metaciclicas
juntamente com a saliva. Na epiderme do hospedeiro, estas formas séao
fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario, especialmente
macrofagos. No interior dos fagolisossomos, as promastigotas perdem seu
flagelo e diferenciam-se nas formas amastigotas que se reproduzem até o
rompimento dos macréfagos e liberacdo destas formas que serao fagocitadas
por novas ceélulas monocucleares fagocitarias, ocorrendo entdo sua
disseminagdo para outros tecidos, como bacgo, figado, medula dssea e
linfonodos (Figura 1) (34;40).

Amastigota intracelular

Proliferagao no intestino |

Figura 1. Ciclo de vida da Leishmania spp. (34).

2.1.3 Formas clinicas
O classico estudo realizado por Badaré et al. (1) em area endémica para

LV na Bahia permitiu a identificacdo das seguintes formas evolutivas da
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infeccdo por Leishmania: 1) a forma assintomatica; 2) a forma subclinica, na
qual os individuos desenvolvem hepatomegalia, esplenomegalia, tosse, diarréia
e febre, podendo esta forma se resolver espontaneamente ou evoluir para LV;
e 3) a LV classica, caracterizada por esplenomegalia, hepatomegalia, febre,
caquexia, anorexia, anemia, hipergamaglobulinemia, hipoalbuminemia,
trombocitopenia e leucopenia, manifestada principalmente por neutropenia e

eosinopenia (1;34).

2.1.4 Diagnéstico

Uma vez que a manifestacdo da LV n&o apresenta sinais clinicos
especificos, sd0 necessarios testes para confirmagdo da doenga. (40). Os
testes sao inespecificos e a confirmagdo da infeccdo ainda depende da
confirmacgéao parasitologica, que é realizada pela demonstragédo da presenca de
amastigotas em aspirados de medula éssea ou baco.

A resposta ao antigeno de Leishmania inoculado intradermicamente no
Teste de Montenegro avalia a resposta cutanea de hipersensibilidade tardia
(delayed type hypersensitivity — DTH). A positividade ao teste cutdneo de
Montenegro tem sido utilizado como marcador de exposi¢ao prévia a Leishmnia
e indicacao de protecao a desenvolver LV,. Individuos com LV em fase aguda
apresentam resposta negativa ao Teste cutaneo de Montenegro (42).

A puncao aspirativa de bago, medula éssea ou linfonodos € comumente
realizada para diagndstico parasitoldgico de L. chagasi. O material do aspirado
pode ser colocado em laminas para leitura direta ou em meio de cultura para
isolamento in vitro, com o meio Novy-MacNeal-Nicolle (NNN), com adigdo de
meio NIT ou Schneider (40;44). A visualizagdo de formas amastigotas em
laminas de aspirados de medula éssea, linfonodos ou bago tém sido a forma
classica de diagnodstico da LV, sendo considerada o padrao-ouro para
diagndstico da doencga (45). Apesar da alta especificidade, a sensibilidade é
variavel, sendo maior em aspirados de bago (93-99%), seguidos pela medula
O0ssea (53-86%) e linfonodos (53-65%). No entanto, os aspirados em baco
apresentam risco de hemorragia aumentado e técnicos experientes sao
necessarios para realizagcao do procedimento. Dessa forma, apesar de ser uma

técnica dolorosa para o paciente e menos sensivel, o Ministério da Saude
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recomenda a utilizacdo de aspirados de medula éssea para confirmacdo do
diagnostico de LV (34;40).

O diagnostico parasitologico utilizando a técnica de PCR (amplificacéo
do DNA do parasita) € o método mais sensivel para detecgdo de Leishmania.
Porém, a técnica permanece restrita a poucos centros de pesquisa, devido ao
alto custo e especializacdo de pessoal necessaria para sua realizagcao
(34;40;46).

Nos ultimos anos, esforcos tém sido realizados para padronizacao e
utilizacdo de técnicas sensiveis, especificas, ndo invasivas e de uso pratico
para o diagnostico de LV. Teoricamente, a detecgdo de antigenos seria mais
especifica que a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania, pois as reagdes
cruzadas com anticorpos para outros parasitas seriam evitadas. Além disso, a
deteccdo de antigenos seria util em casos aonde ha reducédo da producao de
anticorpos, como em pacientes com AIDS. Estudos para validagao de teste de
aglutinagdo para proteinas de Leishmania na urina (KATEX) estdo em
andamento. Estudos iniciais demonstraram sensibilidade e especificidade de
68-100% e 100%, respectivamente (34;39).

Uma vez que os titulos de anticorpos anti-Leishmania encontram-se
elevados em LV, ensaios imunoldgicos tém sido utilizados para o seu
diagndstico, como a imunofluorescéncia indireta (IFl), teste de aglutinagéo
direta (DAT) e ensaio imunoenzimatico (ELISA). Apesar de menos invasivos,
esses testes apresentam duas limitagbes: 1) os titulos de alguns anticorpos,
apesar de diminuirem apds o tratamento, permanecem elevados por tempo
indeterminado, limitando o diagnostico de recidiva da doenga; 2) em areas
endémicas, para certos anticorpos, parte da populacdo é positiva devido a

infecgbes assintomaticas (3;34;39;40).

2.1.5 Tratamento

As drogas de primeira escolha sdo os antimoniais pentavalentes e
existem no mercado duas formulag¢des disponiveis: o stibogluconato de sédio e
o antimoniato-N-metil glucamina. No Brasil e Africa, casos de resisténcia sao
raros, e o Ministério da Saude brasileiro recomenda o tratamento, com
antimoniato-N-metil glucamina por no minimo 20 dias e no maximo 40, com

dose endovenosa ou intramuscular de 20mg/Kg/dia (34;36;39;40;47).
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Na india, foi observada resisténcia & terapia antimonial, em até 65% dos
casos. A anfotericina B é a principal forma alternativa de tratamento, e na india
no estado de Bihar e sudeste Europeu, devido a emergéncia de casos co-
infectados com HIV, tem sido a droga de primeira escolha. Esta é a droga
leishmanicida mais potente disponivel comercialmente e seu mecanismo de
acao se da através da ligacdo com ergosterol ou episterol presentes na
membrana plasmatica de Leishmania (34;36;40). As principais desvantagens
do uso da anfotericina s&o o tempo prolongado de tratamento (15 dias de dose,
em dias alternados) e os efeitos colaterais dose-dependentes associados a
infusdo que incluem febre, tremores, rigor, tromboflebite, hipocalemia,
micocardite e nefrotoxicidade. No entanto, a droga tem apresentado taxas de
cura maiores que 97% e resisténcia ainda nao foi documentada. Baixas doses
tém apresentado boas taxas de cura e menor toxicidade, o Ministério da Saude
recomenda o uso de anfotericina no caso de resposta insatisfatéria aos
antimoniais em uma dose de 1mg/kg/dia em dias alternados em adultos
(maximo de 3g de dose total) e 1,5-2,5mg/kg/dia em dias alternados para
criangas (40;48).

Existem formas lipidicas de anfotericina B, melhor toleradas que a
preparagao convencional. As duas mais acessiveis, disponiveis no mercado
sdo a anfotericina B lipossomal (Ambisome) e anfotericina B em disperséo
coloidal. As menores doses de Ambisome necessarias para taxas de 95% de
cura foram, de acordo com estudo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
de 6mg/Kg, 14mg/Kg e 21mg/Kg na india, Quénia e Brasil, respectivamente. A
eficacia das formas lipidicas de anfotericina B no Brasil e india ja foi
comprovada, porém o alto custo da medicagao ainda restringe sua utilizagao.

No Brasil, a Anfotericina B esta indicada em pacientes graves de LV que
desenvolvem insuficiéncia renal ou toxicidade cardiaca durante o uso de
antimoniato de N-metil glucamina, na dose de 1-1,5mg/Kg/dia, por 21 dias, ou
3,0mg/Kg/dia durante 10 dias (36;40;48).

Outras drogas também tém sido testadas para o tratamento da LV. A
pentamidina, testada entre os anos de 1980 e 1990, tem tido seu uso
abandonado devido & resisténcia na india, toxicidade e diabetes mellitus

insulino dependente em 4-12% dos casos (36;48).
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A paromomycin ou aminosina € um antibiético aminoglicosideo testado
na india e Africa com boa eficacia, sem nefrotoxicidade. E ativa contra uma
grande variedade de patdgenos, possui baixo custo e esta sendo testada em
associagéo com o stibogluconato de sédio na Africa (34;48).

A miltefosine, que foi primeiramente desenvolvida como uma droga para
terapia do cancer, é a primeira formulagao oral com eficacia comprovada para
LV. No entanto, a droga € teratogénica, possui meia vida longa
(aproximadamente 150 horas) e a resisténcia do parasita é facilmente induzida

in vitro, tendo sido relatados casos de resisténcia na india (48).

2.1.6 Medidas de prevencéo

As medidas de prevencao da LV tém sido direcionadas principalmente
para o controle do vetor, eliminacdo do reservatorio, e deteccado e tratamento
de novos casos. Tais medidas vém sendo revistas pela comunidade cientifica e
autoridades governamentais uma vez que o controle da doenca nao tem sido
efetivo, estando a mesma em expanséo nos paises do Sul europeu e Brasil.
Estudos na Itélia, Bangladesh e Nepal tém mostrado que o uso de materiais
impregnados com inseticidas, como coleiras € mosquiteiros, pode ser eficiente
como medida profilatica. A protecao ideal através de vacinagao encontra-se
em fase de experimentagdo, sendo vacinas seguras e eficazes ainda né&o
conhecidas (34;36;47;48).

2.2. Arespostaimune a Leishmania

O entendimento da resposta imune na LV iniciou-se com os estudos em
camundongos com  susceptibilidade ou resisténcia  geneticamente
determinadas, variaveis de acordo com a espécie de Leishmania infectante. Os
camundongos BALB/c, por exemplo, sdo susceptiveis a infeccao por todas as
espécies de Leishmania, enquanto que os de linhagem C57BL6, s&o
resistentes a infeccdo por L. major e susceptiveis as espécies capazes de
visceralizar (5).

Através desses estudos em camundongos, inicialmente investigados em
relagdo a infeccao por L. major, foi verificado que a producédo de IL-12 por

células apresentadoras de antigenos e INF-y por células T parecia ser
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necessaria para o controle da infeccdo e desenvolvimento de resisténcia
adquirida a infecgao (49;50).

Classicamente, acreditava-se que o desenvolvimento da LV poderia ser
atribuido a essa falha em produzir uma resposta imune Th1 efetora, devido a
desregulagédo na produgao de INF-y, em relacdo a uma elevada producgao de
citocinas da resposta imune Th2. No entanto, hamsters infectados com L.
donovani apresentam, em amostras de bacgo, quantidades significativas das
citocinas do tipo 1 INF-y, IL-2 e TNF-a. Quantidades significativas de fator de
transformacao-B (TGF-B) e RNA mensageiro de IL-10 também estavam
presentes nestas amostras (5;51).

Sabe-se que a resposta imune do homem a infec¢gdo por Leishmania é
variavel, de acordo com a manifestacdo de diferentes formas clinicas. Células
periféricas mononucleares (PBMCs) de individuos com infecgdo assintomatica
ou subclinica respondem a estimulagdo por antigenos de Leishmania com
producdo de IL-2, IL-12 e INF-y. Em contraste, células PBMCs de individuos
com LV ativa ndo produzem INF-y ao estimulo por antigenos de Leishmania
(5).

No entanto, individuos que se curam da doencga, na maioria dos casos,
nao apresentam recidivas, tornam-se positivos ao teste de Montenegro e suas
células periféricas montam uma resposta Th1 efetora ao estimulo in vitro por
antigenos de Leishmania. Porém, a capacidade de proliferacdo destas células
ao estimulo por Leishmania é perdida quando as mesmas sao cultivadas com
as células do mesmo individuo quando doente (5;51). Além disso, estudos
encontraram altas concentragdes de INF-y plasmaticas e a presenga de seu
RNA mensageiro em amostras esplénicas de pacientes com LV (5;52;53).
Estes dados levaram a conclusao de que apesar de presente, o INF-y ndo
exerce sua fungdo estimuladora da resposta Th1 devido a presenga de
moléculas contra regulatérias e imunossupressoras (52;54). Dentre estas
moléculas, tém-se estudado o papel da IL-10, que esta relacionada com a
resposta Th2 e apresenta-se em concentragdes plasmaticas elevadas nos
pacientes com LV. A IL-10 é uma citocina regulatoria e pode ser produzida por
células dendriticas, células T, células B, macréfagos e células epiteliais. Possui

efeito na resposta inata e adquirida, sendo produzida como resultado de um
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processo de controle da homeostase, que protege os tecidos de dano causado
pela resposta inflamatdria aguda. Apesar de seus niveis aumentados poderem
exercer papel protetor de tecidos, como o tecido hepatico, na LV, suas
atividades imunossupressoras podem promover a multiplicacdo do parasita e
progressao da doencga (51).

O efeito imunossupressor da IL-10 na LV foi demonstrado por Murray et
al. (55) em modelo utilizando camundongos BALB/c e C57BL6 deficientes em
IL-10, que se mostraram resistentes a infecgao por L. donovani. No estudo de
Caldas et al. (52), foram encontradas altas concentragdes plasmaticas de INF-
y. O grupo verificou que as altas concentragbes plasmaticas desta citocina
estavam correlacionadas com baixa producdo por PBMC estimuladas. Os
valores encontrados para IL-10 estavam aumentados e tenderam a diminuir
apdés o tratamento, quando as PBMCs comecaram também a responder
efetivamente, com producgéo de INF-y, ao estimulo por Leishmania.

Estudo realizado por Wu et al. (56) demonstrou multiplicagdo de
amastigotas em macréfagos tratados com IL-10. Acredita-se que esta citocina
bloqueia a producdo de TNF-a e éxido nitrico pelos macréfagos, através da
inibicdo de sinais de ativacdo nestas células, como fatores de migragao. Desta
forma, o parasita em sua forma amastigota multiplica-se nestas células (51;56).

Estudos tém sido realizados para determinar quais as células
responsaveis pela produgédo de IL-10 na LV. Evidéncias a partir de aspirados
esplénicos indicam que possivelmente as células produtoras de IL-10 s&o
CD4"CD25Foxp3". Acreditou-se que células T regulatérias CD4"CD25 Foxp3”
também poderiam produzir esta citocina, mas estudos demonstraram que estas
nao estdo elevadas no sangue ou bago de pacientes com LV em fase aguda, e
a produgao de INF-y por PBMCs néo foi recuperada pela deplegao deste tipo
de células (57).

Dois estudos recentes, realizados em ratos, demonstraram que células
CD4" produtoras de INF-y eram as principais produtoras de IL-10. No estudo
realizado por Jankovic et al. (58), ratos infectados com Toxoplasma gondii
tiveram inflamacado letal inibida pela producdo de IL-10 por células T-
bet+Foxp3-, também produtoras de INF-y. No estudo de Anderson et al. (59),

em camundongos infectados por L. major, a producao de IL-10 por células
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CD4'CD25Foxp3™ produtoras de INF-y foi suficiente para a supressdo da
imunidade a infecgdo nos camundongos resistentes.

Uma vez que as células esplénicas de pacientes com LV apresentam
elevada expressao de INF-y e IL-10, acredita-se que uma parte das mesmas
produza a duas citocinas concomitantemente, como resposta ao estimulo
inflamatdrio. A IL-12 mostrou-se capaz de induzir a produgcdo concomitante
destas duas citocinas em células CD4" e CD8", e estudos tém demonstrado
concentragdes plasmaticas elevadas de IL-12 em pacientes com LV (51).

Outro fator que vem sendo estudado em relagdo ao seu papel contra-
regulador e imunossupressor é a produgao de fator de transformacéo- (TGF-
B). Modelos animais tém demonstrado aumento da producdo de TGF-f em
animais infectados por L. donovani e L. chagasi. A administragao de anticorpos
neutralizadores e a infecgdo em camundongos BALB/c sem a expressao do
receptor TGF-BRII nas células CD4" diminuiu a lesdo causada por L. major
(60).

O TGF-B é uma proteina liberada das células ligada de forma né&o
covalente a um peptideo de laténcia associado (LAP). No meio extracelular
este complexo se une a uma proteina ligadora de laténcia (LTBP), sendo o
complexo armazenado na matriz extra celular. Para a acédo do TGF-[3, este
precisa ser liberado destes peptideos e isto € realizado através de meios fisico-
quimicos ou por meio de enzimas que agem na LAP ou LTBP (60).

Estudo realizado por Gantt et al. (60) verificou aumento da forma livre de
TGF- em aspirados de medula de individuos com LV causada por L. chagasi e
em culturas de macrofagos infectados. Esta forma de TGF- prolongou a
sobrevivéncia do parasita nos macrofagos. Os autores observaram que o
aumento da forma livre de TGF-B deu-se pela atividade de protease derivada
de cisteina catespina B e pela propria atividade da promastigota, uma vez que
tanto as culturas com as promastigotas quanto os sobrenadantes das culturas
foram capazes de ativar o TGF-B. Estudo realizado por Somanna et al. (61)
também encontrou resultados similares.

Outros fatores imunossupressores que podem contribuir para o
desenvolvimento e manutengdo da doenga sdo a produgédo de IgE e IgG. A

producdo de IL-10 induz a mudancga isotipica de IgG em IgG3 e IgG1, e o
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desenvolvimento de complexagao por sua vez contribui para o aumento da
producao de IL-10 em macréfagos humanos e murinos. Resposta imune
deficiente também pode ser corrigida pela adicdo de IL-12, o que sugere que
os receptores de |IL-12 estdo expressos durante a infecgdo humana, o que nao
ocorre nos modelos animais (5;51).

Assim, de acordo com o padrao de resposta imune verificado em
humanos, com producdo de INF-y, IL-10, TGF-B e possivel existéncia de
receptores para IL-12 descritos acima, o paradigma Th1/Th2 de resposta a
infeccdo por L. donovani e L. infantum/chagasi € controvertido, ndo se podendo
aplica-lo universalmente as leishmanioses humanas (5).

Existem ainda, em humanos, diferencas na resposta imune a infeccao
quanto ao sexo e idade. Estudos epidemioldgicos tém consistentemente
demonstrado maior prevaléncia de doenga em criangas e em individuos jovens
do sexo masculino (6;30). Modelos animais utilizando infecgédo por L. major tém
demonstrado que animais do sexo masculino possuem maior chance de
desenvolver a doenga, que diminui com a castragcdo do animal. Além disso,
fémeas tratadas com testosterona tornam-se mais susceptiveis a infecgéo (5).

Uma vez que a resposta imune é regulada por fatores genéticos, tem-se,
nos ultimos 20 anos, procurado encontrar genes associados com a protegéo e
susceptibilidade a infeccdo por Leishmania. Modelos animais tém mostrado
que existem componentes genéticos ligados a susceptibilidade ou resisténcia
dos animais, e desde o inicio dos primeiros experimentos isto foi observado
(62).

