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APRESENTACAO

A pesquisa incluida nessa dissertacdo avalia a ocorréncia de transmissdo de Leishmania
infantumde seres humanos para Lutzomyia longipalpis através do xenodiagnostico. A
transmissdo foi analisada por microscopia direta, e reacdo de cadeia em polimerase
convencional para Leishmania. Foi medida a carga parasitaria dos participantes pela Reagéo
de Cadeia em Polimerase em Tempo Real, e analisado a relagdo entre a infectividade e a carga

parasitaria.



RESUMO

Introducgdo: A leishmaniose visceral (LV) se apresenta quase sempre com febre e hepato-
esplenomegalia. Quando causada por Leishmania infantum, é uma zoonose transmitida por
flebotomineos. Embora os cées sejam considerados os principais reservatorios, os humanos
sdo tambeém fontes de infeccdo. As pessoas com LV com co-infeccdo pelo HIV sdo muito
infecciosas e por isto conjecturou-se se estes individuos podem contribuir de forma mais
significativa para a transmissdo da doenca. Material e Métodos: A transmissdo foi medida
através de xenodiagnostico com o vetor Lutozomyia longipalpis. Os parasitos foram
identificados nos insetos através de microscopia Optica e da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) convencional. A quantidade de L. infantum no sangue foi medida através da PCR
quantitativa (qPCR). Resultados: Dos 61 participantes, 27 (44%) tiveram xenodiagnostico
positivo no exame microscépico ou na PCR. Entre os pacientes com LV e sem HIV, 0 exame
foi positivo em 7 (35%). Entre os pacientes com LV e com HIV, 15 (75%) foram positivos.
Entre os 19 individuos assintomaticos, o exame foi positivo em 4 (21%). Em 1 pessoa (4,3%)
assintomética com HIV, o xenodiagnoéstico foi positivo através da microscopia. Conclusoes:
O estudo demonstrou que individuos assintomaticos sdo capazes de transmitir o protozoario,
que a infeccdo pelo HIV e a presenca de sintomas de LV aumentam a competéncia do homem
como reservatorio para L. infantum, o que indica que estes individuos tém papel mais
importante na transmisséo da LV em &reas endémicas. O xenodiagnostico foi mais configvel

que gPCR para medir a infectividade.

PALAVRAS CHAVE: Reservatorio. Competéncia. Xenodiagndstico. Leishmaniose
visceral.Leishmania infantum.Lutzomyia longipalpis. HIV. AIDS.



ABSTRACT

Introduction: Visceral leishmaniasis (VL) is usually followed by fever and
hepatosplenomegaly. The disease is transmitted by sand flies, and when caused by
Leishmania infantum, it is a zoonosis. Although dogs are held as the main reservoirs in cities,
humans are also sources of infection. People with VL/HIV co-infection are very infectious
and for this reason, they could contribute more significantly to the transmission of the disease.
Material and methods: Transmission was assessed by xenodiagnosis with the vector
Lutzomyia longipalpis. Parasites were identified in the insects by optic microscopy and
conventional polymerase chain reaction (PCR). The amount of L. infantum in the blood was
obtained by quantitative PCR (qPCR). Results: Among the 61 participants, 27 (44%) infected
sand flies as seen by microscopy or PCR. Among the VL patients not infected by the HIV,
xenodiagnosis was positive in 7 (35%). Between the patients co-infected by VL/HIV, 15
(75%) were positive. Among the 19 asymptomatic patients, four (21%) infected sand flies.
One (50%) asymptomatic patient with HIV had a positive xenodiagnosis. Conclusions: The
study demonstrated that asymptomatic patients are capable of transmitting the protozoa, and
that HIV infection and presence of VL symptoms increase human competence as L. infantum
reservoirs, showing that these individuals play an important role in the VL transmission in

endemic areas. Xenodiagnosis was more reliable than qPCR to measure infectiousness.

