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RESUMO

Introducgao: A regido Nordeste é responsével por 55%
dos casos de hanseniase e por quase 50% dos casos
de Leishmaniose visceral no Brasil. O Ceara, em espe-
cial a capital Fortaleza, é responsavel por um grande
numero de casos novos dessas doencas. Este fato é
reforcado pela correlagdo na distribuicdo de casos
dessas patologias por municipios do estado do Ceara,
onde de acordo com os dados da Secretaria de Saude
do Estado (2013), observa-se forte correlacao epide-
mioldgica entre os casos de hanseniase e do Leish-
maniose visceral nos 184 municipios principalmente
em Fortaleza. Objetivos: Nosso objetivo foi analisar a
producao de anticorpos IgM anti-PGL1 em pacientes
com Calazar sem tratamento.Material e métodos: 28
pacientes com confirmacao clinico-laboratorial para
Leishmaniose visceral acompanhados no Hospital
Sédo José de Doencas Infecciosas. Resultados: Quanto
ao género, 21 foram do sexo masculino e 7 do sexo
feminino, com mediana de idade de 20,5 anos (var. 3
a 76 anos), dos quais 15 pacientes ndao necessitaram
internamento e 13 foram internados por um periodo
médio de 28 dias (var. 5 a 28 dias). A média e desvio-
-padrao do indice de IgM anti-PGL1 foi de 1,91 + 0,69,
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sendo 78,6% considerados soropositivos. Conclusao:
Nao foi observada qualquer diferencaentre género,
idade, necessidade ou ndo de internamento, ou tem-
po de tratamento. A alta frequéncia de IgM anti-PGL1
positiva pode ser secundaria a ativiagdao policlonal
que ocorre na Leishmaniose visceral, dificultando a
possibilidade de deteccdo da infeccao pelo M. leprae-
por avaliacdo soroldgica em regido de alta endemici-
dade para Leishmaniose visceral.
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ABSTRACT

Introduction: The Northeast region accounts for 55%
of leprosy cases and nearly 50% of cases of visceral
leishmaniasis in Brazil. Ceard, in particular the Fortaleza
capital is responsible for alarge number of new cases of
these diseases. This fact is reinforced by the correlation
in the distribution of cases of these diseases in the state
of Ceard counties where according to the data of the
State Health Departament (2013), we observed strong
epidemiological correlation between cases of leprosy
and visceral leishmaniasis in 184 counties mostly in
Fortaleza. Objectives: Our objective was to analyze
the production of anti-PGL1 IgM antibodies in patients
with visceral leishmaniasis untreated. Materials and
Methods: 28 patients with clinical and laboratory
confirmation for visceral leishmaniasis followed at Sao
José Hospital for Infectious Diseases. Results: As to
gender, 21 were malesand 7 females, witha medianage
of 20,5 years (var 3-76 years.), Of which 15 patients did
not require hospitalization and 13 were hospitalized
for an average 28 days (var. 5 to 28 days). The mean
and standard deviation of the anti-lgM PGL1 index
was 1.91 + 0.69, and 78.6% considered seropositive.
Conclusion: It was not observed any difference
between gender, age, necessity or not hospitalization,
or time treatment. The high frequency of positive IgM
anti-PGL1,can be secondary to polyclonal activation
occurring in kala-azar, hindering the possibility of
detection of M. leprae infection by serologic evaluation
in high endemicity area for visceral leishmaniasis.