Verificou-se que animais com susceptibilidade a L. donovani também
eram susceptiveis a infeccdo por Mycobacterium bovis e Salmonela
typhimurium. Estes animais apresentavam um componente em um locus do
cromossomo 1, que foi inicialmente denominado LSH, BCG ou ITY, de acordo
com a infecgdo discutida. Posteriormente, o gene foi posicionado e clonado
como NRAMP1, hoje denominado SLC11A1 (5;62).

Estudos em humanos tém mostrado evidéncias de que fatores genéticos
estdo também associados com a resposta a infeccdo por L. chagasi. Estudo
realizado por Jerbnimo et al. (63) mostrou agregacado familiar da infecgao
assintomatica por L. chagasi, enquanto que estudo realizado por Evans et al.

(64) mostrou agregacao tanto de infecgao assintomatica quanto de doenca.
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Analises de segregacgao genética, que possibilitam a inferéncia de que
tipo de regulacado génica existe em determinada doencga, demonstraram que a
resposta de susceptibilidade a infeccdo por L. chagasi pode ser controlada por
um gene ou gene de efeito poligénico como demonstrado nos estudos de
Peacock et al. (65) e Blackwell (66). Neste sentido, tem sido realizada pesquisa
de genes candidatos relacionados aos diversos fendtipos da infecgdo e
mapeamento do genoma de populagdes expostas a infecgéo.

O locus do TNF-a mostrou-se associado com o desenvolvimento de LV
no estudo realizado por Karplus et al. (67) em populagao brasileira exposta a
infeccdo por L. chagasi. Em estudo do genoma de individuos expostos a
infeccdo por L. chagasi em Natal, regides do cromossomo 15 e 19 estavam
associadas ao desenvolvimento de infecgdo assintomatica, enquanto que uma
regido no cromossomo 9 estava associada com o desenvolvimento de doenga
(63). Outros estudos de mapeamento de genoma encontraram associagdes
entre os genes CCL1 e CCL16, ligados a producdo de quimiocinas, e
desenvolvimento de doenca (4), e genes da regidao 5q23.3-q31.1 com o
desenvolvimento de resposta DTH+ e DTH- (68). Estudo realizado em 63
familias sudanesas encontrou associacdo de marcadores localizados no
cromossomo 22q12 e desenvolvimento da doenga (69).

Além de fatores genéticos e imunes relacionados ao hospedeiro,
descritos acima, o parasita secreta ativamente proteases e apresenta outros
fatores que afetam as células do sistema imune e a producgao de citocinas do
hospedeiro humano. A protease Leishmania GP63 cliva o complemento,
moléculas CD4 e digere proteinas intracelulares. Proteases derivadas de
cisteina também estao associadas com a viruléncia do parasita, como descrito
para a ativagao de TGF-B (5;70).

A presengca de lipofosfoglicano (LPG) nas formas promatigostas
metaciclicas de Leishmania também parece influir na resposta imune do
hospedeiro. Em estudo realizado por Becker et al. (5;71) verificou-se que a
presenca de LPG ativa células natural killers através da ativagao de receptores
Toll-like 2.

Nos macréfagos, a eliminagdo do parasita se da através da producéo de
oxido nitrico a partir da arginina pela agcdo da oOxido nitrico sintase e de

superoéxido gerado pela NADPH oxidase. Estas moléculas também podem agir
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como moléculas sinalizadoras, sendo o O6xido nitrico essencial para a
sinalizagao da tradugao da IL-12, enquanto que o superoxido e peroxido ativam
NFkB, o TCR e a fosforilacgdo de ERK1/2. A producdo de Oxido nitrico e
superoéxido é induzida pelo INF-y e um segundo sinal indutor, que pode ser a
producao de TNF-a. Estudos vém demonstrando a importancia da producéio de
oxido nitrico para a destruicdo de L. major e L. chagasi em cultura de células

humanas. Porém, o efeito do 6xido nitrico parece maior em células murinas (5).

2.3. Fatores nutricionais associados a infeccéo por Leishmania

2.3.1 Estado nutricional e dieta

A associagao entre infeccdo e estado nutricional é bem reconhecida
mundialmente. Badaré et al. (9) evidenciaram que 45% das criangas com LV
sofriam de desnutricio moderada ou grave antes do aparecimento da LV,
sendo assim a desnutricdo considerada fator de risco para o desenvolvimento
da doenca.

Harrison et al. (10), em estudo com criangas brasileiras expostas a
infeccao por L. chagasi avaliaram o estado nutricional das mesmas utilizando a
circunferéncia do braco (CB) e area muscular do brago. Foi encontrado que
criangas com LV, que foram seguidas apds o tratamento, apresentavam area
gordurosa do brago e area muscular do brago que correspondia a 66% e 81%
das areas de seus familiares sadios, pareados por sexo e idade, que viviam na
mesma casa. O estudo encontrou ainda diferengas maiores quando comparou
as criancas que apresentaram LV aos vizinhos sadios, pareados por sexo e
idade, encontrando area gordurosa do brago e area muscular do brago
correspondentes a 41% e 75% das areas encontradas para os vizinhos sadios.

Cerf et al. (72) em estudo prospectivo também avaliaram o estado
nutricional de criancas expostas a infecgao por L. chagasi no interior da Bahia.
O grupo encontrou, similarmente aos achados de Badaro et al. (9), alta
prevaléncia (77%) de desnutricdo nas criangas com LV, medida através de
baixo peso para idade. Foi também encontrado que 82% das criangas com LV
possuiam baixa altura para idade, comparado com 55% em criancas sem

infeccdo por L. chagasi. Os dados neste estudo mostraram ainda que, das
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criangas que apos avaliagao inicial desenvolveram LV, 45,5% apresentavam
desnutricdo grave ou moderada e, destas criangas desnutridas que
desenvolveram LV, somente 22% apresentavam anticorpos anti-Leishmania no
momento da avaliagao nutricional.

Como comentado anteriormente, um ponto importante a ser considerado
nos estudos que avaliam o estado nutricional em doencas infecciosas, como a
LV, é a dificuldade em se definir a causalidade da doencga, e os fatores que
antecedem a infecgdo. No entanto, no estudo de Cerf et al. (72) ficou clara a
existéncia de desnutricdo antes da infecgao pelo parasita, dado grande numero
de criangcas sem infecgao por L. chagasi que apresentavam desnutricdo e
desenvolveram doenca.

Dye & Williams (73) observaram que a desnutricdo reportada pelos
estudos anteriores poderia ser falsamente interpretada como um fator de risco,
uma vez que estes estudos nao avaliaram se a exposigao das criangas
desnutridas ao parasita, representada pelo numero de flebotomineos e caes no
local de moradia, diferia em relacdo as demais criangas nao desnutridas.
Assim, os autores criaram modelos estatisticos para infeccdo e doenca
utilizando os estudos publicados, com a adicdo dessas variaveis de exposicao.
Os resultados apontaram que realmente a desnutricdo esta relacionada ao
desenvolvimento de doencga, como mostrado nos estudos anteriores de Badaré
etal (9)e Cerfetal (72).

Pérez et al. (74) ao avaliar o efeito de dietas hipoprotéicas em
camundongos C57BL/6 submetidos a infecgao por L. mexicana verificaram que
estes ndao apresentaram resposta de cura espontanea a infecgdo, com lesdes
maiores que o grupo em dieta normal. Os linfécitos dos animais em dieta
hipoprotéica também apresentaram resposta diminuida ao estimulo por
Leishmania.

Anstead et al. (75) observaram o efeito da infecgdo por L. donovani em
camundongos da linhagem BALB/c sob diferentes dietas. Neste estudo, de
forma inédita em modelos animais com leishmanioses, foi levado em
consideragao o peso para idade dos camundongos estudados, a semelhancga
das avaliagdes realizadas em humanos. Outro aspecto importante do estudo foi

a avaliagao de componentes da resposta imune inata, uma vez que uma falha
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no reconhecimento e inativagao inicial do parasita pode levar a disseminagao
da infecgao para outros 6rgaos, como baco e figado.

Assim, os camundongos foram alimentados com dietas com baixo teor
em proteinas, calorias, ferro e zinco, e comparados com camundongos
alimentados com dieta normoproteica, normocaldrica, com quantidades
adequadas de zinco e ferro. Os resultados demonstraram que, nos
camundongos com dieta deficiente, a disseminacao de L. donovani era maior
no figado e bago quando comparada aos animais controle. Foi verificado
também que a disseminagdo apresentada por estes animais estava
correlacionada com o peso para idade, sendo maior naqueles que
apresentavam os menores valores antropomeétricos. Os camundongos em dieta
controle apresentaram maior reteng¢ao do parasita nos lifonodos, o que impediu
a disseminagao da infecgdo para as visceras (75).

As células de linfonodos dos camundongos em dieta deficiente
produziram niveis aumentados de prostaglandina E, (PGE.). Esta
prostaglandina quando bloqueada pelo uso de indometacina esta associada a
diminuicdo de lesbes, aumento da producdo de O6xido nitrico e INF-y em
infeccdo por L. major. Em infec¢ao por L. donovani, verificou-se que o bloqueio
da produgao desta prostaglandina diminuiu a visceralizagdo do parasita (75).

Anstead et al. (75) também verificaram que os camundongos em dieta
deficiente apresentavam menor atividade da enzima oOxido nitrico sintase no
figado e bago. Os dados do estudo contribuiram para o entendimento de que
nao so6 o estado nutricional, mas a dieta em seu aporte energético-protéico e de
micronutrientes estdo associados com a doenca e producao de fatores ligados
ao desenvolvimento de resposta imune efetora.

Bern et al. (30;75) verificaram em seu estudo associagdo da resposta
assintomatica a infeccao por L. donovani com o consumo de carne vermelha

pelo menos duas vezes ao més.

2.3.2 Micronutrientes

2.3.2.1 Cobre e zinco

O papel do zinco na manutencao da resposta imunolégica e resisténcia

a infeccbes é bem conhecido. Suplementacdo de zinco tem mostrado efeito
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positivo na diminuigdo da incidéncia de diarréia, pneumonia e malaria (76-78).
O zinco afeta multiplos aspectos da resposta imunolégica, participando como
co-fator em diversas reag¢des no organismo e na regulagao génica de linfocitos.
Possui também importante papel no desenvolvimento de células que medeiam
a resposta imune nao especifica como neutrofilos e células natural killers. Sua
deficiéncia afeta a imunidade adquirida por afetar o crescimento e fungdes dos
linfécitos T de ativagéo e producédo de citocinas (79).

O papel do cobre como co-fator de enzimas cobre-dependentes, que
catalisam reagdes fisioldgicas relacionadas com fosforilagdo oxidativa,
inativacdo de radicais, biossintese de colageno e elastina, formacédo de
melanina, coagulagdo sanguinea, metabolismo de ferro e sintese de
catecolaminas é bem conhecido. No entanto, estudos também vém
demonstrando reducao dos niveis de IL-2 em presenca de sua deficiéncia,
afetando negativamente a proliferacédo de linfécitos T e a reposta imune celular
(80). Mais estudos sao necessarios para o entendimento do possivel papel
regulador do cobre na resposta imune para o entendimento do efeito supressor
encontrado no estudo de Van et al. (81).

Em relacdo a estes micronutrientes em leishmanioses, encontram-se
quatro estudos na literatura, trés dos quais realizados por Kocyigic et al., na
Turquia em pacientes com leishmaniose cutanea (LC). O primeiro, de Kocyigic
et al. (82) verificou altas concentragbes séricas de cobre e baixas de zinco nos
pacientes. O segundo estudo, realizado pelo mesmo grupo (83), assim como
no estudo anterior, encontrou baixos valores de zinco e altos de cobre em
pacientes com LC. Desta vez, o grupo verificou que, durante a terapia
antimonial, os valores de zinco tenderam a aumentar e os de cobre a diminuir.
Em 2002, Kocyigic et al. publicaram novo estudo em que ficou evidenciado que
as baixas concentragdes de zinco estavam negativamente correlacionadas com
altos valores de IL-1beta, e as altas concentragdes de cobre positivamente
relacionadas a valores aumentados de IL-6 e IL-1beta. Assim, o grupo concluiu
que as alteragdes séricas destes micronutrientes em pacientes com LC podem
nao ser atribuidas a baixas ingestdes, mas sim ao resultado de acdes
imunoldgicas reguladas por citocinas, visando a defesa do organismo (84).

Van et al. (81) também verificaram que ndo s6 o zinco, mas o cobre, e a

relacdo zinco/cobre parecem influenciar a reposta celular a leishmaniose. Foi
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encontrada deficiéncia de zinco, aumento das concentragdes plasmaticas de
cobre e aumento na relagao cobre/zinco nos pacientes com LV. O aumento do
cobre plasmatico estava significativamente relacionado com o aumento na
producdo de anti-Leishmania IgG, e a relagdo aumentada cobre/zinco estava
também relacionada com o aumento da resposta Th2 a infeccao.

Os autores discutem que a relagao cobre/zinco poderia servir como um
marcador da resposta Th1 diminuida na LV. Porém, para que esta hipdtese
seja comprovada, pesquisas com seguimento de pacientes durante e apos
tratamento seriam necessarias para que se comprovasse o restabelecimento
efetivo desses micronutrientes (81).

O grupo verificou ainda que a adicdo de cobre em concentragdes
fisiologicas em meio de cultura inibiu a producédo de INF-y, e adigdo de zinco
nao reverteu esta inibicdo. Mesmo assim, esses autores sugerem que a
suplementacao de zinco em individuos com LV poderia ser benéfica, uma vez
que estudos in vivo tém demonstrado seu efeito diminuidor das concentragdes
de cobre (81).

Bern et al. (30) também encontraram em seu estudo valores diminuidos
de zinco plasmatico em individuos com LV, porém estes nao diferiram
significativamente dos valores encontrados para individuos sem infecgdo e com
infeccdo assintomatica. Neste estudo, individuos que posteriormente
desenvolveram LV também foram avaliados e, apesar de também
apresentarem valores diminuidos de zinco, estes nao diferiram entre os grupos
estudados.

Os dados encontrados nestes estudos com Leishmania relacionam-se
com os dados da literatura em relacdo ao zinco. Prasad et al. (80) observaram,
pela primeira vez, que a produgdo de INF-y em presenca de deficiéncia de
zinco estava diminuida, enquanto que a produgdo de IL-4, IL-6 e IL-10,
relacionados com o estimulo da imunidade humoral, ndo estava afetada. Desde
entdo, tém-se evidenciado que, a mudanga da resposta celular Th1 para a
reposta Th2 ocorre precocemente na presenga de deficiéncia de zinco,
agravando e/ou cronificando a infecgdo por microorganismos intracelulares
(85).

2.3.2.2 Vitamina A
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Apesar de so6 ter sua estrutura descoberta no inicio do século XX, a
deficiéncia de vitamina A foi provavelmente a primeira deficiéncia nutricional
conhecida pela humanidade. A cegueira noturna, a mais grave consequéncia
da sua deficiéncia, ja era conhecia pelos antigos gregos e egipcios, que
utilizavam figado cozido e seu suco como forma de alimento e de uso topico
para a cura da deficiéncia (86).

A vitamina A foi a primeira vitamina a ser identificada, em 1913, quase
que simultaneamente por dois grupos de pesquisadores, McCollum e Davis, na
Universidade de Wisconsin, e Osborne e Mendel, na Universidade de Yale. O
termo vitamina A é empregado genericamente a todos os compostos derivados
da B-ionona que possuem atividade biolégica de retinol. O retinol possui a
férmula empirica CyoH300 e contém na sua estrutura quimica o anel B-ionona
ligado a uma estrutura terpénica. Devido a sua similaridade com o retinol, os
compostos dele derivados sao chamados de retindides. Os retindides ativos da
vitamina A sao encontrados em trés formas: a forma alcool (retinol), encontrada
no soro, acoplado a proteina de ligagdo do retinol (RBP); a aldeido (retinal ou
retinaldeido), componente dos pigmentos visuais dos cones e bastonetes; e a
acida (acido retindico), encontrada no meio intracelular (87).

Na natureza, o retinol € encontrado em sua forma esterificada, ou pré-
formada, em alimentos de origem animal, como figado, leite e ovos. Em
alimentos de origem vegetal, ndo sdo encontrados retindides, mas
carotendides, que podem produzir retinol no metabolismo. Por esta
propriedade, se diz que os carotendides sao pro-vitamina A, podendo ser
encontrados em vegetais folhosos verde-escuros e nos vegetais e frutas
amarelo-alaranjados. O mais ativo destes € o betacaroteno, um dimero de
retinol (86;87).

Por ser encontrada na forma esterificada, a vitamina A é soluvel em
solventes orgénicos e insoluvel em solugbes aquosas. Ela é sensivel a
oxidagdo na presenca de luz, instavel ao calor e em meio acido, sofrendo
isomerizagao com esses fatores (86;87).

O efeito anti-infeccioso atribuido a vitamina A vem a partir de evidéncias
de estudos que demonstraram a associacdo da vitamina A na reducdo da

mortalidade infantil por diarréia, sarampo e infecgdes respiratorias (19;87).
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Sabe-se que a deficiéncia de vitamina A € mais comum em estados
infecciosos que em sua auséncia, sendo associada com aumento de
morbidade e mortalidade, desnutricdo e comprometimento do crescimento e
desenvolvimento cognitivo. A deficiéncia de vitamina A pode ser classificada
em clinica, manifestada pela cegueira noturna, mancha de Bitot, xeroftalmia e
queratomalacia, ou subclinica, quando as concentragdes séricas de retinol se
encontram inferiores a 20ug/dL (0,7umol/L). Porém, dados na literatura tém
sugerido que valores de retinol sérico inferiores a 30ug/dL (1,05umol/L) estédo
associados com disfungdo biolégica e sao responsivos a suplementagéo
(19;87;88). Estudo em criangcas menores de 5 anos de populagdes com
deficiéncia de vitamina A tém demonstrado que sua suplementagcdo pode
reduzir a mortalidade em torno de 30% (89;90).

Neste sentido, a maioria dos paises em desenvolvimento tem adotado o
protocolo da Organizagdo Mundial da Saude de suplementagao para diminuir
as consequéncias de sua deficiéncia. O protocolo recomenda a suplementacao
de 200.000 Ul para mulheres no pés-parto imediato, e suplementagdo de
vitamina A para criangas de 6 até 59 meses, com uma dose a cada seis meses.
Sao recomedados 100.000 Ul para criangas de 6 a 11 meses e 200.000 Ul
para criangas de 12 a 59 meses (89-92).

Em paises em desenvolvimento se estima que concentragcbes
plamaticas de retinol < 20ug/dL (0,7umol/L) variem de 11 a 40% em criangas
menores de 5 anos (93). No Brasil, a deficiéncia de vitamina A varia de 21 a
49% em criangas pré-escolares, e a Organizagao Mundial da Saude classifica o
pais com alto indice de deficiéncia subclinica da vitamina (93-97).

O efeito protetor desta vitamina contra doencas infecciosas pode ser em
parte atribuido ao papel de manutencéo da integridade de mucosas e estimulo
da proliferacao e diferenciacao das células epiteliais (20;98;99).