KEY WORDS: reservoir competence, xenodiagnosis, visceral leishmaniasis, kala-azar,

Leishmania infantum, Lutzomyia longipalpis, HIV, AIDS.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar (kala-azar = febre
negra) é uma doenca infecciosa parasitaria causada por protozoarios do género Leishmania sp.
Essa patologia tem ampla distribuicdo pelo mundo, ocorrendo na Asia, Europa, Oriente
Médio, Africa e Américas, com incidéncia anual estimada em 500.000 casos e 50.000 mortes
(SANGENIS et al., 2014). Na América Latina a doenca ja foi descrita em pelo menos 12
paises, sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil, especialmente na Regido Nordeste,
representando um importante problema de satde publica com uma média de 3156 novos casos
no por ano(BRASIL, 2006).

No Novo Mundo, no Mediterraneo e em partes da Asia e da Africa Ocidental, a LV é
causada pelo protozodrio Leishmania infantum, e por Leishmania donovani no Subcontinente
Indiano e no Leste da Africa(ALVAR et al., 2012). A LV causada por L. infantum é uma
zoonose e tem como principais reservatorios 0s canideos domésticos e selvagens. Ja a L.
donovani € transmitida apenas entre pessoas, ou seja, uma antroponose. No Brasil, o principal
vetor do calazar é o Lutzomyia longipalpis, queé um alimentador versatil e os humanos uma
importante fonte de sangue para esta espécie de flebotomineo em é&reas periurbanas
(MACEDO-SILVA et al., 2014). No ambiente silvestre, os reservatorios de Leishmania séo
principalmente as raposas (Lycalopexvetulus e Cerdocyonthous) e 0s marsupiais
(Didelphisalbiventris, D. marsupialis). O cdo (Canis familiaris) é aceito como o principal
reservatorio doméstico da infeccdo, mas o verdadeiro papel do homem na transmissdo da
doenca ainda ndo esta totalmente definido(COSTA et al., 2000)(COSTA et al., 2002)(COSTA
et al., 2005).Pessoas com LV ativa sdo capazes de infectar Lutzomyia longipalpis(COSTA et
al., 2000)e individuos co-infectados pelo HIV e L. infantum ja infectaram Phlebotomus
perniciosus(MOLINA et al., 1999). Logo, os seres humanos participam de uma parcela do

ciclo de transmissdo da LV.

A LV, antes limitada a areas rurais e pequenas localidades urbanas(DEANE e
DEANE, 1962), tem se expandido para cidades de médio e grande porte nas ultimas
décadas(COSTA, 2008), e tem se apresentado como importante problema de sadde puablica,
agravado pela sobreposicdo geografica com a pandemia de AIDS. Desde o inicio da epidemia
global de infecgdo pelo HIVV um nimero crescente de casos de LV tem sido notificado. A co-

infeccdo HIV-Leishmania aumenta o risco de progressdo de infeccdo assintomatica para a
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doenga (LV) e, inversamente, a LV acelera a progressdo da imunodeficiéncia causada pelo
HIV(ALVAR et al., 2008). No Brasil a propor¢do de individuos com LV coinfectados pelo
HIV pode variar de 7,6% (COURA-VITAL et al., 2014)a até a 36% (DRUZIAN et al., 2015),
0 que aumenta a possibilidade de complicagdes e diminui a taxa de sobrevida (BELO et al.,
2014). Pacientes co-infectados pelo HIV e Leishmania, apesar do tratamento, podem
desenvolverinfeccdo crénica com continua multiplicacdo e circulacdo de parasitos por varios
anos (BOURGEOIS et al., 2010), sendo por isto bons reservatérios com potencial importancia

no ciclo de infectividade da LV.

A identificacdo dos individuos que sdo fontes potenciais de infeccdo de € de grande
importancia para as medidas de controle epidemioldgico, e pode sugerir abordagens na
intervencdo da cadeia de transmissdo do calazar. Embora tenha sido mostrado que inibidores
de protease utilizados no tratamento da infeccdo pelo HIV diminuam in vitro o crescimento de
Leishmania sp.(VAN GRIENSVEN et al., 2013), é possivel que os pessoas infectados com o
HIV se configurem em duradouras e importantes fontes de infeccdo por L. infantummesmo
enquanto estiverem em tratamento antirretroviral. Assim, este estudo foi desenvolvido para
avaliar a competéncia de pessoas infectadas com L. infantumpara transmitirem o protozoéario

para os vetores, e discutir seu impacto na transmissdo do protozoario em areas endémicas.