Keywords: Visceral leishmaniasis, leprosy, anti-lgM
PGL1
Development Agency: CNPQ

INTRODUGCAO

Nas ultimas décadas, o mundo vem assistindo o
aumento global das doencas infecciosas emergentes.
Com o avanco das viagens turisticas e dos processos mi-
gratérios que sofre o mundo, é imperativo que o siste-
ma de saude esteja ciente da associacao de organismos
nas doencas infecciosas e como isso pode representar
um desafio e impacto no tratamento e diagnéstico'

Estudos sobre doencas infecciosas em seres hu-
manos revelam que a coinfeccdo pode desempenhar
um papel critico no bindbmio salde-doenca, através
dos efeitos sobre a resposta imune do hospedeiro e
sobre a associacao da patogenicidade entre organis-
mos, modificando os padrdes epidemioldgicos das
doencas humanas®#>2,

A coinfeccdo de um hospedeiro por varias espécies
de parasitas é uma condicao comumente observada,
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onde susceptibilidade individual e a patogenicidade
sdo afetadas em vdrios niveis. Ao nivel imunoldgico,
as mudancas ocorrem pela alteracao nos padroes de
citocinas, que podem agir sinergicamente ou antago-
nicamente com aquelas provocadas por outra espé-
cie, aumentando ou dificultando simultaneamente o
controle das infeccoes, sendo de importancia para a
compressao da dinamica da coinfecgaos72,
Leishmaniose visceral e hanseniase sao doen-
cas infecciosas cronicas que acometem principal-
mente individuos de paises de clima tropical e em
desenvolvimento. Causadas pelos microrganismos
intracelulares Leishmania infantum e Mycobacterium
leprae, possuem a capacidade de resisitir a fagocitose
por macréfagos.Os mecanismos imunolégicos desen-
cadeados pela infeccdo possuem pontos em comum,
gerando um espectro da doenca que vai de formas
assintomaticas ou oligossintomaticas até formas mais
agressivas com comprometimento sistémico. A ocor-
réncia da coinfeccao pode gerar mudancas no padrao
de resposta imune acarretando uma maior suscepti-
bilidade as formas mais graves destas doencas® .
Leishmanioses sao primariamente zoonoses que
afetam outros animais, além do homem. Sdo endé-
micas em 88 paises no mundo, presente em todos os
continentes, exceto Austrélia e Antartica. Constituem-
-se na segunda categoria de doenc¢a mais importantes
entre as negligenciadas e estd entre as seis doencas
infecto-parasitarias de maior importancia no mundo
e a segunda entre as causadas por protozoarios apés
a malaria. E uma enfermidade que esta associada ao
desequilibrio social relacionado com a pobreza, a
desnutricao, deslocamento populacional, condi¢des
precérias de moradia e a falta de recursos sociais %,
A regido Nordeste é responsavel por 50% dos casos
de Leishmaniose visceral e por que 55% dos casos de
Hanseniase no Brasil. O Ceard, em especial a capital For-
taleza, é responsavel por um grande nimero de casos
novos dessas doencas. Este fato é reforcado pela cor-
relagdo na distribuicao de casos dessas patologias por
municipios do Estado do Ceard, onde de acordo com os
dados da Secretaria de Saude do Estado do Ceard (2008,
2009 e 2013) observou-se uma forte correlacdo epide-
mioldgica entre os casos de hanseniase e de calazar nos
184 municipios, principalmente em Fortaleza (Pearson
variando de 0,96 a 0,98; p<0,0001). Este trabalho teve
como objetivo analisar a producdo de anticorpos IgM
anti-PGL1 em pacientes com Calazar sem tratamento.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo recebeu parecer favoravel do Comi-
té de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
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Ceard (PROSPESQ) em 31 de marco de 2014 (CAAE
20297113.5.0000.5054); e do Comité de Etica em Pes-
quisa, do Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas da
Secretaria de Saude do Estado do Ceara (SESA), em 25
de abril de 2014 (CAAE 20297113.5.3001-5044).

As coletas de dados e do material clinico foram
realizadas através de busca ativa pelos pacientes nos
setores de emergéncia, laboratério de coleta de san-
gue e enfermarias do HSJ. Antes da coleta do material
clinico o paciente (e/ou seu responsavel) foram escla-
recidos a respeito do estudo, procedimentos, riscos e
finalidade através do Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE), autorizando a continuidade do
processo ao assina-lo. Os pacientes eram provenientes
do municipio de Fortaleza, capital do Estado do Ceara.