Rahman et al. (98), em estudo randomizado com 800 criangas entre 12-
35 meses em Bangladesh encontraram diminuigdo significativa da incidéncia
de diarréia em criangas suplementadas com vitamina A em comparagao com o
grupo placebo. Este efeito foi ainda maior em relagdo ao placebo quando
comparado ao efeito da suplementacdo simultanea de vitamina A e zinco.

Publicagdes tém mostrado que o baixo nivel sérico desta vitamina é fator

de risco para transmissao de HIV materno-fetal (100), e que suplementagao da
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vitamina acarreta em melhora do progndstico de pacientes com malaria
falciparum (22).

Outro importante papel atribuido ao acido retindico é o de ativagao de
células T efetoras e de memodria mesentéricas. lwata et al. (101) ao estudarem
ratos deficientes em vitamina A verificaram diminui¢cao das células T efetoras e
de memodria na mucosa intestinal. Experimentos in vitro realizados pelo grupo
demonstraram que a presencga do acido retindico induziu, mesmo na auséncia
de células dendriticas, a expressao de receptores que promovem a migragao
de células T a mucosa intestinal, o CCR9 e a4p7. As células dendriticas
mesentéricas por sua vez apresentaram alta produgao da enzima retinaldeido
desidrogenase, importante para a formagdo do acido retindico. O bloqueio
desta enzima nas células dendriticas ou de receptores de acido retindico nas
células T diminuiu significativamente a expressao de CCR9 e a4p7, essenciais
para a migragao das células T a mucosa intestinal.

Alguns estudos em células humanas tém mostrado que o acido retindico
pode apresentar diferentes efeitos na resposta imune, dependentes do
antigeno estimulante, tipo e origem das células e da via de estimulagdo das
mesmas. Em estudo, utilizando como via de estimulagdo os receptores de
células B (BcR) e cepas de Staphylococcus aureus, foi observada acéao
inibitéria do acido retindico no processo de proliferacdo das células B, com
inibicdo do sistema de ativagao do ciclo celular. Estudos que utilizaram células
B isoladas de tonsila e baco em murinos também verificaram efeito inibidor do
acido retindico na diferenciagao celular, mas sem efeito inibidor da proliferacéao
(102;103).

No entanto, estudo utilizando células B de memodria humanas
estimuladas via toll-like receptor 9 (TLR-9) por meio de CpG-DNA, um antigeno
policlonal presente em bactérias e virus, mostrou um aumento da proliferacao e
diferenciagao destas células, com maior produgao de IL-10 e IgG em presencga
de acido retindico, a forma ativa de retinol nas células (104).

O papel da vitamina A na ativagao ou inibicdo de genes é exemplo bem
caracterizado de regulagdo direta na expressao génica por nutrientes. No
nucleo celular, o acido retindico influencia a ativagcdo de genes através da
ligacdo a receptores especificos, pertencentes a superfamilia de receptores

tirdides e esterdides. Na sua forma all-trans, o acido retindico liga-se a
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receptores de acido retindico (RAR), que agem como ativadores
transcripcionais de genes especificos. Os RAR’s sdo expressos nas isoformas
RAR-a, RAR- e RAR-y. Outro metabdlito ativo da vitamina A no nucleo celular
€ 0 acido 9-cis retindico, que se liga a receptores X retindides no nucleo celular
(RXR). Estes receptores também apresentam as isoformas a, B e y. Cada
receptor RAR e RXR possui dominios especificos no DNA, através dos quais a
atividade de transcricdo pode ser afetada. Estes dominios do DNA sao
chamados de elementos de resposta ao acido retindico, ou RARE (87). Apesar
da expressao de muitos genes parecerem associados com a regulagao por
vitamina A, apenas alguns RARE foram caracterizados até o momento.

A expresséo do gene do IFN-y, essencial para a resposta Th1 efetiva, &
diminuida pelo acido retindico. Cippiteli et al. (105) demonstraram em PBMC
humanas, que o estimmulo por acido retindico em diferentes concentracdes
inibiu a expressdo de RNAm de IFN-y de 10 a 17%. Os autores verificaram em
células T linfoblastdies humanas que esta diminuicdo estava relacionada ao
efeito inibidor do acido retindico na regiao ligadora USF/EGR-1 do promotor.

Modelos animais, tém mostrado que a deficiéncia de vitamina A esta
associada a promocao da resposta Th1 em detrimento da resposta Th2.
Cantorna et al. (25) demonstraram em animais deficientes que havia maior
numero de fatores de transcricdo de IFN-y e IL-12 e que quando suas células T
foram estimuladas, via receptor de células T, houve maior producédo destas
interleucinas e baixa producao de IL-10 e IL-4. Neste estudo, a suplementacao
de acido retindico diminuiu a produgao de fatores de transcricdo de IFN-y e IL-
12.

No estudo realizado por Cantorna et al. (106) ratos deficientes em
vitamina A apresentaram a mesma frequéncia de células produtoras de IFN-y
que ratos controles. No entanto, a producdo de IFN-y nos ratos deficientes
apresentou-se seis vezes mais rapida apos estimulo, e a adicdo de acido
retindico diminuiu em 50% esta velocidade. Ao contrario, as células secretoras
de IL-5 estavam mais presentes nos ratos controles, e velocidades de
producao destas citocinas foi a mesma para ambos os grupos. A adi¢cao de
vitamina A dobrou a frequéncia destas células em ambos os grupos. As células

apresentadoras de antigenos no grupo dos animais deficientes estimularam
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maior producdo de IFN-y que as células dos animais controle e a adicdo de
acido retindico diminuiu esta producdo em 50%. Desta forma, os autores
concluiram que a vitamina A pode aumentar a resposta Th2 através da
regulagédo dos seguintes mecanismos: diminui¢ao da taxa de producgao de IFN-
vy e da atividade de células apresentadoras de antigenos, e aumento da
proliferacdo de células Th2.

No entanto, sdo poucos os estudos em humanos que comprovem esta
tendéncia. Jason et al. (27) em estudo realizado em Malawi, regido endémica
para tuberculose e HIV, encontraram niveis de vitamina A reduzidos nas
criangas doentes e significativamente correlacionados com maior numero de
células natural killers e relagcdo IL-10/TNF-a diminuida em mondcitos
estimulados. O grupo encontrou ainda associagao inversa da cicatriz da vacina
BCG, que foi utilizada como marcador de resposta celular, e valores séricos de
retinol.

Apesar de a LV apresentar relacdo com a resposta imune celular e
humoral, e da deficiéncia de vitamina A ser comum nas areas endémicas para
a doenga, estudos que procurem elucidar a interagdo desta vitamina com a
resposta de doenca ou infecgdo assintomatica sdao escassos.

Luz et al. (17) ao estudar criangas com LV em um desenho experimental
tipo caso-controle verificaram que estas criangas apresentavam baixas
concentragbes séricas de retinol, ao serem comparadas com seus irmaos
sadios.

Apesar dos mecanismos que levam a diminuicdo do retinol em
processos infecciosos ndo serem bem entendidos, acredita-se que a mesma
deve-se ao aumento da excrecdo renal de retinol e da proteina ligadora de
retinol (RBP) associada a processos infecciosos febris. Acredita-se que, nestes
episodios, ndo existe defeito na fungao glomerular, uma vez que proteinas com
peso molecular = 65kDa nao entram nos tubulos renais. No entanto,
possivelmente, existe defeito na reabsorgcao realizada pelas células do tubulo
proximal, o que acarreta em defeito na reabsorcéo de proteinas de baixo peso
molecular, como a RBP com massa molecular de 21kDa. Isso leva a um
aumento da excrecdo urinaria de RBP e de retinol ligado a RPB.
Aproximadamente 85% da RBP no soro estd complexada a proteina

transtiretina. Esta proteina ndo foi encontrada na urina de individuos com
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processos infecciosos agudos, o que reforga a hipdtese de que a excregao
aumentada de RPB e retinol na urina seja causada por defeito na funcao
tubular (107;108).

Bern et al. (30) também encontraram concentragdes séricas de retinol
diminuidas em individuos com LV em Bangladesh. Neste estudo, individuos
saudaveis que apds trés meses da coleta desenvolveram LV também
apresentaram valores diminuidos de retinol sérico, apesar dessa diminuigcéo
nao se mostrar estatisticamente significante em relagédo aos grupos saudaveis
que desenvolveram infecgao assintomatica e que nao apresentavam infeccao

por L. donovani.

2.3.2.3 Suplementacdo de micronutrientes

Até o momento, ndo existem estudos na literatura que demonstrem o
efeito da suplementacdo de micronutrientes na resposta a infecgao por
Leishmania em humanos.

Garg et al. (29), no unico estudo realizado em camudongos, verificaram
que suplementagao profilatica de vitamina C em 15 doses diminuiu
significativamente a visceralizagdo de L. donovani, e aumentou o efeito
terapéutico do stibogluconato de sdédio. No entanto a suplementagdo desta
vitamina apos o estabelecimento da infec¢ao, diminuiu a agdo da droga.

A suplementacao de ferro e das vitaminas A, B e E, quer utilizadas de
maneira profilatica ou terapéutica, promoveram a multiplicagcdo do parasita.
Estes dados sugerem que a suplementacdo de micronutrientes deve ser
observada e estudada, de acordo com as doengas endémicas existentes na

area a ser beneficiada (29;32).

2.3.3 Amamentacao e peso ao nascer

A amamentacdo € mundialmente reconhecida pelo seu efeito protetor
contra infecgdes diarréicas, respiratérias, urinarias e otites em criangas. Este
efeito protetor mostra-se nos estudos de forma prospectiva e € independente
de condi¢des sdcio-econdmicas, numero de residentes na familia e grau de
instrugao dos pais (11-13).

O leite materno apresenta diversos fatores bioativos responsaveis pelo

efeito protetor contra doengas infecciosas. Dentre as proteinas encontradas,
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tém-se imunoglobulinas, lactoferrina, lisosimas, alfa-lactoalbumina e caseina
(109).

As imunogloblinas existentes no leite materno sdo a IgM, IgG e, em
maior quantidade IgA secretoria. Estas funcionam ligando-se ativamente a
antigenos microbianos, bloqueando a ligacdo de microrganismos no trato
gastrointestinal, aumentando a fagocitose de células imunes e promovendo o
desenvolvimento do sistema imune da crianca. A lactoferrina atua
principalmente na quelagdo de ions de ferro, o que inibe sua utilizagdo por
bactérias, desfavorecendo assim seu crescimento. As lisosimas promovem a
quebra da parede celular de bactérias, ligam-se as endotoxinas, aumentam a
producdo IgA e contribuem para a ativagdo de macrofagos. A alfa-
lactoalbumina ¢é carreadora de calcio e promove o crescimento de
bifidobactérias. A caseina inibe a adesao bacteriana ao trato gastrintestinal e
também promove o crescimento de bifidobactérias (109).

Existem outros fatores bioativos no leite materno, tais como:
carboidratos, especialmente oligossacarideos que estimulam o crescimento de
Lactobacillus e Bifidobacterium, associados com protecdo do trato
gastrintestinal a colonizagdo por microorganismos patogénicos, e fatores de
crescimento, como o TGF-a, TGF-B, fator de crescimento insulina-simile (IGF),
que atuam no crescimento das células intestinais, maturando as células, o que
leva @ menor permeabilidade a patégenos (109).

Além da presenca desses fatores, estudos tém demonstrado que
alimentos complementares contaminados sao a principal rota de transmissao
de diarréia em criangas, razao pela qual se verifica aumento da incidéncia da
doenga no segundo semestre de vida, que coincide com o aumento da
ingestdo destes alimentos. Assim, criangas exclusivamente amamentadas
apresentam menor risco de doencgas veiculadas por alimentos (110;111).

Estudos tém mostrado tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento acao protetora da amamentacdo na morbidade e mortalidade
infantis por doencgas infecciosas, especialmente por infec¢des diarréicas.

Chen & Rogan (112), ao avaliar nos Estados Unidos dados de
mortalidade infantil, verificaram que criangcas que haviam sido amamentadas,
independentemente do tempo, apresentaram risco de 0.79 (IC 0,67 — 0,93) de

morte ao serem comparadas com criangas nunca amamentadas. O estudo
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demonstrou ainda que a duracdo da amamentacdo estava associada com
menor risco de mortalidade, com criangcas com trés meses ou mais de
amamentagado com risco medido através da odds ratio (OR) de 0,62 de morte.

Estudo prospectivo realizado em Bangladesh demonstrou que criangas
com auséncia de amamentacdo ou amamentagao parcial (juntamente com leite
que nao o materno e alimentos complementares) apresentavam risco de
mortalidade 2,23 vezes maior que criangcas amamentadas exclusivamente. O
risco de morte por diarréia e infeccdo respiratéria aguda nas criangas nao
amamentadas/parcialmente amamentadas foi, respectivamente, 3,94 e 2,40
vezes maior que nas criangas que receberam amamentacao exclusiva.

Estudo realizado por Ruiz-Palacios et al. (113) em criangas mexicanas
verificou que as criangas que eram amamentadas permaneceram sem
episédios de diarréia por mais tempo apdés o nascimento em comparagao a
criangas que nao receberam leite materno, sendo de 68% versus 26% aos trés
meses de idade, e 48% versus 13% aos seis meses.

Lépez-Alarcon et al. (13) ao estudar criangas recém nascidas por seis
meses verificaram efeito protetor da amamentacéo na incidéncia e prevaléncia
de infecgdes respiratorias agudas e episodios de diarréia. O grupo verificou
também que nas criangas exclusivamente amamentadas houve diminuicao dos
dias em que a crianga permaneceu doente, com episodios de doenca de menor
duracgao.

Em relacdo a associacdo da amamentacao e deficiéncia de vitamina A,
de acordo com a OMS (114), o padrdo de amamentagao até os 18 meses com
introducdo de alimentos fonte de vitamina A partir dos 6 meses € protetor
contra a deficiéncia clinica de vitamina A. A OMS afirma ainda que a
alimentagao complementar ou suplementagao da vitamina é necessaria a partir
dos seis meses, especialmente em criangas de maes desnutridas. Para analise
de populagbes, segundo a OMS (114), onde a desnutricdo materna é
prevalente, ha risco de deficiéncia de vitamina A quando 50% das criangas nao
recebem LM aos 6 meses e quando menos de 75% das criancas de 6 a 17
meses nao recebem alimentos ricos em vitamina A ao menos 3 vezes/semana.

A recomendacido do tempo apropriado de amamentagcdo exclusiva foi
controversa até o ano de 2001, apos a 542 Assembléia Mundial da Saude,

quando a Organizacdo Mundial da Saude, recomendou a introdugdo de
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alimentos complementares a partir dos 6 meses em substituicio a
recomendacgao anterior, de 4 a 6 meses. Esta mudanca foi entdo integrada na
recomendagao para a saude publica global. No entanto, s6 em 2002, se atingiu
0 consenso mundial de que nao ha beneficio que possa ultrapassar os riscos e
desvantagens da introdugédo precoce de alimentos complementares antes dos
6 meses de vida (111;115).

O Ministério da Saude do Brasil (116) recomenda que o aleitamento
materno exclusivo deva ser praticado até os 6 meses de vida, quando deve ser
iniciada a introducao de alimentos complementares, mantendo o leite materno
até 2 anos ou mais.

Apesar de estudos comprovarem o efeito benéfico da amamentagao
exclusiva até os 6 meses na morbidade e mortalidade infantis, e de ter ocorrido
nas ultimas duas décadas maior incentivo ao aleitamento materno, e aumento
do tempo de amamentagao, foi demonstrado que a prevaléncia desta pratica
ainda é baixa nos paises em desenvolvimento com média de 39%. Na Africa
esta pratica é realizada em 25% da populacdo, na Asia, 45% e, na América
Latina e Central, em 31% (33;117).

O peso ao nascer € um outro fator associado a morbidade e mortalidade
infantis, que representa o estado nutricional intrauterino da crianga, o estado
nutricional materno e pode ser interpretado como um marcador de morbidade e
mortalidade prospectivo (118-121).

O baixo peso ao nascer € definido como peso inferior a 2500g, e ainda &
considerado, mundialmente, como problema de saude publica. Apesar de 50%
das criangas nascidas com baixo peso em paises desenvolvidos serem
nascidas pré-termo, em paises em desenvolvimento, a maioria dessas criangas
nascem a termo, sendo afetadas pela restricao intrauterina no crescimento que
se inicia no inicio da gestacao (14).

Estima-se que a prevaléncia de baixo peso ao nascer varia de 25%, no
sul asiatico — onde mais de 50% das criancas com baixo peso ao nascer
nascem — a 10 e 12% na Africa e América Latina, respectivamente. Apesar
dessas porcentagens serem superiores as estabelecidas como meta mundial
de < 10% em 1990, acredita-se que estes dados estdo subestimados. Estima-
se que mais de dois tergos do peso ao nascer nao sao registrados em paises

em desenvolvimento da Africa, Asia e América Latina (14).
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No entanto, acredita-se que houve melhora deste indicador em algumas
regides, uma vez que houve diminuicdo da desnutrigdo na infancia, o que
sugere diminuigdo da prevaléncia de baixo peso ao nascer (121).

Foi demonstrado que fatores nutricionais maternos tanto antes quanto
durante a gestacado sao responsaveis por 50% dos casos de baixo peso ao
nascer em paises em desenvolvimento. Na realidade, o baixo peso ao nascer
esta interligado com o estado nutricional materno, em uma dindmica que se
perpetua, afetando futuras geragdes. No padrdo classico, criangas do sexo
feminino nascidas com baixo peso, continuam a apresentar falha no
crescimento durante a infancia e adolescéncia e tendem a procriar ainda na
adolescéncia. Este fato faz com que estas adolescentes sejam gestantes antes
de atingirem tamanho corporal e reservas de nutrientes adequadas a gestacgao.
Assim, estas gestantes geram recém-nascidos de baixo peso ao nascer (122).

Este fato foi reforcado em recente meta analise realizada por Victora et
al. (15). Neste estudo ficou evidenciado que o baixo peso ao nascer também é
preditor de baixa altura na vida adulta, baixa escolaridade e diminuicdo da
capacidade produtiva. Além disso, estudos tém demonstrado a associa¢ao do
baixo peso ao nascer com maior risco de aumento das concentragdes de
glicose, aumento da pressao arterial, perfil lipidico alterado e maior risco de
doenga cardiovascular na vida adulta (15;118). Acredita-se que as ultimas
associagdes descritas possam ser explicadas pelo rapido ganho de peso na
infancia, que pode estar ligado a este processo. No entanto, sdo necessarios
estudos que esclarecem as vias metabdlicas que expliquem as associagdes
encontradas (118).

Apesar dos estudos na literatura demonstrarem o efeito da
amamentagao e peso ao nascer na protecdo contra morbidade e mortalidade
por doencgas infecciosas, inexistem estudos que elucidem essa interacdo em

leishmanioses, sendo necessaria a elucidacido desta associacao.
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3. Métodos

3.1. Consideracdes éticas

Este estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa —
CEP da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, segundo protocolo
088/06 — CEP-UFRN, CAAE 0079.0.051.000-06 (Anexo).