16

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia e Transmisséo

A LV é mais prevalente em criancas,e gera maior taxa de mortalidade nos primeiros
anos de vida. No entanto, em adultos a taxa de letalidade aumenta proporcionalmente a idade,
principalmente apds os 60 anos (ARAUJO et al., 2016)(BELO et al., 2014). A doenca se
distribui de maneira semelhante entre os sexos durante a infancia, mas tem maior prevaléncia
em homens a partir da adolescéncia(DEANE; DEANE, 1962)(OLIVEIRA et al., 2006).
Provavelmente, os habitos de vida relacionados a maior permanéncia dos homens fora do
domicilio, com maior superficie corporal exposta aumentam a vulnerabilidade a
infeccdo(COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990).

A transmissdo natural da LV ocorre no momento do repasto sanguineo das fémeas
infectadas com o parasito, as formas promastigotas infectam as células do sistema reticulo
endotelial, o que pode desencadear as formas clinicas da doenca. A transmissdo no novo
mundo ocorre principalmente através de um clico zoonético, com participacdo de um
reservatorio animal, entretanto, a importancia da transmissdo antroponéticaé fato inegavel
(COSTA et al., 2000).Existe evidencias de outras vias de transmissdo, na Europa,CRUZ et al.,
(2002) encontrou em 52% das seringas descartadas por usuarios de drogas, PCR positivo para
Leishmania. Ainda, transmissdo transfusional, principalmente por doadores de é&reas
endémicas, tem sido reportado como um fator preocupante, especialmente em recém-nascidos
e criancas (MANUSQUETO et al., 2014).

A expansao da LV urbana comecou no inicio década de 80 no Brasil, com as primeiras
epidemias nas cidades de Teresina, Natal e S&o Luis, todos localizados no Nordeste do pais, e
mais tarde se propagou para outros centros urbanos (WERNECK, 2010). Em Teresina, capital
do estado do Piaui, o pico da primeira epidemia aconteceu em 1984, com 1.509 casos
(COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990). A incidéncia caiu apds 1985, entretanto, ocorreu uma
nova epidemia entre 1993 e 1995, somando mais de 1.200 casos. No mesmo periodo desse
ano, houve mais casos de infeccdo em cdes do que em seres humanos, no entanto, ndo ha
ligagBes entre a prevaléncia de casos caninos e a incidéncia de LV em humanos. Entre 1996 e
1998, a doenca permaneceu endémica no Municipio, com cerca de 20-40 casos anuais
(HENRIQUE; COSTA; TAPETY, 2007)(WERNECK et al., 2007).
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2.2 Apresentacdo clinica

A LV pode apresentar-se clinicamente desde infeccBes assintomaticasou
subclinicasaté formas graves e letais.Na LV classica a presenca de febre é marcante,
acompanhada de falta de apetite, perda ponderal, palidez cutdnea e mucosae aumento do
volume abdominal decorrente da hepatomegalia e esplenomegalia (FIGURA 1). A
desnutricdo ja foi descrita como fator agravante para a aquisicdo da LV(DYE; WILLIAMS,
1993), e criangas com baixo peso tem maior risco de letalidade e maior chance de adquirir
complicacdes. Nos adultos, a desnutricdo € mais prevalente naqueles co-infectados pelo HIV,
provavelmente associado com infecces parasitérias intestinais (MENGESHA et al., 2014)
(FIGURA 2). Nos idosos, as manifestagdes clinicas tem um espectro maior de variacoes,
maior taxa de recidivas. O maior tempo de diagnostico a partir do inicio dos sintomas estdo
associados com morte (DRIEMEIER et al., 2015).Entre os fatores associados com a morte as
infeccbes bacterianas e disturbios da coagulagdo sdo as mais citadas, mais recentemente a
presenca de infeccdo pelo HIV. Outras manifestacfes da LV que s&o menos frequentes
incluem tosse, vomitos, cefaleia, diarreia. Os achados laboratoriais inespecificos mais

encontrados sdo anemia, leucopenia, plaguetopenia, hipergamaglobulinemia.