Apds a confirmacao clinico-laboratorial da leish-
maniose visceral, e tendo o consentimento do pacien-
te ou de seu representante legal, foram colhidos 3,0
mL de sangue periférico, em tubo com gel separador,
dos pacientes atendidos no Hospital Sdo José de Do-
encas Infecciosas no momento do diagnéstico. O soro
foi mantido a -80°C até a dosagem de anticorpos IgM
anti-PGL1 por ELISA, que considerou como positivo
valores de indice iguais ou acima de 1,2 (indice = mé-
dia D.O. da amostra-branco/média D.O. do soro-pa-
drao negativo-branco), segundo Nagao-Dias et al?'.

Para o teste de ELISA foram utilizados micropla-
cas (Costar, Cambridge, USA), IgM anti-PGL1 (Sigma,
EUA), solucao de ortofenilenodiamina 0,4mg/ml, H,O,
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a 0,01% e tampao de 0,1 M de citrato-fosfato?'.
Andlise Estatistica

As diferencas dos niveis de anti-PGL1 em pacien-
tes com Calazar segundo idade, género e condicdes
clinicas para internamento ou ndo foram comparados
usando os testes t-Student e o teste de Perseon. Fo-
ram considerados significantes os valores de p<0,05.
Foi utilizado para andlise dos dados o software Graph
Pad Prism versao 6.0.

RESULTADOS

No periodo de abril de 2014 a julho de 2015, foram
colhidas amostras de 28 pacientes com diagnéstico
clinico e laboratorial de Leishmaniose visceral. Quan-
to ao género, 21 foram do sexo masculino e 7 do sexo
feminino, com mediana de idade de 20,5 anos (var. 3
a 76 anos), dos quais 15 pacientes ndao necessitaram
internamento e 13 foram internados por um periodo
médio de 28 dias (var. 5 a 28 dias).

Nao foram observadas diferencas entre os valo-
res médios das dosagens de IgM anti-PGL1 quando
o grupo de 11 criangas (3 a 15 anos) foi comparado
ao de 17 adultos (18 a 72 anos), com p=0,4020 (Tes-
te t ndo-pareado). Também nao houve diferenca nos
valores médios das dosagens de IgM anti-PGL1 entre
os pacientes internados (N=13) e os que ndo neces-
sitaram internamento (N=15), com p=0,2528 (Teste t
nao-pareado).

p=0,4020

indice de IgM anti-PGL1

Ja15 anos (N=11) 18 a 76 anos (N=17)

IDADE (anos)

Figura 1 - Comparacgao entre as dosagens de IgM anti-PGL1 em pacientes com Calazar, sem tratamento quanto a
idade (A)e a necessidade de internamento (B). Teste “t" ndo-pareado, com significancia p <0,05.
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Quando analisamos os 28 pacientes quanto a po-
sitividade para IgM anti-PGL1 (indice maior ou igual
a 1,2) observamos que 78,6% foram considerados so-
ropositivos, com média de 2,06 + 0,61(var. 1,3 a 3,6)
(Figura 2).
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Figura 2 - Comparacao entre os pacientes com Calazar
sem tratamento quanto ao resultado da dosagem de
IgM anti-PGL1.