3.2. Tipo do estudo

Foi realizado estudo do tipo transversal de dezembro de 2006 a janeiro
de 2008, no qual criangas com leishmaniose visceral e com histérico da doencga
foram comparadas entre si e com criangas sadias, sem histérico da doenga,

expostas a infecgédo por Leishmania chagasi.

3.3. Area do Estudo
O estudo foi realizado em oito municipios do Rio Grande do Norte: Natal,
Paranamirim, Nisia Floresta, Macaiba, Ceara Mirim, Sdo Gongalo, Touros e

Extremoz.

3.4. Populacao estudada
Foram estudados quatro grupos de criangas: 1) 20 criangas com
leishmaniose visceral ativa, 2) 33 criangas com histéria de leishmaniose
visceral, 3) 40 criangas com infec¢ao por L. chagasi assintomatica (DTH+), e 4)
56 criangas sem sinais de infeccdo por L. chagasi. Destas criangas, 50,4%
moravam em regido peri-urbana ou urbana e 49,6% em regi&o rural.
Foram considerados como critérios de inclusao para cada grupo:
1) Leishmaniose visceral sintomatica: criangas com sinais e sintomas
de LV, com diagnéstico confirmado por aspirado de medula éssea e
presenca de anticorpos anti-rk39 e anti-antigeno soluvel de
Leishmania (SLA).
2) Histéria de leishmaniose visceral: criangas com histéria de
tratamento para LV ha mais de um ano, acompanhadas pela equipe

do laboratério de Imunogenética da UFRN;
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3) DTH+: criangas com resposta cutanea de hipersensibilidade tardia
(DTH) positiva ao teste cutdneo de Montenegro sem histéria da
doenca;

4) Criangas sem infecgao por L. chagasi ou DTH-: criangas com teste
de Montenegro e sorologia anti-SLA negativos, parentes de um caso
de LV.

Os critérios de exclusdo utilizados em todos os grupos foram: a)
criangas doentes com febre > 38°C no momento da coleta — exceto LV ativa; b)
criangas mental ou fisicamente deficientes; c) criangas maiores de 14 anos; e
d) criangas que nao consentiram e/ou 0s pais ou responsaveis nao consentiram
a participag¢ao no estudo.

Os casos ativos de LV foram arrolados no Hospital infantil Varela
Santiago. As criangas com historia de leishmaniose visceral, infecgao
assintomatica e sem infeccdo por L. chagasi, foram acompanhadas pelo
Laboratério de Imunogenética da UFRN durante e apds o tratamento. Estas
familias foram visitadas em suas casas, onde os dados foram coletados.

Todas as criangas tiveram sua participacdo consentida no estudo pelos
pais ou responsaveis, formalizada através da assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido. Foi aplicado um questionario semi-
estruturado para coleta de dados socio-econdmicos e investigacdo da historia
de amamentagao, peso ao nascer, presenca de co-morbidades, tempo de
tratamento para a LV (no caso de criangas com histéria da doenga) e uso de
medicacao e/ou suplementos nutricionais (Apéndices 1 e 2).

Para cada individuo, foram coletados cerca de 10mL de sangue para
realizacdo das seguintes dosagens: hemograma, proteinas totais, albumina,
globulinas, ELISA para anticorpo anti-SLA e rK39, retinol sérico e MRDR,

proteina C-reativa e alfa-1-glicoproteina acida.

3.5. Avaliacédo do estado nutricional

Foram coletados dados de peso, altura, idade e sexo das criangas
estudadas. Uma vez que o peso poderia mostrar-se positivamente afetado pela
hepatoesplenomegalia nas criangas com LV ativa, a medida da circunferéncia
do braco foi realizada como medida adicional de perda ponderal. Para

avaliagdo do estado nutricional, foram utilizados os indices Peso/ldade (P/l),
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Altura/ldade (A/l), Peso/Altura (P/A), indice de Massa Corporal (IMC) e
Circunferéncia do Braco/Altura (CB/Altura). Foram consideradas eutroficas
criangas com indices entre +2 e -2 escores z, e desnutridas criangas com
indices < -2 escores z (123). O calculo dos indices e escores z foi realizado
através do programa Epi Info versdo 3.4.1. Foi utilizada como referéncia a
tabela do Centers for Disease Control (CDC) de 2000, disponivel no programa.

Para coleta dos dados antropométricos, foi utilizada balanga digital
marca Plenna® com capacidade para 150Kg, sensibilidade de 100g e
estadidmetro portatil marca Invicta Education® com capacidade para 2m e
sensibilidade de 0,1cm. Para criangas menores de dois anos, o comprimento
foi aferido utilizando antropdmetro com capacidade para 120cm e sensibilidade
de 0,1cm. A altura/comprimento foi aferida duas vezes com erro padrdo
permitido de = 0,5cm. A circunferéncia do brago foi medida utilizando fita
métrica com capacidade para 150cm e sensibilidade de 0,1cm. Todas as

medidas antropométricas foram realizadas por um unico pesquisador treinado.

3.6. Avaliacdo dos niveis de vitamina A

A vitamina A foi avaliada pela dosagem de retinol sérico e pelo método
de dose-resposta relativa modificado ou modified-relative-dose-response test
(MRDR), uma vez que o retinol sérico apresenta-se diminuido em infeccdes e
sO declina apds deplecdo das reservas hepaticas. O MRDR avalia
quantitativamente as reservas hepaticas de vitamina A. Para o teste, o 3,4-
didehidroretinol acetato (3,4-DRA), um analogo de retinol sem funcéao
metabodlica conhecida no organismo humano, encontrado em peixes e
sintetizado artificialmente, é administrado oralmente. Esta substéncia é
hidrolizada no intestino a 3,4-didehidroretinol, que € incorporado aos
quilomicrons sob a forma ésteres de 3.4-didehidroretinol. Estes sao capturados
pelo figado a partir dos remanescentes de quilomicrons e hidrolizados a 3,4-
didehidroretinol (3,4-DR). Se o individuo apresenta reservas adequadas de
vitamina A, o DR sera armazenado sob a forma de ésteres de 3,4-DR no
figado. Se as reservas hepaticas estiverem baixas, o 3,4-DR se liga a RBP
acumulada e circula pelo organismo (124;125). O teste utiliza a relagcédo entre
3,4-DR e retinol no soro, sendo considerados individuos com estado de

vitamina A inadequado os que apresentam relagéo = 0,060 (124).
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3.6.1 Preparo e administracao da dose

O 3,4-didehidroretinol acetato (DRA) foi obtido na Universidade de
Wisconsin, Estados Unidos. A sintese de DRA foi realizada segundo
Tanumihardjo et al. (126) e a substancia foi imediatamente solubilizada em dleo
de milho. A solucéo foi armazenada a -80°C.

Foi administrada uma dose unica de DRA em o6leo de milho de acordo
com a idade, sendo as seguintes doses utilizadas: 1,5mg (5,3umol) para
criangas menores de 6 anos; 2,0mg (7,0umol) para criangas entre 6 e 12 anos
e 2,5mg (8,8umol) para criangas maiores de 12 anos (127).

Apos a administracdo do DRA, foi oferecido um lanche com baixa
quantidade de retinol, contendo aproximadamente 10g de gordura para
maximizar a absor¢do do DRA (Tabela 1). O sangue foi coletado apés 4-5
horas, em tubos para coleta protegidos da luz e armazenado em bolsas
térmicas até a chegada ao laboratério. As amostras foram centrifugadas a
4000rpm por 10 minutos e o soro aliquotado, banhado com nitrogénio, selado e

armazenado a -80°C.

Tabela 1. Composicdo dos lanches ofertados para as criangas apos
administragao de 3,4-DRA.

Quantidade Valc,)r. Proteinas Lipidios  Carboidratos Retinol

Lanche Energético
(@) (Kcal) (@ (@) (@ (mcg)

Castanha de
caju torrada 25 143 4,75 11,5 7,25 0
com sal
Biscoito doce
tipo wafer, 40 201 2,4 10 27,2 <LQ
recheado com
chocolate

LQ: limite de quantificacdo de 10ug/100g
Fonte: Tabela Brasileira de Composig¢éao de Alimentos (TACO) (128)

3.6.2 Extracao de 3,4-didehidroretinol e retinol do soro

Em 400uL de soro foram adicionados 500uL de etanol 95% para
desnaturacao de proteinas. As amostras foram homogeneizadas por 30
segundos. Em seguida, foram adicionados 500uL de hexano, sendo as

amostras homogeneizadas por 1 minuto e centrifugadas a 4000rpm por 10
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minutos. A fase organica, que contém o hexano, foi extraida e reservada para
evaporagao sob nitrogénio em banho-maria a 37°C. Foram realizadas mais
duas extracbes com hexano conforme descrito acima. Apds a evaporagao sob
nitrogénio, as amostras foram reconstituidas em 100uL de metanol grau HPLC,
sendo aplicados 50uL no HPLC.

Em todas as amostras, antes da desnaturagcdo com etanol 95%, foi
acrescentado padrao interno de retinol acetato (RA) em uma concentragao que
conferisse apos a reconstituicdo 1ug/mL. Este procedimento foi realizado de
forma a se manter sistematicamente o controle da eficiéncia das extracdes. A
Figura 2 mostra o fluxograma das extragbes das amostras (125).

Todos os procedimentos foram realizados em duplicata, em ambiente

escuro e em tubos de vidro protegidos com papel aluminio.

3.6.3 Preparo do padréo de 3,4-didehidroretinol

A partir da solugao de 3,4-DRA em 6leo de milho foram retirados 10uL e
adicionados 1,5mL de etanol 95%, sendo a amostra homogeneizada.
Adicionou-se 0,75mL de KOH a 50% para saponificacdo da substancia. A
amostra foi homogeneizada e colocada em banho-maria com agitacdo a 45°C
por uma hora. Foram entdo acrescentados 1mL de agua destilada e 1,5mL de
hexano, sendo a amostra homogeneizada e centrifugada a 4000rpm por 10
minutos. A fase contendo hexano foi extraida e reservada para evaporag¢ao sob
nitrogénio em banho-maria a 37°C. Foram realizadas mais duas extragdes com
hexano conforme descrito acima. Apds a evaporagdao sob nitrogénio, as
amostras foram reconstituidas em 200uL de metanol HPLC.

Foram aplicados no HPLC 50uL da amostra e o pico de 3,4-DR foi
coletado ao ser analisado pelo aparelho. O 3,4-DR purificado foi entao lido em
espectrofotdometro a 350nm e diluido com metanol grau HPLC até que uma
leitura de aproximadamente 0,15 fosse atingida. Para verificagdo da pureza, foi
realizada leitura no espectrofotbmetro no comprimento de onda de 260 a
400nm (125).
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+ 2 vezes

Adigao de Padrao interno de
Retinol acetato

v

D 400uL soro

v
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v
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Hexano
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:
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Vortex 30 segundos

Vortex 1 minuto

Centrifuga a 4000rpm 10 minutos

v

v
Evaporagdo em banho-maria a 37°C sob nitrogénio

v

Reconstituicdo em 100uL de metanol HPLC

v

—) | Aplicac@o no HPLC
(50uL)

Figura 2. Fluxograma da metodologia utilizada para extracdo de 3,4-

didehidroretinol e retinol das amostras de soro.
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A formula para determinacéo da concentracao do padrao de 3,4-DR foi a
mesma utilizada para o retinol e retinol acetato, utilizando o coeficiente de
extingado (E'®) e comprimento de onda (A°) especifico para cada substancia,
segundo manual MERCK (129).

3.6.4 Preparo da curva padréo de retinol e 3,4-DR

As curvas padrao de retinol e 3,4-DR foram realizadas periodicamente a
partir de solucbes de seus respectivos padrao estoque. Foram realizadas 6
diluicdes de concentragdes conhecidas para aplicagao no HPLC.

As curvas foram construidas colocando os valores de massa injetada no
eixo das abscissas e suas respectivas areas no eixo das ordenadas. Foi
calculada a equacéo da reta e o coeficiente de correlacdo entre as variaveis,

sendo considerados validos valores proximos de +1.

3.6.5 Padréao interno de retinol acetato

Para o preparo do padrédo interno de retinol acetato, foram realizadas
duas diluigdes do seu padrao estoque em etanol absoluto retirando-se 100uL
de cada solugao. Da segunda dilui¢ao, foram retirados 25uL (aproximadamente
0,1ug) e adicionados ao soro analisado antes do processo de desnaturagéo
com etanol 95%. Esta quantidade adicionada conferiu uma concentracdo de
1ug/mL (50ng/50uL) apds o processo de extragao para aplicagédo no HPLC.

A confirmacgdo da recuperagdo do padrao interno de retinol acetato foi
realizada preparando padrao para aplicagao no HPLC a partir de duas diluicbes
do padrao estoque. Este padrdo continha concentragdo igual a encontrada nas
amostras de, aproximadamente, 50ng/50uL.

3.6.6 Condigdes cromatograficas

A determinacéo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), também conhecida como high pressure liquid chromatography (HPLC)
no Laboratério de Engenharia Bioquimica da UFRN. Foi utilizado cromatégrafo
da marca SHIMADZU, constituido de seis bombas de cromatografia liquida LC-
10ADVP SHIMADZU, desgaseificador modelo DGU-22 detector UV-VIS
modelo SPD-10AV SHIMADZU, sistema de integragcdo C-R6A SHIMADZU. Foi

utilizada coluna Microsorb MV™, C18 (fase reversa), 4,6 x 150mm, com poro
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de 100 A e pré-coluna MPLC® NewGuard®Holder complete C18 (fase reversa),
3,2 X 15mm.

A fase movel foi composta de 90% metanol grau HPLC e 10% agua
deionizada. Foi utilizado looping de 50uL, e o fluxo de 1ml/min. O comprimento

de onda para deteccéao foi de 350nm para maximizar a leitura do 3,4-DR.

3.6.7 Confirmacédo dos analitos e seus tempos de retencdo nas
amostras

A confirmacéo da identidade do 3,4-DR, retinol, e RA nas amostras de
soro foi determinada apds adicao de padrdes de concentragdes conhecidas em
uma amostra. A sobreposi¢cdo dos picos (amostra + [padrdo conhecido]) e
consequente aumento da area do pico no cromatograma foi entdo observada.
O tempo de retencdo da amostra foi confirmado ao comparar-se com o do
padrao.

Os tempos de retengdo das substancias analisadas foram 5,2min,
6,4min e 11,8min para 3,4-DR, retinol e retinol acetato, respectivamente. A
Figura 3 mostra um cromatograma tipico de uma amostra de soro de uma

crianca avaliada.

0,015

0,010

> Retinol Acetato

0,005

") 3,4-DR

Minutes

Figura 3. Cromatograma de amostra de soro analisada.

3.6.8 Quantificagcdo do MRDR e retinol séricos
Para quantificagdo das concentragcdes no soro de 3,4-DR e retinol foram
utilizadas as curvas padrao descritas anteriormente e suas respectivas

equacdes de reta. O resultado do MRDR foi calculado pela seguinte relagao:
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Resultado MRDR = Concentracdo no soro de 3,4-DR (ug/dL)
Concentragéo no soro de Retinol (ug/dL)

Foram considerados valores de estado normal de vitamina A MRDR <
0,030; indefinidos entre 0,030 e 0,060 e inadequados = 0,060 (127). O retinol
sérico foi considerado baixo ou responsivo ao maior consumo quando <
30ug/dL, indadequado quando entre 20 — 10ug/dL e deficiente quando < 10
ug/dL (88;130).

3.6.9 Validacédo do método

A reprodutibilidade do método foi verificada através da exatidao e
precisdo que foram avaliadas pelo teste de recuperacdo e repetibilidade,
respectivamente.

O teste de recuperacao foi realizado em cada analise através da adicao
do padrao interno de retinol acetato. A recuperagcao do padréo interno foi
medida comparando-a com o padrao para HPLC de mesma concentragao.
Valores de recuperagao entre 80-100% foram considerados como satisfatorios
(131).

Para analise de precisdo, foi aplicado padrdo com concentragao
conhecida de retinol acetato em cada dia de analise. Foi também realizada
aplicacdo de 1 mesma amostra no inicio e final das analises. Os coeficientes
de variacao encontrados foram inferiores a 5%.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdao (LQ) foram calculados
utilizando a curva de calibracdo para cada analito, de acordo com as seguintes

féormulas:

LD=3,3xs e LQ=10xs
S S

Onde s é o desvio padrao do coeficiente linear da equacgao e S é o coeficiente

de angulagéo da reta (131;132).

Os valores encontrados para o LD foram de 0,19ng e 15,52ng, e LQ de
0,58ng e 47,04ng, para 3,4-DR e retinol, respectivamente. Estes valores

asseguraram que a leitura pelo HPLC foi realizada com preciséo e exatiddo



54

uma vez que as médias de 3,4-DR e retinol nas amostras estavam acima

destes limites, sendo de 1,46ng/50uL e 81,04ng/50uL, respectivamente.

3.7. Determinacéo das proteinas totais, albumina e globulinas

A determinagao de proteinas totais (PT) foi realizada quantitativamente
pelo método de biureto, a de albumina através do método do verde de
bromocresol. Os kits utilizados foram: Proteinas Totais Cat. 19/Labtest®
Diagndstica S.A e Albumina Cat. 19/Labtest® Diagnéstica S.A. A determinagéo
quantitativa de globulinas foi determinada através da diferenga entre proteinas

totais e albumina.

3.8. Determinacé&o das proteinas de fase aguda

Sabe-se que as infeccbes sdo acompanhadas por resposta de fase
aguda, que leva ao aumento de determinadas proteinas no plasma,
denominadas proteinas de fase aguda. Para monitoramento da resposta de
fase aguda foram utilizadas duas dessas proteinas, com diferentes respostas a
infeccdo: a proteina C-reativa (CRP) e alfa-1-glicoproteina acida (AGP). A
primeira tem sua concentragdo aumentada nas primeiras 6 horas de infecgao,
com seus niveis maximos atingidos apos 24 a 48 horas, sendo que estes
decaem imediatamente apdés o final do estimulo. A segunda tem sua
concentragdo maxima atingida apos 2 a 5 dias de infecgédo, permanecendo alta
apos o término do estimulo (133).

Dessa forma, estas duas proteinas foram utilizadas para a avaliagdo da
resposta de fase aguda, por meio de teste imunoturbidimétrico. Os pontos de
corte utilizados para CRP e AGP foram de 5mg/dL e 100mg/dL,
respectivamente. As criangas foram classificadas de acordo com Thurnham et
al. (133) (Tabela 2). Foram utilizados os kits CRP/AUT-000 BioSys® e
AGP/AUT-000 BioSys®, respectivamente.
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Tabela 2. Classificagdo do estagio de infec¢cado das criangas de acordo com as

proteina C-reativa (CRP) e alfa-1-glicoproteina acida (AGP).

Classificacao CRP/AGP

Saudavel < 5mg/dL / < 100mg/dL
Periodo de incubagéao > 5mg/dL / < 100mg/dL
Infeccao ou inicio de convalescenca > 5mg/dL / > 100mg/dL
Convalescenca < 5mg/dL / > 100mg/dL

3.9. Medicéo dos anticorpos anti-SLA e anti-rk39

A presencga de anticorpos contra o antigeno soluvel de promastigotas de
L. chagasi (SLA) e antigeno recombinante K39 (rK39) foram determinados pelo
método de enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), segundo Braz et al.
(3). As placas foram sensibilizadas com o antigeno rK39 ou SLA, sendo
incubadas por 18 horas a 4°C. Para o rK39 foram pipetados 50ng/pogco do
antigeno em tampéo carbonato-bicarbonato pH 9,6 e para a fragdo soluvel
500ng/pogo no mesmo tampdo. Em seguida, as placas foram bloqueadas,
adicionando-se PBSTween 1% (200uL/pogo) e incubadas a temperatura
ambiente por 1 hora. Os soros foram diluidos em PDSTween 0,1% nas
diluicbes 1:100, 1:500, 1:1000, 1:10000. Apdbs o bloqueio, as placas foram
lavadas com PBSTween por 4 vezes (200uL/pogo). Os soros foram plaqueados
da diluicdo maior para a menor, em duplicata e encubados 1 hora a
temperatura ambiente, para entdo serem lavados com PBSTween 0,1% por 4
vezes. Para o antigeno rK39 foi adicionado como anticorpo conjugado a
proteina A-HRP na diluicdo de 1:10000 com PBSTween 0,1% e para o SLA foi
adicionado anti-lgG humana na diluicdo 1:5000 com PBSTween 0,1%. Apos 1
hora, as placas foram lavadas com PBSTween 0,1% por 4 vezes. Em seguida,
foi adicionado o cromogeno ABTS e substrato H,O, (100uL/pogo) diluidos em
tampao citrato-fosfato pH 4,2, sendo a placa envolvida com papel laminado e
encubada ao abrigo da luz por 1 a 2 horas até a reacgao ser interrompida pela
adi¢ao de 100uL/pogo de SDS 5%. A densidade Optica utilizada para leitura foi
a 405nm (3).

3.10. Teste cutaneo de Montenegro
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O Teste cutaneo de Montenegro, que é a resposta DTH ao antigeno de
Leishmania, foi realizado utilizando 25ug de proteina de Leishmania com
administragdo intradérmica. Os antigenos foram obtidos do Centro de
Producédo e Pesquisa de Imunobiolégicos (CPPI) da Secretaria de Saude do
Parana. A leitura foi realizada apods 48 — 72 horas. Foi conferido resultado

DTH+ para os individuos que apresentaram enduragao = 5mm (134).

3.11. Calculo da amostra e analise estatistica

O calculo da amostra foi realizado utilizando como parametro as
concentragdes séricas de retinol de estudo piloto com 15 casos ativos de LV e
60 criangas da area endémica para leishmaniose visceral (20 com infecg&o
assintomatica, 20 com historia de leishmaniose visceral e 20 sem infeccdo por
L. chagasi). O tamanho da amostra para detectar uma diferenga significativa
entre os grupos, com poder de 90% e 5% de nivel de significancia foi de 20
criangas por grupo.

Para detectar diferengas entre os grupos para as variaveis categoricas
foi utilizado o teste do Qui-quadrado (X?). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi
utilizado para determinagdo da normalidade das variaveis quantitativas. As
variaveis que seguiram distribuicdo normal foram apresentadas na forma de
meédia e desvios-padrao, enquanto que as variaveis sem distribuicdo normal
foram apresentadas na forma de mediana e distancia interquartilica (I1Q). Para
as variaveis que seguiram a distribuicdo normal, one-way ANOVA e poés-teste
de Tukey foram utilizados para deteccao de diferengas entre os grupos. Para
variaveis sem distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.

Para avaliacdo do peso ao nascer, tempo de amamentacao e tempo de
amamentacao exclusiva, as criangas com LV ativa e histéria de LV foram
consideradas conjuntamente, uma vez que estes parametros nao estao
associados com resposta de fase aguda. Neste estudo, a prevaléncia foi
adotada como medida de ocorréncia.

O coeficiente linear de Pearson foi utilizado para testar a correlagéo das
variaveis dependentes anticorpos anti-SLA e tamanho da enduragao ao teste
cutaneo de Montenegro, e as variaveis independentes IMC, CB/altura, retinol

sérico e resultado do MRDR.
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Foram utilizados dois modelos de regressao logistica multivariada para
avaliar fatores de risco nutricionais e bioquimicos associados com a resposta
de leishmaniose visceral e infeccdo assintomatica. Nestes modelos, sao
apresentados os valores de 8 £ dp, que demonstram a interagao, se positiva ou
negativa, entre determinada variavel e a resposta avaliada. Os valores de odds
ratio (OR) e intervalos de confianga de 95% (IC 95%) sédo apresentados para
avaliagcdo do risco apresentado entre cada variavel analisada e a resposta a
infecgao.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o Statistical Package for
Social Sciences, versao 11.5 (SPSS Inc. Chicago, IL). Os resultados foram

considerados significativos para valores de p < 0,05.
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4. Resultados

4.1. Descricao da populagéo

Um total de 149 criangcas foram avaliadas, sendo 20 com LV ativa, 33
com historia de LV, 40 com infeccdo assintomatica e 56 sem infecgao por L.
chagasi.

O tempo médio de estudo dos responsaveis pelas criancas arroladas foi
de 3,8 = 3,4 anos, com valor minimo de 0 anos e maximo de 15 anos. A renda
das familias das criancas foi em média R$ 390,1 + 349,6, com valor minimo de
R$ 50,0 e maximo de R$ 3500,0. O numero médio de pessoas residentes nas
casas das criangas foi de 6,4 + 2,8, com valor minimo de 3 e maximo de 15.

A Tabela 3 mostra a distribuigdo dos grupos estudados de acordo com a
idade e sexo. A idade média para as criangas estudadas foi 8,9 £ 3,8 anos
(ANOVA, p < 0,0005). As criangas com LV ativa apresentaram as menores
médias de idade (4,7 + 4,0), seguidas pelas criangas DTH- (8,1 + 3,4), criangas
com historia de LV (10,1 + 3,3) e criangas DTH+ (11,2 £ 2,4).

Nao foi verificada diferenga entre os grupos por sexo (XZ, p > 0,05)
sendo no total 45,6% das criangas pertencentes ao sexo feminino e 54,4% ao
sexo masculino.

A enduragdo média em resposta ao teste cutdaneo de Montenegro foi de
11,4 £ 4,0 mm nas criangas com histéria de LV, 7,6 + 3,5 mm nas criangas
DTH+ e 1,8 £ 1,8 mm nas criangas DTH- (Tabela 4).

As criangas com LV ativa apresentaram-se positivas ao anticorpo anti-
SLA. Trés criangas com historia de LV (9,1%) apresentaram anticorpos anti-
SLA positivos. Das criangas DTH+ (n = 40), 7 (17,5%) também apresentaram

anticorpos anti-SLA positivos (Tabela 4).
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Tabela 3. Distribuigdo dos grupos de criangas estudados de acordo com sexo e
idade.

Total LV ativa Histéria de DTH+ DTH- p**
LV
n =149 n=20 n=233 n =40 n =56 Valor

Idade (anos) .
8,9+38 47+39* 101+33% 112+24" 81+34 <0,0005
(média * dp)
Sexo n (%)

Masculino 68 (45,6) 9 (45,0) 14 (42,4) 20 (50,0) 25 (44,6)

0,925
Feminino 81 (54,4) 11(55,0) 19(57,6)  20(50,0) 31 (55,4)

**Para testar as diferengas de idade entre os grupos foi utilizado ANOVA. Para testar diferenga
de sexo, foi utilizado o teste do Qui-quadrado.

*O poés-teste de Tukey indicou diferenga significativa entre o grupo LV ativa e os grupos
histéria de LV, DTH+ e DTH- (p < 0,0005)

S0 pos-teste de Tukey indicou diferenga significativa entre o grupo histéria de LV e DTH- (p <
0,028)

" O pos-teste de Tukey indicou diferenca significativa entre o grupo DTH+ e DTH- (p < 0,0005)
Os demais grupos néo apresentaram diferenga significativa entre si

Tabela 4. Descricdo da populacdo estudada de acordo com tamanho da

enduracao ao teste cutaneo de Montenegro e presencga de anticorpos anti-SLA.

Enduracéo Anti-SLA
(mm) Positivo Negativo
Grupo Média £ dp n (%) n (%)
LV ativa * 20 (100,0) 0(0,0)
Historia de LV 11,4 +4,0 3(9,1) 30 (90,9)
DTH+ 7635 7(17,5) 33 (82,5)
DTH- 1,8+1,8 0(0,0) 56 (100,0)

*Nao realizado neste grupo
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4.2. Hemograma e proteinas

Foram disponiveis amostras de sangue para 145 criangas (97,3%), para
as demais 4 criangas (2,7%), a coleta de sangue néo foi realizada devido a n&o
aceitacdo da crianga ao procedimento. Destas 145 criangas, 20 criancas
apresentavam LV ativa, 32 histdria de LV, 39 infecgao assintomatica e 54 nao
apresentavam infecg¢ao por L. chagasi.

Os dados do hemograma estdo demonstrados na Tabela 5. As criangas
com LV ativa apresentaram os menores , valores de hematdcrito, hemoglobina,
leucocitos, eosindfilos e linfocitos, com medianas de 23%, 7,3g/dL, 3250, 1% e
2008, respectivamente (Kruskal Wallis, p < 0,0005), conforme ja conhecido (9)
As plaquetas também se apresentaram significativamente reduzidas no grupo
das criangas com LV, com média de contagem de 113.611 + 55.650 (ANOVA,
p < 0,0005).

A Tabela 6 indica as concentragcbes de proteinas séricas nas criangas
estudadas. Verificou-se menor concentracdo de albumina e aumento das
concentragdes de globulinas nas criangas com LV ativa, com média de 2,8 +
0,5 g/dL e 5,7 £ 1,2 g/dL, respectivamente. As concentragbes de proteinas
totais néo diferiram entre os grupos estudados, sendo a média de 8,3 £+ 1,4
g/dL.

Verificou-se maior concentracdo das proteinas de fase aguda CRP e
AGP nas criangas com LV ativa, com média de 5,7 £ 5,9 mg/dL e 144,9 + 43,6
mg/dL, respectivamente, indicando estado infeccioso, de acordo com a
classificagao proposta por Thurnham et al. (133) (Tabela 6). Os demais grupos
estudados nao apresentaram alteracdo dos valores séricos de proteinas de
fase aguda, sendo as médias de CRP encontradas de 0,9 + 0,5 mg/dL para
criangas com histéria de LV, 0,8 £ 0,7 mg/dL para criangas DTH+ e 1,0 £ 0,5
mg/dL para criangas DTH-. As médias de AGP encontradas foram de 78,8 *
22,3 mg/dL para criangas com historia de LV, 78,1 £ 24,7 para criangas DTH+ e
67,3 £ 19,2 mg/dL para criangas DTH-. Nao foi encontrada diferenga
significativa entre os grupos saudaveis estudados para as médias de CRP e
AGP encontradas (Tukey, p > 0,05).

As criangas foram distribuidas de acordo com grupo a que pertenciam,
utilizando a classificagado de Thurnham et al. (133) (Tabela 7). De acordo com a

mesma, percebe-se a maior quantidade de criangas em estado de infec¢ao
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(45,0%) e convalescenca (55,0%) no grupo das criancas com LV ativa (Qui-
quadrado, p< 0,0005). Nos demais grupos, nado foram encontradas criangas
com estado de infecgdo. Porém, o grupo de criangas com histéria de LV
apresentou 12,5% (n = 4) de criangas em convalescenga, enquanto que 0s

grupos DTH+ e DTH- apresentaram 5,1% (n = 2) e 14,8%, respectivamente.



62

Tabela 5. Dados do hemograma para os grupos de criangas estudados.

Total LV ativa Historia de LV DTH+ DTH-
Hemograma (n = 145) (n =20) (n=32) (n =39) (n = 54)
Hematacrito (%)
Mediana (IQ) 36 (6,3) 23 (7,0)* 37 (5) 37 (3,8) 37 (4,5)
Hemoglobina (g/dL)
Mediana (IQ) 12,1 (1,95) 7,3 (2,3)* 12,5 (1,6) 12,4 (1,2) 12,0 (1,5)
Leucdcitos (n° absoluto)
Mediana (IQ) 8300 (4325) 3250 (1700)* 8000 (2950) 9600 (5150) 8500 (3900)
Eosinofilos (%)
Mediana (IQ) 7 (12,0) 1(1,0)* 6 (9,5) 10 (14,5) 10 (10,0)
Linfocitos (n° absoluto)
Mediana (IQ) 4122 (2183) 2008 (1103)* 4094 (1494) 4669 (1946) 4063 (1763)
Plaquetas (n°)
Média £ dp 311786 £ 130008 113611 £ 55650** 359413 £ 119210 321138 £ 114056 352882 + 94326

Dados com distribuicdo néo-paramétrica (p < 0,05) segundo teste de Kolmogorov-Smirnov estdo apresentados sob a forma de mediana e distancia
interquartilica (1Q). Os dados de plaquetas apresentaram distribuicdo normal e estdo apresentados sob a forma de média + dp

*Teste de Kruskal Wallis para dados de distribuicdo ndo-paramétrica e ANOVA para dados com distribuigao normal indicaram p < 0,0005
*ANOVA, p <0,0005. pds-teste de Tukey indicou diferenga significativa entre o grupo LV ativa e grupos com histéria de LV, DTH+ e DTH- (p < 0,0005)

Os demais grupos nao apresentaram diferenga significativa entre si
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Total LV ativa Histéria de LV DTH+ DTH-

(n = 145) (n =20) (n =32) (n =39) (n =54) p valor,
Proteinas séricas Média + dp Média + dp Média + dp Média + dp Médiatdp ANOVA
Proteinas totais (g/dL) 83+14 8,5+1,3 84+1,3 8,3+1,0 8,1+1,6 0,592
Albumina (g/dL) 42+0,9 28+0,5* 4,3+0,5 4,3+0,9 43+0,8 < 0,0005
Globulinas (g/dL) 41+1,2 57+1,2* 41+1,3 3,9+0,7 3,8+1,0 < 0,0005
Proteina C-reativa (mg/dL) 16+27 57 +5,9* 0,9+0,5 0,8+0,7 1,0+£0,5 < 0,0005
AGP (mg/dL) 84,3 + 35,7 1449 £ 43,6% 78,8 +22,3 78,1 +24,7 67,3+19,2 <0,0005

3p valor para o teste ANOVA
*Pos-teste de Tukey demonstrou diferenca entre o grupo LV ativa e os demais grupos com p < 0,0005

Os demais grupos nao apresentaram diferenga significativa entre si
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Tabela 7. Distribuicdo das criancas por grupos estudados de acordo com a classificacdo proposta por Thurnham et al. (2003).

Total LV ativa Histoéria de LV DTH+ DTH-
Classificagdo de acordo com proteinas de fase (n = 145) (n =20) (n=32) (n=39) (n =54)
aguda n (%) N (%) n (%) n (%) n (%)
Saudavel 111 (76,6) 0 (0,0) 28 (87,5) 37 (94,9) 46 (85,2)
Periodo de incubacéo 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Infecgéo ou inicio de convalescenga 9 (6,2) 9 (45,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Convalescenca 25 (17,2) 11 (55,0) 4 (12,5) 2(51) 8 (14,8)
TOTAL 145 (100,0) 20 (100,0) 32 (100,0) 39 (100,0) 54 (100,0)

Qui-quadrado, p < 0,0005
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4.3. Historia de amamentacéo e peso ao nascer

Foram coletados dados de 122 criangas (81,9%) em relagao a historia
de amamentagcdo. Para as demais 27 criangas (18,1%), as méaes ou
responsaveis nao sabiam informar sobre o tempo de amamentacdo das
criancas. O tempo de amamentacdo total nao diferiu entre os grupos
estudados, apesar das criangas com LV tenderem a apresentar média inferior
em relagdo aos demais grupos, de 9,4 + 12,1 meses, comparada ao DTH+ de
12,9 £ 14,1 meses e DTH- de 12,5 £ 11,2 meses (ANOVA, p > 0,05). O tempo
de amamentagao exclusiva também nao diferiu entre os grupos estudados,
sendo a média total de 3,6 + 3,7 meses (Tabela 8).

Verificou-se que 53,3% (n = 65) das criangas estudadas tiveram tempo
total de amamentacdo igual ou inferior a 6 meses (Tabela 9). Apesar deste
percentual ser maior nas criangas que apresentaram LV (58,7%), e de somente
6,5% das criangas com LV apresentarem tempo de amamentagdo de 24
meses, nao foi verificada diferenga significativa entre os grupos estudados
(Qui-quadrado, p = 0,807).

Ressalta-se ainda, mesmo sem diferenga significativa (Qui-quadrado, p
= 0,257), que a maioria das criangas com LV (80,4%) apresentaram tempo total
de amamentagcdo igual ou menor a 12 meses comparadas a 65,5% em
criangas DTH+ e 68,1% nas criangas DTH-.

Em relagdo ao tempo de amamentagdo exclusiva, verificou-se que
43,4% das criangas estudadas tiveram entre 2 e 4 meses de amamentagao
exclusiva (Tabela 10). Observa-se pela Tabela 10, que a maioria das criangas
(68,8%) ndo permaneceram em amamentagao exclusiva até os 6 meses de
idade. Nao foi observada diferenga entre os grupos estudados (Qui-quadrado,
p=0,777).

Os dados de peso ao nascer estavam registrados nos cartdes de vacina
de 87 criangas (58,4%). O peso ao nascer também nao variou entre 0s grupos
estudados, sendo em média 3404 + 619 gramas (Tabela 9). A prevaléncia de
criangas com peso ao nascer inferior a 2500g foi de 5,7% (n = 5). Nao foi
observada diferenga entre os grupos estudados (Qui-quadrado, p = 0,417)
(Tabela 11).



66

Tabela 8. Média * desvio-padrao dos tempos de amamentagdo e peso ao

nascer das criangas por grupos estudados.

. _ Total LV DTH+ DTH-
Historia p valor,
o (n =122) (n = 46) (n =29) (n=47)
nutricional _ _ _ _ ANOVA
Média + dp Média+dp Média+dp Média+dp
Tempo de
amamentacgao 11,4+£122 94+121 129+141 125+11,2 0,307
(meses)
Tempo de
amamentagao
_ 3,6+3,7 3,5+3,9 40144 35+29 0,804
exclusiva
(meses)

Peso ao nascer*

(9)

3404 £+ 619 3430 + 747 3408 +402 3379 +607 0,946

* 87 criangas avaliadas (75 LV, 19 DTH+, 13 DTH-)

Tabela 9. Tempo total de amamentagao dos grupos estudados.