Ao compararmos os indices de IgM anti-PGL1,
cujas dosagens foram realizadas em trabalho ante-
rior do mesmo grupo, de amostras de 140 individuos
controles (mediana 26,5 anos, sendo 59 do sexo mas-
culino, 81 do sexo feminino) e de 49 pacientes com
hanseniase sem tratamento (mediana de 44 anos, 25
do sexo masculino, 24 do sexo feminino, sendo 24
multibacilares, 24 paucibacilares e 1 indeterminado)
provenientes também do municipio de Fortaleza-CE,
com os dados dos pacientes com calazar sem trata-
mento, observamos que houve diferenca significante
dos valores do indice de IgM anti-PGL1 dos controles
(1,53 + 0,10, var.0,1 a 6,4) em relacdo aos pacientes
com calazar (1,91 + 0,13, var.0,6 a 3,6), que por sua vez
apresentaram resultado semelhante aos pacientes
com hanseniase (4,14 + 0,56, var.0,4 a 14,6) (Figura 3)
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Figura 3 - Distribuicdo do indice de IgM anti-PGL1 de
140 individuos controles, 49 pacientes com hanseniase
sem tratamento e 28 pacientes com calazar sem trata-
mento. Teste de Mann-Whitney, significancia p<0,05.
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Figura 4 - Distribuicao do indice de IgM anti-PGL1 de
24 pacientes com hanseniase multibacilar (MB), de 24
com hanseniase paucibacilar (PB) e de 28 pacientes com
calazar sem tratamento. Teste de Mann-Whitney, signifi-
cancia p<0,05.

DISCUSSAO

Analisamos 28 pacientes com diagndstico de
Leishmaniose visceral sem tratamento, provenientes
de regido endémica tanto para calazar como para
hanseniase, quanto a sorologia para IgM anti-PGL1 e
correlacionamos com dados de idade e evolucao cli-
nica do calazar. Considerando que 75% dos pacientes
apresentaram indices de IgM anti-PGL1 considerados
positivos, ndo foram encontradas diferencas quanto
aos grupos etarios de criancas e adultos, ou quanto
a necessidade ou nao de internamento do paciente,
dado este que diz respeito a gravidade do quadro ini-
cialmente apresentado pelo paciente.

Em estudos anteriores (dados ndo mostrados)
demonstramos soropositividade para calazar (IgG
anti- Leishmania infantum por ELISA) de 26,5% em
49 pacientes com hanseniase, sem relagcdo com a for-
ma clinica (paucibacilar ou multibacilar) e de 7,1%

Hansen Int 2015; 40 (2):59-64.



em 140 contatos intradomiciliares de individuos
com hanseniase. Observamos forte correlacdo entre
a dosagem de anticorposlgG anti-PGL1 e IgGanti-
-Leishmania (Contatos: Pearson r = 0.4219, p<0,0001
e Pacientes:Pearson r=0.3301, p = 0,0205), indicando
que aqueles individuos podem estar infectados com
Leishmania infantum, ou que ensaios soroldgicos em
regido de alta endemicidade para ambas as patolo-
gias podem gerar resultados falso-positivos.

Em trabalho anterior, nosso grupo avaliou o indice
de IgM anti-PGL1 em uma populacao controle e em
pacientes com hanseniase ndo tratada. Ao comparar-
mos com os dados dos pacientes com calazar, estes
apresentam valores maiores que os dos controles e
semelhantes aos pacientes com a forma paucibacilar
da hanseniase.

A quantificagcdo dos niveis de anticorpos anti-PGL1
tem sido relatado como promissor na deteccao do M.
leprae na populacdo®23, Bazan-furini e cols* relata-
ram que os altos niveis de IgM anti-PGL1 facilitaria na
caracterizacdo e o risco no desenvolvimento da han-
seniase.

Contudo a alta frequéncia de reacdes positivas
para IgM anti-PGL1 em individuos com leishmaniose
visceral pode ser secundaria a ativacao policlonal que
ocorre nesta patologia® dificultando a possibilidade
de deteccdo da infeccdo pelo M. leprae por aquele
marcador sorolégico, e levantando a duvida sobre a
correta interpretacao de pesquisa de IgM anti-PGL1
em regides onde sdo detectados a presenca dos dois
microrganismos.

CONCLUSAO

Nao foi observada qualquer diferenca entre géne-
ro, idade, necessidade ou ndo de internamento, ou
tempo de tratamento. A alta frequéncia de IgM anti-
-PGL1 positiva pode ser secundaria a ativagao policlo-
nal que ocorre no Calazar, dificultando a possibilidade
de deteccédo da infeccdo pelo M. leprae por avaliacdo
sorolégica em regido de alta endemicidade para leish-
maniose visceral.
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