Total LV DTH+ DTH-
Tempo de (n =122) (n = 46) (n =29) (n =47)
amamentacao (meses) n (%) n (%) n (%) n (%)
<6 65 (53,3) 27 (58,7) 16 (55,2) 22 (46,8)
7-12 23 (18,8) 10 (21,7) 3(10,3) 10 (21,3)
13-23 6 (4,9) 2(4,4) 2(6,9) 2(4,2)
até 24 14 (11,5) 3(6,5) 4 (13,8) 7 (14,9)
> 24 14 (11,5) 4 (8,7) 4 (13,8) 6 (12,8)
TOTAL 122 (100,0) 46 (100,0) 29 (100,0) 47 (100,0)

Qui-quadrado, p = 0,807



67

Tabela 10. Tempo de amamentagao exclusiva nos grupos estudados.

Total LV DTH+ DTH-
Tempo de amamentacdo (n =122) (n = 46) (n =29) (n=47)
exclusiva (meses) n (%) n (%) n (%) n (%)
0,0-2,0 53 (43,4) 19 (41,3) 12 (41,4) 22 (46,8)
21-4,0 26 (21,3) 14 (30,4) 5(17,2) 7 (14,9)
41-59 5(4,1) 1(2,2) 2 (7,0) 2 (4,3)
até 6 28 (23,0) 9 (19,6) 7(24,1) 12 (25,5)
>6 10 (8,2) 3(6,5) 3(10,3) 4 (8,5)
TOTAL 122 (100,0) 46 (100,0) 29 (100,0) 47 (100,0)

Qui-quadrado, p = 0,777

Tabela 11. Prevaléncia de baixo peso ao nascer nos grupos estudados.

Total LV DTH+ DTH-
(n =87) (n=75) (n=19) (n=13)
Peso ao nascer n (%) n (%) n (%) n (%)
< 25009 5(5,7) 2 (6,2%) 0 (0,0) 3 (8,6)
> 25009 82(94,3) 30(93,8) 20(100,0) 32(91,4)
Total 87 (100,0) 32(100,0) 20(100,0) 35(100,0)

Qui-quadrado, p = 0,417
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4.4. Estado nutricional das criancas avaliadas

As médias encontradas para os indices A/l, P/l e P/A foram de -1,06 +
0,84, -0,72 + 0,92, e 0,17 + 0,92 escores-z, respectivamente. Em relagao a
estes indices, ndo foi encontrada diferenga entre os grupos estudados
(ANOVA, p > 0,05) (Tabela 12).

No entanto, o escore-z para o IMC foi significativamente menor nas
criangas com LV em fase aguda (ANOVA, p < 0,001), com média de -1,48 +
1,28 escores-z. O indice CB/altura também foi inferior no grupo das criangas
com LV em fase aguda (ANOVA, p = 0,022), sendo a média encontrada de -
1.53 + 1.10 (Tabela 12).

Em relag&o a prevaléncia de desnutrigdo, medida através do percentual
dos indicadores antropométricos < -2 escores z (Tabela 13), percebeu-se que a
baixa Altura/ldade, ou stunting, estava presente em 10,1% (n = 15) da
populacao estudada, ndo sendo encontradas diferengas entre os grupos (Qui-
quadrado, p = 0,567).

O percentual de criangas com baixo Peso/ldade no grupo estudado foi
de 6% (n = 9) e de criangas com baixo Peso/Altura, ou wasting, de 2,0% (n =
1). Também néo foi encontrada diferenca entre os grupos estudados para estes
dois indicadores (Qui-quadrado, p > 0,05). O percentual de criangas com baixa
CB/altura também néo diferiu entre os grupos estudados, sendo no total 10,1%
(n =15) (Tabela 13).

No entanto, o percentual de criangas com baixo IMC foi maior no grupo
das criangas com LV ativa, de 40,0% (Qui-quadrado, p < 0,0005), indicando

maior prevaléncia desnutricdo neste grupo (Tabela 13).



Tabela 12. indices antropométricos das criangas de acordo com grupos estudados.
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Total LV ativa Historia de LV DTH+ DTH- p valor,
(n = 149) (n = 20) (n=33) (n = 40) (n =56) ANOVA
indices antropométricos (escores z) Média+dp Média+dp Média + dp Média+dp Médiaxdp
Altura/ldade -1,06 £+ 0,84 -0,86 + 1,02 -1,09+0,74 -1,13+0,81 -1,04+£0,87 0,765
Peso/ldade -0,72+0,92 -0,52 £ 1,01 -0,85 + 0,91 -0,92+0,83 -0,60 £ 0,94 0,259
Peso/Altura** 0,17+0,92 0,22+ 1,56 0,87 £ 0,38 -0,49+0,96 0,24 +£0,77 0,219
CB/altura -0,87 +1,02 -1,53+1,108 -0,89+1,18 -0,99+0,93 -0,62+0,89 0,022
IMC*** -0,30 £ 1,07 -1,48+1,28* -0,29 £ 1,11 -0,36 £ 0,77 0,11 +0,89 < 0,0005

** Para o indicador Peso/Altura, um total de 49 criangas foram avaliadas (13 com LV ativa, 2 com histéria de LV, 6 DTH+ e 28 DTH-) uma vez que as tabelas

do CDC 2000 permitem o calculo deste indicador apenas para criangas de 45 a 121cm

*** IMC € calculado apenas para criangas > de 2 anos. No grupo LV ativa, 5 criangas eram < de 2 anos

Spos-teste de Tukey indicou diferenca significativa entre o grupo com LV ativa e DTH- (p = 0,014)

*Pés-teste de Tukey indicou diferenca significativa entre os grupos com LV ativa e histéria de LV, DTH+ e DTH- (p < 0,0005)

Os demais grupos n&o apresentaram diferenga significativa entre si



Tabela 13. Prevaléncia de desnutricdo nos grupos estudados de acordo com os indices Altura/ldade, Peso/ldade, Peso/Altura,

CB/altura e IMC.

Total LV ativa Histoéria de LV DTH+ DTH- 5
p valor, X
(n =149) (n =20) (n =33) (n =40) (n = 56)

indices antropométricos n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Altura/ldade
< -2 escore z 15 (10,1) 2 (10,0) 1(3,0) 5(12,5) 7 (12,5) 0,567
> -2 escore z 134 (89,9) 18 (90,0) 32 (97,0) 35 (87,5) 49 (87,5)

Peso/ldade
< -2 escore z 9 (6,0) 0 (0,0) 3(9,1) 4 (10,0) 2(3,6) 0,235
> -2 escore z 140 (94,0) 20 (100,0) 30 (90,9) 36 (90,0) 54 (96,4)

Peso/Altura*®
< -2 escore z 1(2,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(16,7) 0 (0,0) 0,062
> -2 escore z 48 (98,0) 13 (100,0) 2 (100,0) 5(83,3) 28 (100,0)

CB/altura
< -2 escore z 15 (10,1) 4 (20,0) 3(9,1) 4 (10,0) 4 (7,1) 0,263
> -2 escore z 134 (89,9) 16 (80,0) 30 (90,9) 36 (90,0) 52 (92,9)

IMC**
< -2 escore z 12 (8,4) 6 (40,0) 2(6,1) 3(7,5) 1(1,8) < 0,0005
> -2 escore z 132 (91,6) 9 (60,0) 31(93,9) 37 (92,5) 55 (98,2)

* Para o indicador Peso/Altura, um total de 49 criangas foram avaliadas (13 com LV ativa, 2 com histéria de LV, 6 DTH+ e 28 DTH-) uma vez que as tabelas

do CDC 2000 permitem o calculo deste indicador apenas para criangas de 45 a 121cm

**IMC calculado apenas para > de 2 anos. No grupo LV ativa, 5 criangas eram < de 2 anos
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4.5. Avaliagdo do estado de vitamina A

As concentragdes de retinol sérico foram significativamente menores nas
criangas com LV ativa (ANOVA, p = 0,035) (Figura 4). As médias de retinol
sérico encontradas foram de 23,3 + 13,2 ug/dL nas criangas com LV ativa, 30,9
+ 9,7 ug/dL nas criangas com historia de LV, 32,0 £ 11,6 ug/dL nas criangas
DTH+ e 31,7 £ 12,3 pg/dL nas criangas DTH-. O pds-teste de Tukey indicou
diferencga estatisticamente significativa entre o grupo com LV ativa e o grupo de
criangas DTH+ (p = 0,037) e DTH- (p = 0,034) (Tabela 14).

O MRDR mostrou-se significativamente aumentado em criangas com LV
ativa (ANOVA, p = 0,009), indicando pior estado de vitamina A neste grupo
(Figura 5). As médias encontradas foram de 0,036 + 0,030 para o grupo de
criangas com LV ativa, 0,022 + 0,018 para as criangas com historia de LV,
0,021 + 0,016 para o grupo DTH+ e 0,019 = 0,019 para as criangas DTH-. O
pos-teste de Tukey indicou diferenga estatisticamente significativa entre o
grupo com LV ativa e os grupos DTH+ (p = 0,023) e DTH- (p = 0,005) (Tabela
14).

Para verificagcdo da auséncia de diferenga significativa entre o grupo
com LV ativa e o grupo com histéoria de LV, as médias foram novamente
comparadas entre os grupos, retirando da analise as criangas que
apresentaram estado de convalescencga, conforme indicado pela classificacédo
das proteinas de fase aguda. Como se pode perceber na Tabela 15, a média
deste grupo nao se alterou significativamente, com poés-teste de Tukey nédo
indicando diferenca entre o grupo com historia de LV e os demais grupos.

A prevaléncia de baixas concentragdes de retinol (< 30ug/dL) foi alta em
todos os grupos (Tabela 16), principalmente nas criangcas com LV ativa: 63,0%
apresentavam baixos valores de retinol, comparadas a 43,8% nas criangas
com histéria de LV, 46,0% no grupo com infecgao assintomatica e 50% nas
criangas sem infecg¢ao por L. chagasi (X2, p = 0,001).

A prevaléncia de retinol sérico inadequado (< 20 pg/dL) foi de 43% nas
criangas com LV ativa, 12,5% nas criancas com histéria de LV, 18% nas DTH+
e 13% nas DTH-. O grupo de criangas com LV ativa foi o0 unico que apresentou
criancas deficientes em vitamina A (retinol sérico < 10 ug/dL), sendo este

percentual de 15%.
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A prevaléncia de estado de vitamina A inadequado medida através de
valores de MRDR = 0,060 n&o diferiu entre os grupos estudados, apesar de
15,0% das criancas com LV ativa terem apresentado estado inadequado da

vitamina e 40% terem apresentado estado incerto de vitamina A (Tabela 16).
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Figura 4. Distribuicdo dos grupos estudados de acordo com retinol sérico.
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Figura 5. Distribuicdo dos grupos estudados de acordo com resultado do MRDR.



Tabela 14. Médias e desvio-padao de retinol sérico e MRDR nos grupos estudados.
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Total LV ativa Histéria de LV DTH+ DTH- o valor,
n =145 n =20 n =32 n =39 n=>54
I\/fédiaid)p M(édiai()jp Mfédiai()jp Mfédiai()jp Mi’:diai()jp ANOVA
Retinol (ug/dL) 30,4 +11,9 23,3+ 13,28 30,997 32,0+ 11,6 31,7+£12,3 0,035
Resultado MRDR 0,023 £0,019 0,036 +0,030* 0,022+0,018 0,021 +0,016 0,019+0,019 0,009

SPos-teste de Tukey indicou diferenca significativa entre o grupo LV ativa e grupos DTH+ (p = 0,037) e DTH- (p = 0,034). Entre grupo LV ativa e

histéria de LV, p = 0,110

*Pds-teste de Tukey indicou diferenga significativa entre o grupo LV ativa e grupos DTH+ (p = 0,023) e DTH- (p = 0,005). Entre grupo LV ativa e

histéria de LV, p = 0,050

Os demais grupos nao apresentaram diferenga entre si (p > 0,05)



Tabela 15. Médias e desvio-padao de retinol sérico e MRDR nos grupos estudados apds retirada de criangas convalescentes

Total LV ativa Histéria de LV DTH+ DTH-

n =145 n=20 n =28 n =37 n =46
(n = 145) (n = 20) (n =28) (n =37) (=48) | or.
Média + dp Média + dp Média + dp Média + dp Média+dp ANOVA

Retinol (ug/dL) 31,0 £ 12,2 23,3+ 13,28

30,4 £ 10,1 32,5117 33,5+ 12,1 0,012
Resultado MRDR 0,023 + 0,020 0,036 + 0,030*

0,024 +0,018 0,021 +0,016 0,019+0,019 0,008

S Pos-teste de Tukey indicou diferenga significativa entre grupo LV ativa e grupo DTH+ (p = 0,030) e DTH- (p = 0,008). Entre o grupo LV
ativa e historia de LV, p = 0,170. O grupo com histéria de LV néo diferiu do grupo DTH+ (Tukey, p = 0,972) e DTH- (Tukey, p = 0,701)

* Pos-teste de Tukey indicou diferenga significativa entre grupo de LV ativa e grupos DTH+ (p = 0,028) e DTH- (p = 0,005). Entre grupo
LV ativa e historia de LV, p = 0,129. O grupo com histéria de LV nao diferiu do grupo DTH+ (Tukey, p = 0,947) e DTH- (Tukey, p = 0,665)

74
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Tabela 16. Prevaléncia de baixas concentragdes de retinol sérico e estado de vitamina A incerto ou inadequado de acordo com

MRDR.
Total LV ativa Histéria de LV DTH+ DTH-
(n = 145) (n = 20) (n =32) (n = 39) (n = 54) P valor, X?
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Retinol 30 - 20 pg/dL 45(31,0) 4 (20,0) 10(31,3)  11(28,2) 20 (37,0)
Retinol 20 -10 pg/dL 25 (17,2) 7 (28,0) 4 (12,5) 7(180)  7(13,0) 0,001
Retinol < 10 pg/dL 3(2,1) 3 (15,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
MRDR incerto (0,030 - 0,06) 34 (23,4) 8 (40,0) 9 (28,1) 7(17,.9) 10 (18,5) 0085
MRDR inadequado (= 0,06) 8 (5,5) 3 (15,0) 2 (6,3) 2 (5,1) 1(1,9)
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4.6. Correlacao entre infeccao e estado nutricional

A presengca de anticorpos anti-SLA mostrou-se negativamente
correlacionada com o IMC (r = -0,359, p < 0,0005) e CB/altura (r = -0,205, p =
0,030), e positivamente correlacionada com o MRDR (r = 0,169; p = 0,043),
como pode ser visto na Figura 6. Nao foi encontrada correlagcdo com os valores
destes anticorpos e o retinol sérico (r = -0,098, p = 0,243).

Uma vez que a positividade ao teste cutaneo de Montenegro indica
infeccdo prévia e reflete a resposta celular do individuo ao antigeno de
Leishmania (42), foi realizada analise de correlagdao entre o tamanho da
enduracao ao teste cutadneo de Montenegro e IMC, CB/altura, MRDR e retinol.
Nao foi encontrada correlagdo entre estas variaveis, como pode ser visto na
Tabela 17.

Tabela 17. Correlacdo entre tamanho da enduracdo ao teste cutaneo de

Montenegro e IMC, CB/altura, MRDR e retinol sérico.

Tamanho da enduracao (mm)

Coeficiente de Pearson (r) p valor

Variaveis

IMC (escores z) -0,125 0,166
CB/altura (escores z) -0,165 0,105
Resultado MRDR 0,029 0,751

Retinol (ug/dL) -0,019 0,834
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4.7. Fatores de risco associados a doenca e infec¢do assintomatica

Para investigagdo de fatores de risco associados com O
desenvolvimento de doenga, foram construidos dois modelos de regresséo
logistica multivariada, o primeiro que procura verificar fatores de risco
associados com a resposta de doencga (sim ou n&o) e o segundo com resposta
de infecgdo assintomatica, espontaneamente resolvida (sim ou n&o), que
corresponde, neste estudo ao grupo DTH+. Para este ultimo modelo, os
individuos DTH- foram excluidos da analise.

A regressao logistica multivariada (Tabela 18) demonstrou que o peso
ao nascer estava inversamente associado com a LV — demonstrado pelo valor
de B negativo, de -0,00 + 0,00 — com cada aumento em 100g representando
diminui¢cdo do risco de doenga em 15% (OR = 0,85; IC 95% de 0,73 - 0,99). A
albumina sérica também mostrou-se inversamente associada com a doenga (8
=-2,31 £ 1,13), com cada aumento de 1g/dL representando redugao no risco
de doenca em 90% (OR = 0,10; IC 95% 0,01 - 0,90).

Ao contrario, no modelo de regressdo para infeccado assintomatica
(Tabela 18), as concentragdes de albumina mostraram-se positivamente
associadas com o teste cutaneo de Montenegro positivo (p = 3,1 £ 1,31). Foi
encontrada associagao positiva da idade (B = 0,64 + 0,31) com o
desenvolvimento de infecgdo assintomatica, com cada aumento em 1 ano de
idade representando um aumento em 90% de chance de resolugao da infec¢ao
por L. chagasi de forma espontanea (OR = 1,90; IC 95 de 1,03 - 3,52).

O tempo de amamentagao também se mostrou positivamente associado
com maior risco de resolucao da infeccdo de maneira assintomatica (p = 0,15
0,07), com cada incremento de 1 més de amamentagcdo correspondendo a
aumento da chance de pertencer ao grupo que desenvolve infecgéo
assintomatica em 16% (OR = 1,16; IC de 95% = 1,01 - 1,33).

Valores maiores de escores z para Altura/ldade, apesar de apresentar
intervalo de confianga de 95% extenso (0,01 - 0,98) estavam inversamente
associados com a infecgao assintomatica (B = -0,69 + 0,69). Este resultado
pode ser explicado pelo fato de que um teste cutdneo de Montenegro positivo
indica infeccdo prévia por Leishmania, que pode ter levado a um

comprometimento do crescimento linear (135).
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Tabela 18. Modelos de regressado logistica multivariada para fatores nutricionais e bioquimicos associados com risco de

leishmaniose visceral e infecgao assintomatica.

Resposta a infecgcéo

Leishmaniose visceral

Infeccao assintomaética

Variavel B + Erro padréo OR (IC 95%) P B+ SE OR (IC 95) P
Idade (anos) -0,03 £ 0,17 0,97 (0,70-1,35) 0,868 0,64 + 0,31 1,90 (1,03 - 3,52) 0,041
Peso ao nascer (g) <-0,01 0,85(0,73-0,99) 0,047 <-0,01 1,00 (0,99 - 1,00) 0,435
Tempo de amamentacao (m) -0,02 £ 0,04 0,98 (0,91 -1,05) 0,498 0,15+ 0,07 1,16 (1,01 - 1,33) 0,036
Tempo de amamentacao

exclusiva (m) 0,08 + 0,16 1,09 (0,80-1,48) 0,604 -0,18 £ 0,21 0,84 (0,55 - 1,27) 0,400
Altura/ldade (escores-z) 0,61+ 0,60 1,83 (0,57 -5,92) 0,311 -2,19 £ 1,11 0,11 (0,01 - 0,98) 0,048
CB/altura (escores-z) -0,46 + 0,52 0,63 (0,23-1,75) 0,379 -0,69+0,69 0,50 (0,13 -1,92) 0,315
Resultado MRDR 26,02 + 26,96 < 0,00 0,335 -27,34 +37,15 < 0,00 0,462
Hemoglobina (g/dL) 1,20 £ 1,25 3,33 (0,29 - 38,19) 0,335 8,2+47 > 1000 0,081
Hematdcrito (%) -0,33 £ 0,46 0,72 (0,29-1,78) 0,476  -2,93+1,65 0,05 (0,00 - 1,35) 0,076
Albumina (g/dL) -2,31+1,13 0,10 (0,01 -0,90) 0,040 3,1+1,31 22,19 (1,71 -287,33) 0,018
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5. Discusséao

A LV, até meados da década de 70, era uma doenca de ocorréncia rural, do
Nordeste brasileiro, acometendo, sobretudo, criangas. A doencga hoje é encontrada
principalmente nas areas periurbanas de cidades como Teresina, Sao Luis, Natal,
Fortaleza e Belo Horizonte (41;136;137). Observa-se também, nas novas areas
endémicas, mudanga na distribuicdo da faixa etaria da doenga, que agora ocorre
entre 20-49 anos em até 43% dos individuos que apresentam LV (Nascimento et
al. 2008, submetido).

No entanto, no Brasil, a doenca ainda é prevalente em criangas (137), e, no
Rio Grande do Norte, estudo realizado por Jeronimo et al. (6;137) verificou que os
casos de LV apresentavam idade média de 9,3 anos, com 56% dos casos com
idade inferior a 5 anos. Neste estudo, apenas foram observados dados referentes
as criangas. No entanto, o maior percentual de individuos com LV ativa com idade
inferior a 5 anos (70,0%) e a média de idade encontrada para os casos de LV (8,9
anos), estdo de acordo com o descrito em estudos anteriores (137;138).

De acordo com o modelo de regressao logistica, foi encontrado que
criangas com maior idade apresentavam maior risco (f = 0,64 + 0,31; OR = 1,90;
IC 95% de 1,03 - 3,52; p = 0,041) de apresentar infecgao assintomatica. Este dado
esta de acordo com os dados na literatura que demonstram que individuos com
maior idade apresentam maior chance de desenvolver infeccdo assintomatica
(73;138).

Os estudos na literatura demonstram exposi¢ao a infeccao por L. chagasi
em populagdes menos favorecidas socio-economicamente. Os dados encontrados
de renda familar (R$ 390,1 + 349,6) e tempo em anos de estudo (3,8 + 3,4)
corroboram esses achados (30;138-140).

Em relacdo aos dados bioquimicos encontrados neste estudo, os
resultados do hemograma estdo de acordo com os dados na literatura que
demonstram diminuicdo dos valores de hemoglobina, hematdcrito, plaquetas,

linfécitos, leucdcitos e eosindfilos em individuos com LV (6;41;141;142).
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Estes resultados também indicam que houve diferenca nas fracdes
protéicas de albumina e globulina entre os grupos estudados. No entanto, a
diminui¢gdo do valor de albumina nos individuos com LV foi compensada pelo
aumento dos valores de globulina, mantendo a dosagem de proteinas totais
inalterada. Este dado corrobora os achados de inversdo da relagao

albumina:globulina encontrada nos pacientes com LV (142).

Um resultado interessante encontrado foi que concentragbées maiores de
albumina estavam associadas com protecdo a doenca e maior risco de
apresentacao de infecgdo assintomatica. No entanto, os intervalos de 95% de
confianga foram amplos, ndo permitindo assim, que se interprete de forma
conclusiva o efeito protetor de maiores valores de albumina.

O padrao de urbanizacdo da LV vem acompanhando o processo de
transicdo demografica e nutricional vivenciado pelo pais. Neste processo, tem-se
observado uma diminui¢ao da mortalidade por doencgas infecciosas € um aumento
da mortalidade causada por doencgas cardiovasculares (143;144).

O estado nutricional da populagao brasileira também vem se modificando.
Ao comparar os dados do Estudo Nacional de Despesas Familiares — ENDEF,
realizado em 1974/75, com a Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo — PNSN,
realizada em 1989 e a Pesquisa Nacional de Demografia e Saude — PNDS,
realizada em 1995/96, percebe-se a diminuicdo da desnutricdo infantil e o
aumento da obesidade, especialmente em mulheres com nivel sécio econdmico
desfavoravel. A desnutricdo (medida através de baixo P/ no ENDEF) em menores
de 5 anos, mostrava-se prevalente em 20,1% das criangcas. Este valor sofreu
diminuic&o para 5,6%, segundo dados da PNDS (143;144).

Em pesquisa realizada pelo Ministério do Desenvolvimento Social e
Combate a Fome em 2005 com criangas menores de 5 anos do semi-arido
brasileiro foi também verificada uma diminuicdo dos déficits ponderais. No Rio
Grande do Norte, a baixa Altura/ldade foi prevalente em 5,5% das criangas,
enquanto o baixo Peso/ldade foi de 2,3% e o baixo Peso/Altura de 1,6% (145).

No presente estudo, foram encontradas maiores prevaléncias de

desnutricdo segundo os indicadores Altura/ldade (10,1%), Peso/ldade (6,0%) e
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Peso/Altura (2,0%), quando comparados as encontradas pelo Ministério do
Desenvolvimento Social e Combate a Fome. No entanto, os dados de prevaléncia
de A/l menor que 20%, P/l menor que 10% e P/A menor que 5%, indicam que a
prevaléncia destes déficits é baixa, segundo a OMS (123). Estes resultados
podem ser atribuidos ao processo de transi¢cdo nutricional do pais, e relativa
melhora no poder aquisitivo da populacao (143;144).

Em relagdo ao estado nutricional das criangas com LV avaliadas, percebeu-
se que o mesmo estava comprometido, conforme demonstrado por escores-z
diminuidos de IMC e CB/altura. No estudo de Badar6 et al. (9) as criangcas
expostas a infecgao por Leishmania foram avaliadas de acordo com o peso para a
idade, utilizando a classificacdo de Gomez. Esta classificagdo caracteriza como
desnutridas leves ou em grau | aquelas com peso para idade entre 95 e 76% do
peso ideal, com desnutricdo moderada ou em grau |l aquelas com peso para idade
entre 75 e 61% do peso padréo, e com desnutricdo grave aquelas com peso para
idade inferior a 60% do padréo. Normalmente, o padréo de peso utilizado para
esta analise é do National Center for Health Statistics — NCHS da Organizagao
Mundial da Saude (OMS) (1979) (146). Atualmente, o NCHS/OMS recomendam a
utilizacdo dos escore-z para a classificagdo do estado nutricional de criangas,
sendo consideradas desnutridas as que apresentam escore-z < -2 para
determinado indicador (123).

Badaro et al. (9) e Cerf et al. (72) encontraram em seu estudo 45% e 77%,
respectivamente, de criangas desnutridas utilizando a classificagdo de Gomez. No
presente estudo, resultado semelhante (40%) ao de Badar6 et al. (9) foi
encontrado para criangas desnutridas segundo o IMC.

Apesar de Cerf et al. (72) terem encontrado a prevaléncia de 82% de baixa
estatura para idade nas criangas com LV estudadas, isto ndo foi observado no
presente estudo. Cerf et al. (72) também encontraram alta prevaléncia de baixa
Altura/ldade nas criangas saudaveis estudadas (55%). No presente estudo,
apenas 10% das criangas com LV apresentaram baixa Altura/ldade, e o percentual
de criangas saudaveis com baixa Altura/ldade nao ultrapassou 12,5%. As baixas

prevaléncias de Altura/ldade comprometida encontradas neste estudo, que
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indicam baixa prevaléncia de desnutricdo cronica ou pregressa, também podem
ser atribuidas ao momento de transicdo nutricional vivenciado pelo pais, que
diminuiu de forma geral a prevaléncia de nanismo (143;144). A baixa prevaléncia
de déficit na A/l no grupo das criangas com LV ativa estudadas pode também ser
atribuida a uma melhora nos servicos de saude locais, que com a implantagao do
Programa Saude da Familia tém maior agilidade no diagnéstico e
encaminhamento para tratamento das criangas, diminuindo assim o
comprometimento do crescimento linear gerado pela infecgédo prolongada.

O escore-z diminuido encontrado para CB/altura no grupo das criangas com
LV, esta de acordo com os dados encontrados por Harrison et al. (10), que
encontraram valores diminuidos de area gordurosa e muscular do brago inferior
nas criangas com LV em relagdo a seus irm&os ou vizinhos saudaveis.

Sabe-se da influéncia do estado nutricional e de micronutrientes no risco de
desenvolvimento de doencgas infecciosas (141;147;148). Apesar de ser sabido que
o estado nutricional pode influenciar o aparecimento de diversas infecgdes, sao
poucos os dados na literatura que enfatizem a influéncia da nutricdo no risco de
desenvolvimento de LV em humanos.

A interacdo da histéria nutricional, representada pelo tempo de
amamentacao e peso ao nascer, podem ser determinantes prospectivos do risco
de desenvolvimento de LV. Neste estudo, o maior tempo de amamentacao
mostrou-se associado com maior risco de apresentacao de infeccdo assintomatica
(B =0,15£0,07; OR = 1,16; IC 95% de 1,01 - 1,33), enquanto que 0 menor peso
ao nascer mostrou-se associado com maior chance de apresentacdo de LV (B = -
0,00 £ 0,00; OR = 0,84; IC 95% de 0,73 - 0,99).

Esses dados reforgam os resultados encontrados por Badar6 et al. (9) e
Cerf et al. (72) de que a desnutricdo ocorre antes da infeccéo por L. chagasi, como
demonstrado, nos estudos citados, por piores indicadores antropométricos antes
da infecgao por L. chagasi nas criangas que desenvolveram LV.

A presenga de anticorpos anti-SLA mostrou-se correlacionada com
menores indices antropométricos e pior estado de vitamina A, indicado por

maiores resultados de MRDR. No entanto, ndo €& possivel determinar se a
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diminui¢cao dos indicadores antropométricos no grupo com LV pode ser atribuida a
infeccao por si ou se esta diminui¢ao foi pregressa e contribuinte para a evolugao
da infeccdo a doenca. Esta questao poderia ser melhor respondida em estudo de
coorte em criangas expostas a infec¢ao por L. chagasi. Porém, os casos de LV no
Rio Grande do Norte estdo distribuidos em uma grande area geogréfica, o que
dificulta sobremaneira o0 acompanhamento de todos os focos endémicos. Além
disso, o numero absoluto de casos de LV por ano € baixo (sendo de 61 em 2006,
por exemplo) (149) o que levaria a um tamanho amostral grande e de dificil
acompanhamento.

No entanto, o risco encontrado de doenca e peso ao nascer, e infecgao
assintomatica com tempo de amamentacdo, que refletem o estado nutricional
pregresso da crianga, parecem indicar que as criangas que apresentam LV tém
pior estado nutricional prévio a infeccdo em relacdo as demais criangas saudaveis.
Dessa forma, pode-se dizer que estes fatores nutricionais precedentes a infecgao
por L. chagasi, podem contribuir para o desenvolvimento de doenga ou infecgao
assintomatica, sendo o estado nutricional prévio a infecgdo importante variavel
associada com a resposta a mesma.

Percebeu-se ainda que o total de criangas amamentadas até os dois anos
de idade ainda é baixo (11,5%) e que sao poucas as criangas (23%) que
permanecem em aleitamento materno exclusivo até os seis meses, com média de
3,6 £ 3,7 meses. Este dado é ainda inferior ao encontrado no estudo de Lauer et
al. (33) para a América Latina e Central de 31% de criangas amamentadas
exclusivamente até os 6 meses.

Em relagdo a vitamina A, as criangas com historia de LV tenderam a
apresentar menores valores de retinol e maiores de MRDR, mesmo apds um ano
de tratamento, quando n&do ha mais sinais de resposta inflamatdria, evidenciado
por concentracbes normais de proteina C-reativa e AGP. Apesar dos resultados
de retinol sérico e MRDR do grupo com historia de LV nao diferirem em relagéo
aos grupos saudaveis, estes valores também nao diferiram do grupo com LV ativa.
Isto indica que estas criangas apresentam tendéncia a permanecer com estado de

vitamina A comprometido. O mesmo fendmeno pode ter ocorrido antes do
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aparecimento da doencga, e isto foi visto em estudo prospectivo conduzido por
Bern et al. (30) em Bangladesh, em uma comunidade altamente endémica para
LV. A média de retinol sérico encontrada nesse estudo em criangas que apds pelo
menos trés meses da coleta desenvolveram LV foi muito similar a média
encontrada no presente estudo para criangas com histéria de LV (29,1ug/dL
versus 30,9ug/dL, respectivamente). Estes resultados podem reforgcar ainda mais
os dados de que a desnutrigdo precede a infecgao pelo parasita.

Assim, os resultados obtidos em relacdo a vitamina A levam a discussao
das seguintes hipéteses: 1) o estado de vitamina A nas criangas que apresentam
LV pode ser regulado por fatores bioldégicos e/ou imunogenéticos ainda
desconhecidos; 2) as criangas com LV possuem dieta pobre em vitamina A, quer
seja por fatores sécio-econdmicos ou de ingestédo individual; 3) a infecgdo por si
leva a deplecao da vitamina A; ou 4) uma combinagao desses fatores.

Reguladores genéticos do retinol sérico ainda sdo desconhecidos. Um
estudo de caso de duas irmas alemas mostrou concentragdes de retinol sérico
muito baixas (de aproximadamente 5 pg/dL) devido a duas mutag¢des pontuais no
gene codificador da RBP que resultaram em substituicdo de asparagina por
isoleucina na posigao 41 do exon 3 e aspartato por glicina na posigao 74 do exon
4 (150). Outro estudo encontrou baixas concentragdes de RBP no plasma em
individuos com mutagao na posicao 84 da molécula de transtiretina, a qual o RBP
se complexa na circulagdo (151). Verificou-se que uma mutagdo no gene
codificador do STRA-6, o receptor de proteina ligadora de retinol, esta relacionada
com a sindrome de Matthew-Wood, que se caracteriza por anolftalmia e hipoplasia
pulmonar (152;153). Dessa forma, ndo se pode descartar a possibilidade de
diminui¢cao no retinol sérico devido a mecanismos induzidos por genes que podem
ser regulados por fatores imunolégicos. No entanto, sdo necessarios estudos que
comprovem esta hipodtese.

Ao contrario do que se poderia inferir a partir dos estudos conduzidos em
animais (25;26;106), o estado de vitamina A ndo se mostrou correlacionado com a
resposta celular humana, medida neste estudo através do tamanho da enduragéo

ao teste de Montenegro. A prevaléncia de retinol sérico < 30 ug/dL também nao
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diferiu entre os grupos de criangas DTH+ e DTH-, o que também esta de acordo
com os dados de Bern et al. (30), e contribui ainda mais para a demonstragao que
os achados em estudos humanos n&o s&do os mesmos encontrados em estudos
animais para regulagéo da resposta imunoldgica.

No presente estudo, criancas com LV foram comparadas com seus
parentes ou com uma populagdo em condi¢des sdcio-econdbmicas similares, para
que o fator alimentacao ofertada fosse controlado. No entanto, no estudo realizado
por Bern et al. (30), o consumo de carne vermelha ao menos 2 vezes ao més
estava associado com protecao a doencga. Além disso, o estudo conduzido por
Anstead et al. (8) verificou que camudongos em dieta deficiente em proteina, zinco
e ferro estava relacionada com maior visceralizgdo da infec¢gado por L. donovani.
Estes estudos indicam que, possivelmente, a dieta pode ser um fator
preponderante na evolugao da infecgao.

Apesar dos niveis de retinol sérico apresentarem-se diminuidos na
infeccao, possivelmente devido a excrecdo aumentada de RBP e retinol na urina,
o MRDR é uma relagdo entre o analogo de vitamina A administrado e o retinol
sérico, portanto, espera-se que esta relacido nao sofra a mesma diminui¢ao vista
para o retinol sérico em estados infecciosos, uma vez que a concentragcao de RBP
hepatica € a mesma para as duas substancias dosadas (124;154;155). Apesar de
ser sabido que estados infecciosos depletam o retinol sérico em torno de 24%, e
que a convalescenca depleta o retinol sérico em cerca de 11%, conforme discutido
por Thurman et al. (133), mesmo apds a correcao das analises retirando criangas
convalescentes, os individuos com histéria de LV continuam a apresentar estado
de vitamina A que tende a ser inferior aos demais grupos. Portanto, é precipitado
afirmar que a tendéncia observada neste grupo seja somente devido ao estado
infeccioso pregresso.

Vale ainda ressaltar que a prevaléncia de retinol sérico inadequado (< 20
ug/dL) nas criangas saudaveis neste estudo (12,5 — 18%) foi um pouco inferior a
encontrada para criangcas em estudos brasileiros. Os estudos no pais tém
mostrado diferentes prevaléncias de retinol sérico < 20 pg/dL, sendo estas

maiores em populagdes rurais que urbanas. Graebner et al. (93), encontraram
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prevaléncia de 34% de retinol inadequado em criangas de 5 a 18 anos em meio
rural, proximo a Brasilia. Santos et al. (97), em criangas de 6 a 14 anos, em meio
rural de Minas Gerais encontraram prevaléncia de 29%. No entanto, Paiva et al.
(96), ao estudar criangas de 3 a 7 anos em Teresina, encontraram prevaléncia de
15,4% de retinol sérico inadequado. Martins et al. (95), ao estudar criancas de 6
meses a 5 anos, sendo 68,8% da zona urbana e 31,2% da zona rural,
encontraram cerca de 32% de criangas com retinol sérico inferior a 20 pg/dL.
Apesar do presente estudo avaliar criangas tanto em meio rural (49,6%) quanto
urbano/peri-urbano (50,4%), percebe-se que os valores encontrados aproximam-
se mais dos encontrados para estudos em meios urbanos, o que pode refletir
melhor estado nutricional na populagao estudada.

No entanto, os resultados encontrados indicam, segundo a OMS (114), que
a prevaléncia encontrada de retinol sérico < 20 pg/dL, maior de 10%, caracteriza a
hipovitaminose A como um problema de saude publica na populagdo estudada.
Vale ressaltar que, apesar da melhora no estado nutricional da populagao
brasileira em geral, a deficiéncia de micronutrientes permanece oculta nas
criancas estudadas.

Os resultados deste estudo enfatizam a importancia do estado nutricional
atual e prévio na resposta a infeccdo por Leishmania. Fatores imunogenéticos
estdo claramente associados com o desenvolvimento da forma sintomatica da
infeccdo (4;67). E possivel que estes fatores imunogenéticos, a idade, o estado
nutricional e a alimentacao deficiente em micronutrientes co-existam, contribuindo
todos para a evolucéo da infeccado a forma clinica de doenca.

No entanto, conforme discutido por Bern et al. (30), o monitoramento da
oferta de micronutrientes na dieta é de relevante importancia, uma vez que faz
parte de habitos, que podem ser modificados — uma vez vistos sob o aspecto
sdcio-econdmico e cultural de uma populagédo. Os dados neste estudo adicionam
a esta observacdo que ndo s6 a provisdo de micronutrientes na dieta, mas
também o estimulo a amamentagdo e o monitoramento do peso ao nascer podem

contribuir para a protegédo a doenca.
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Finalmente, observa-se que medidas de intervencédo para a prevencao de
LV podem ser tomadas com base nos achados deste estudo. Estas medidas
devem visar a manutencdo do estado nutricional adequado de gestantes, a
promog¢ao do estado nutricional de vitamina A e o incentivo a pratica do

aleitamento materno.
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6. Conclusodes

O estado nutricional de criangas com LV aguda encontra-se comprometido,

quando considerados os indicadores IMC e CB/altura;

A prevaléncia de desnutricdo na populagcdo sadia estudada é baixa de

acordo com indicadores antropométricos avaliados;

O tempo de amamentacao total e exclusiva das criancas estudadas foi
baixo, e a maioria das criancas estudadas apresentou peso adequado ao

nascer;

A prevaléncia de retinol sérico inferior a 20 ug/dL nas criangas saudaveis

indica a existéncia de hipovitaminose A na populacéo estudada;

O estado de vitamina A nas criangas com LV em fase aguda mostrou-se

significativamente comprometido;

As criangas com historia de LV apresentaram tendéncia a pior estado de

vitamina A;

O estado de vitamina A n&do se mostrou correlacionado com a resposta

celular a L. chagasi, medida através da enduracao ao teste de Montenegro;

O maior peso ao nascer e maiores concentragdes de albumina sérica

mostraram-se associados com menor risco de apresentagao de LV;

O maior tempo total de amamentagdo mostrou-se como fator associado

com maior risco de apresentacao de infecgao assintomatica a LV.
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Apéndice 1

Formulério de coleta para de casos de LV em fase aguda

1. Nome I | 2. Apelido |

3. Nome Pai I I 4. Apelido I

5. Nome Mae I I 6. Apelido I
ENDERECO

1.Rua I I 2.Bairro I

3. Cidade I I 4.Fone I

5FNSc I I 6.Quadra I

7. Referéncia I

PARA CONFERENCIA NO LABORATORIO (0=N&o; 1= Sim)

1. TCLE I I 5. Sangue para MRDR I I
2. QUESTIONARIO I I 6. Sangue PCR, lipidios I I
3 EXAME FiSICO I I 7. PENDENCIAS [
4, Sangue dosagem Zn/Cu I [ ImL

Intercorréncias:

Definigbes: Urbano (cidade), periurbano (periferia com habitagdes intercaladas com areas desabitadas) e rural
(habitacBes isoladas ex. granjas ou fazendas).
Critérios de incluséo: pacientes diagnosticados com LV por aspirado de medula 6ssea positivo

Critérios excluséo: neoplasias, HIV, doengas auto-imunes, ndo preenchimento TCLE

Responsavel pela coleta dos dados | I Datal I I




92

QUESTIONARIO - Enfermaria

HOSPED || Outro
| |

4. Procedéncia [ |

5. Datade Internamento | | |

DATA: | | HGTI1__| HIVSI__|
IDENTIFICACAO

1. DN [ I

2. Sexo | (1=M; 2=F)

3. Naturalidade | |

DADOS EPIDEMIOLOGICOS (88= NAO SABE; 99= NAO ADEQUA)

1. Moradia | |anos e | |[meses 11. Onde |_| || |
domicilio peridomicilio  Outros
2. Profisséo | | 12.  Parentesco com o Ultimo caso |
mée/responsavel LV
3. Escolaridade (anos) | I 13.  Nocasos de LV na familia? 1
mée/responsavel
4. Local | I'1=Rural, 2=Urban, 14.  Nocasos de LV navizinhanca? ||
3=Periur
5. Nlmerosal. minfam | | 15.  Contato com cdo |__|0=ndo,1=sim
6. Tipo de residéncia |__| (1=alvenaria, 2=taipa, 16 Onde |__| domicilio |__| peridomicilio
3=tijolo)
7. Numero de I I Outros
residentes
8. Namero de familiares | I 17.  Saude do Céo |__| O=sadio, 1=doente
9. Procedéncia 24 | | 18.  Data do ultimo caso LV ] |
meses | |
10. Contato com calazar |___|0=ndo,1=sim
humano
HISTORICO NUTRICIONAL (0= NAO; 1= SIM ; 88= N&o Sabe)
Peso ao nascer: g 7. Dieta habitual:
Mamou: | I
Tempo de amamentacdo: | | meses
Amamentagdo exclusiva: | | meses
Primeiro alimento introduzido:
1. | | Mingau de leite integral + massa
2. | | Mingau leite em pd integral + massa
3 | Leite em p6 integral
4, | | Leite integral 8. Recordatorio 24h:
5 1 | Fruta
6. | | Suco de fruta
7.1 | Sopa
8 | | NAN |
9 | | Cha ou &gua de coco
10. 1 | Outro:

N° refeicBes/dia: | |
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QUEIXAS (0= NAO; 1= SIM, 2= NAO PERGUNTADO; 88= NAO SABE) Tempo de doenca

1. |_| Febre 6. |__| Distarbios visuais 11. |_| Vomitos 16. |__| Dislria

2. |_| Anorexia 7. |_| Fraqueza 12. |__| Diarréia 17. |__| Polacilria

3. |_| Fadiga 8. |_| Torpor 13. |_| Ictericia 18. | _| Sangramentos
4. |_| Palidez 9. |_| Aumento do abdémen  14. | | Tosse

5. |_| Perda de peso 10. |_| Dor abdominal 15. |_| Artralgia

_ Kg

USO DE MEDICACAO (0=NNAO, 1= SIM, 2= NAO PERGUNTADO; 88= NAO SABE; 99= NAO ADEQUA)
1.|_| Anti hipertensivo 3.|__|Anti inflamatérios 5. |__| Esterdides 7. |_|Suplemento mineral
2.|__| Drogas anti lipidémicas  4.|__| Antibi6ticos 6. |__| Antié&cidos 8. |_|Suplemento vitaminico

Outras:

ANTECEDENTES PESSOAIS (0=N&o; 1= Sim; 88= Ndo Sabe)

2.Pneumonial___ Ivezes Idade (ltimo internamento | I | vezes Idade Gltimo internamento |

- I
3.Diarréia | | vezes Idade Gltimo internamento | | | lvezes Idade dltimo internamento | I
4.Asma | | vezes Idade dltimo internamento | I |__Ivezes Idade Ultimo internamento | I
S.Infeccdoresp|__| Idade Gltimo internamento | I | lvezes Idade Gltimo internamento | I
vezes
VACINAGAO/SUPLEMENTO (0= NAO; 1= SIM; 2= NAO PERGUNTADO; NAO SABE=88) CARTAO |_|
Vacina Ultima Doses Vacina Ultima Dose Doses
Dose
1.]_| Pdlio I Iy 4.|_| BCG || ||
2.|_| DPT (I R 5.|_| Sarampo I ||
3.|_| HepatB [ 6.|__| Febre amarela ] |
7.|_| Vitamina A ] |
Outras:
EXAME FiSICO ADMISSAO (0= NAO; 1= SIM; 999= SEM INFORMACAO ) Data:l_| ||
Geral Cardiovascular Abdome Neuro (0=NL, 1=ALT)
1. Temperatura:__ °C 11. FC: bpm 19.1 | Figado 20. | | cm 30. 1 I MEO
RCD
4. PA: / mmHg 12.1 I NL 21,1 | Bago: 22. | | em 311 | Reflexos
RCE
5.1 | Petéquias Indicar alteracdes: 23.1 | Ascite: 24. Grau ||  32.1 | Forca
6.1 llctericia 13.1 | Sopro Cabeca/pescoco 33.1 | Alteragdo de
Sensibilidade
7.1 | Palidez  (1+,2+,3+,4+)  14.1 | Extra-sistole 25.1 | Sopro Carotideo MMII
8.1 | Cicatriz BCG, | |[mm  Pulméo 26. | | Tireoidomegalia 34. 1 | Edema:
9.1 | Xantoma 15. 1 I NL 27.1 | Salide bucal (0=bom 35. Grau |__|
estado; 1= encaminhar para TTT;
2 = Prétese)
10. 1 | Ganglios regiéo, 16. 1 | Creptos
17.1 | Sibilos

18.1 | Roncos



EXAMES LABORATORIAIS (0= NAO; 1= SIM=1; 9= SEM INFORMAGAQ) ~ Data: |__|_| I

1. |_IHT L |% L1 ITGO | ||| Outros
u/ml Exames
2. 1_IHb . Jor 2.1 1TGP |||
u/ml
3. |_ILeuco ||| |total 3.1_IPT . g/
4.1 1Seg || | |cels 41 1 Abu |, |grd
5. 1_IEos || |cels 51 1 Glob |__, |g/d
6. || Bast || |_|cels 7.1 Uréia |__|__ | mg/d
7. 1__ILinfo ||| |cels 8.1 | Creat | _ | _|mgd
8. |__IPlag ) I 9 T Amil ||| Jul
|__| EAS (0= AUSENTE, 1 = PRESENTE, 9=SEM INFORMACAO) Data: I_ ||
1. Proteinas | | 6. Urobilinogénio | | 10. Cristais |
2. Glicose | | 7. Nitrito ] 11. Cilindros |
3.Corpos ceton. | | 8. Sangue ] 12. Fios mucosos |
4. Bilirrubina | | 9. Pi6citos ] 13. Céls. Epiteliais de |
(p/cam) descamagdo
5. Hemécias | | 14. Leucocitos |
|| Urocultura (0= AUSENTE, 1= PRESENTE, 9=SEM INFORMCAQ) Data:l_ | |
Se positiva para | I
|| FEZES  (0=AUSENTE, 1= PRESENTE, 9=SEM INFORMCAO) Data:l_ | |
Se positiva para | [
|__I CULTURA (0 =AUSENTE, 1 =PRESENTE, 9=SEM INFORMACAO) Data:l_I_ I
1.1__I Sangue 2.1__| Pele 3.1_IUrinal_l 4.1__| Ouvido 5. Outro
Resultado:
|_I ULTRASONOGRAFIA ABDOMINAL (0=NAO; 1=SIM, 9=SEM INFORMACAO) Data:l_ | |
1. Tamanho Figado: cm 3. Adenomegalia: I__Isim |__Indo
2. Tamanho bago: cm 4. Descrever
3 achados
|__I ECG (0=NAO; 1=SIMm) Data:1_I_ | |
Laudo:
|_| RAIOS-X DE TORAX (0=NAO; 1=SIM, 9=SEM INFORMAGAO) Data:|_| | |
Laudo:
|___ I ASPIRADO DE MEDULA Data:l_ I I |

Laudo:




DADOS ANTROPOMETRICOS (0= NAO; 1= SIM; 999= NAO SE APLICA)

1. Peso | |Kg 5. Triceps
2. Altura | lem 1 lcm 6. Biceps
3. Circ Abdominal | lem | lcm 7. Ascite
4. Circunferéncia braco | lem 1 lcm 8. Edema MMII

MEDICACAO INTERNAMENTO
Data inicio tratamento: I__|_ | |
Data fim tratamento: |_| | |

| I Antimonial  LISTAR:I

95

[mm | |[mm

[mm | [mm

9 Cicatriz BCG mm

| I Antibidticos LISTAR:I

Qutras LISTAR:I
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Apéndice 2
Formulario de coleta de dados em campo
DATA I I
Nome I I Apelido |
Pai I I Apelido |
Mée [ I Apelido |
Enderego [ I Bairro |
Cidade: | |  FNS: | | Quadra: | |  Fone:
Casa:
Ponto de Referéncia: | |(igreja, bar, mercearia, amigo, etc)
Coordenadas | I I
Idade: DATA DO NASCIMENTO: I I
1. TCLE L 5.VOLSANGUE: | | Plasma  |__ISoro
2. QUESTIONARIO Ll 6. TESTES INTRADERMICOS |
3. EXAME FiSICO 1 7. LEITURA TESTES INTRADERMICOSI__|
4. MUCOSA | 8. VARREDURA DO GENOMA | | 1= SIM
2=NAO
9. PENDENCIAS | |
10. INTERCORRENCIAS: || 0=NAO 1=SIM Indicar | I

Responsavel pelo registro de entrada:l I RECEBIMENTO: | I I I




|. IDENTIFICACAO

1. Data Nascimento / / 2.
Idade

Il. DADOS DEMOGRAFICOS E EPIDEMIOLOGICOS

1. Moradia | |anos e | | meses
2. Profissdo mae/responsavel | |
3. Escolaridade anos
mae/responsavel
4. Local |__I'1=Rural, 2=Urb,
3=Periurban

5. N0mero sal. minimo fam | |

6. Tipo de residéncia |__| 1=alvenaria, 2=taipa,
3=tijolo
7. Ndmero de pessoas na [ I

casa

8. Procedéncia 24 meses | |

III. HISTORICO NUTRICIONAL (0=Néo; 1=Sim; 88= N&o Sabe)
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anos 3 | | (1=M;
Sexo 2=F)
1. Contato com calazar |__]0=ndo,1=
humano sim
2. Onde |__| (1=domicilio,

2=vizinhanga)
3. Ne de LV na familia |

4, Ne de LV na 1
vizinhanga?

5. Contato com cdo |__|(0=néo,
1=sim)

6. Onde |__| (1=domicilio,
2=peridomicilio)

7. Saude do Céo ] (O=sadio,
1=doente)

8. Data do ultimo caso
LV

Peso ao nascer: g Dieta habitual:
Mamou: ||
Tempo de amamentacdo: | | meses
Amamenta¢8o exclusiva: || meses
Primeiro alimento introduzido:
11. 1___ I Mingau de leite integral + massa
12. 1 I Mingau leite em p6 integral + massa
13. | ILeite em p6 integral
14. |__ |Leiteintegral
15. 1I___ I Fruta
16. | I Suco de fruta
17. 1 1Sopa Recordatério 24h:
18. |___INANI
19. | I Chéou égua de coco
20. 1__I0Outro:

N° refei¢Ges/dia: | I

IV. QUEIXAS ULTIMO MES (0= N&o; 1=Sim; 88= N&o Perguntado)

1. Febre (. 4. Infeccéo ]
2. Anorexia ] 5. Edema ]
3. Perda de peso [ 6. Diarréia (.

7. Tosse 1
8. Uso de Antibictico

9. Uso de medicamento (.

V. ANTECEDENTES PESSOAIS (0=N&o; 1= Sim; 88= N&o Sabe)

1.Calazar | I Idade dltimo internamento ||
vezes
2.Pneumonial___| Idade dltimo internamento ||

vezes

5.Infeccdo resp |__| vezes

[dade dltimo internamento | [

| lvezes |dade Ultimo internamento | |
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3.Diarréia | I Idade dltimo internamento |___| | lvezes Idade Ultimo internamento | I
vezes
4.Asma | | vezes Idade dltimo internamento || | lvezes Idade Gltimo internamento | I

VI. ANTECEDENTES FAMILIARES ( 0=N&o; 1= Sim; 88= N&o Sabe)

1.Lv I Parentesco 4. DM 1 Parentesco | I
I I
2.TB | Parentesco 4.1CC | Parentesco | I
I I
3. HAS 1 Parentesco | I 5. - I I
Outras

VII. VACINACAO (0=N4o; 1= Sim; 88= Ndo Sabe) CARTAO|__|

1. Pélio|__| doses | 3. Sarampo |__| doses | 5.BCG|__|data:|__| |
2.DPT|__| doses | 4. Hepatite B doses | 6. Vitamina A |___| doses

|| Data Gltima dose: |__ | ||

7. Outras | I
VIIl. EXAME FiSICO (se 0=sem alteracdes, 1=alteragdes indicar)

1L.PA | mmHg 5. FIGADO | lcmRCD

2. FC: bpm 6. BACO | lcmRCE

3. CicatrizBCG|__| mm 7.LINFONODOS | | Regiao Tamanho
cm

4, Exame fisico geral L 8.ALTERACOES EXAME FiS. | |

IX. DADOS ANTROPOMETRICOS (0= N4o; 1= Sim)

1. Peso | | Kg 4. Circunferéncia | lem 1 lcm
brago
2. Altura | lem 1 lcm 5. Triceps | [mm | [mm
3. Circ Abdominal | lem 1 lcm 6. Biceps | |[mm | |[mm
X. PROCEDIMENTOS (0=Nao; 1=Sim)
1.Montenegro 1 Leitura 48 /| 72 I [ mm 4. Plama (.
hs Cu/zN I I
mL
2.PPD | Leitura48 /72 hs I [ mm 6. FEZES L
3. MRDR I Soro: I I mL 7. DNA 1

IV.OUTRAS INFORMAGOES

Responsavel pelas informagdes

Assinatura Data: | [
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ABSTRACT

Leishmania chagasi infection presents a wide spectrum of clinical outcomes,
ranging from asymptomatic self resolving infection to disease, visceral
leishmaniasis (VL). The exact mechanisms that lead the evolution of infection to
disease are not understood. It is believed that malnutrition is a risk factor
associated with VL development, although there are few human studies in the
area. We aimed to assess the nutritional factors associated with the response to L.
chagasi infection in Rio Grande do Norte. The study was conducted from
December 2006 to January 2008. 149 children were assessed: 20 active VL cases,
33 children with VL history, 40 DTH+ asymptomatic children and 56 DTH-.
Nutritional status was assessed using z scores for Weight/Age, Weight/Height,
Height/Age, Body Mass Index (BMI), and mid-upper arm circumference/height
(MUAC/height). Vitamin A status was determined by serum retinol concentrations
and the modified-relative-dose-response test (MRDR). Breastfeeding time and birth
weight were also evaluated. VL children presented compromised nutritional status
when compared to the other groups using BMI and MUAC/age, with means -1,53 £
1,10 and -1,48 + 1,28 z scores, respectively (ANOVA, p < 0,05). VL children also
showed lower vitamin A levels: 43% presented serum retinol < 20 pg/dL and 15%
MRDR > 0,060. Birth weight was inverserly associated with the risk to belong the
VL group (B = -0,00; OR = 0,84; 95% CI 0,73 - 0,99; p = 0,047), whereas more
breastfeeding time was directly associated with the risk to belong to the DTH+
group (B = 0,02; OD = 1,16; 95% CI 1,01 - 1,33; p = 0,036). The nutritional
variables evaluated were associated with the response to the L. chagasi infection,
with malnutrition and compromised vitamin A status as markers of children who
present with VL. Higher birth weight was associated with protection to disease, and
higher breastfeeding time was associated with increased likelihood of an
asymptomatic infection. The results show that modifiable nutritional aspects in the
study population are associated with the response to the L. chagasi infection.
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