FIGURA 1. Crianga com diagnostico de LV~ FIGURA 2. Adulto com diagnostico de LV e
apresentando  hepatoesplenomegalia e infeccdo  pelo HIV ~ com  grande
emagrecimento. esplenomegalia.
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2.3 Diagndstico

As classicas manifestacdes clinicas da leishmaniose visceral como febre, palidez,
esplenomegalia estdo presentes na maioria dos pacientes, mas sao sinais muito inespecificos,
presentes em diversas outras doengas e por isto a confirmacdo laboratorial se faz
necessaria.(SAKKAS; GARTZONIKA; LEVIDIOTOU, 2016).As provas sorologicas mais
usadas sdo a Reacdo de imunofluorescénciaindireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA),
teste de aglutinacdo direta (DAT), e testes rapidos baseados em antigenos recombinates
presentes no cinetoplasdo da Leishmania(ZIJLSTRA et al., 1998)(EL HARITH et al.,
1988)(MAIA et al., 2012). A sorologia, contudo, deve ser interpretada com critérios, uma vez
gue a soroconversdo pode ndo se associar a doenca clinica. A intradermorreacdo de
Montenegro ndo é reagente durante a doenca ativa mas pode se positivar apos a resolucdo da
infeccdo e na Leishmaniose tegumentar, sendo por isto utilizada como marcador soroldgico da

infeccdo em estudos populacionais(BRASIL,2006).

Na LV ativa, a demonstracdo do parasito pode ser feita em material adquirido de
puncdo aspirativa de medula 6ssea, linfonodos ou bago, através de exames diretos, inoculacéo
em animais suscetiveis e culturas. Os exames diretos apresentam praticidade e rapidez no
resultado, enquanto a inoculacdo em animais e as culturas apresentam maior facilidade de
visualizacdo do parasito e maior sensibilidade as custas de maior periodo de tempo, 0 que
pode retardar a tomada de decisdo clinica. As metodologias moleculares sdo métodos
promissores, pois apresentam elevada sensibilidade, entretanto, a presenca do DNA néo
configura a presenca do parasito vivo ou a doenca clinica, o que lhe confere baixa
especificidade. Além disso, os resultados devem ser analisados com cautela, levando em
consideracdo o tipo de amostra, 0 alvo do DNA utilizado, método de extracdo do DNA, além

de demandar infraestrutura e pessoal especializado.

2.4 Infectividade

O ciclo de transmissdo da LV, que anteriormente acontecia em ambiente silvestre e
rural, passou a acometer centros urbanos (GONTIJO; MELO, 2004). Os reservatorios
envolvidos na transmissdo silvestre habitam locais menos frequentados pelo homem, como

floresta amazoénica e o sertdo nordestino (COSTA, 2005). O ciclo de transmissdo domestica
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geralmente ocorre entre 0 homem, o cdo e o inseto vetor (DEANE e DEANE, 1962). Nos
grandes centros urbanos o ambiente é praticamente incontrolavel, a presenca de favelas traz
uma nova modalidade de proliferacdo de vetores, e a interferéncia do HIV modifica 0 mapa
de expansdo da LV. A luz disso, acende a discussdo de quais S0 0S nOVOS possiveis

reservatorios e quais grupos sdo mais acometidos.

Os estudos de transmissdo de LV foramclassicamente realizados através do
xenodiagnostico (DEANE e DEANE, 1962);(SHERLOCK, 1996). A competéncia vetorial é a
habilidade intrinseca de uma espécie para transmitir biologicamente um agente causador de
doenca e, no caso das leishmanioses pode ser definida como a proporcao de flebotomineos
gue se infectam ao se alimentar em um hospedeiro (SMITH et al., 2012). Para fins de
pesquisa este estudo considerou que apenas uma amastigota seria capaz de infectar um
flebotomineo(SEBLOVA et al., 2012a). O xenodiagnéstico € um procedimento sofisticado
que utiliza um vector, agindo como um meio de cultura bioldgica, para a deteccdo de uma
infeccdo (FIGURA 3). No entanto, esse método possui muitas limitagdes, uma vez que a
natureza de sua execucdo demanda muitas fontes devariacdo como o local da aplicacdo,
quantidade de parasito nos tecidos acessiveis ao vetor (sangue, pele, liquido intersticial),
status imunoldgico do hospedeiro(VERCOSA et al., 2008)(SOARES et al., 2011), espécie do
flebotomineo(DOBSON et al., 2010), espécie do reservatorio (COURTENAY et al., 2014).

Além disso, existem outras fontes potenciais de variacdo que incluemquantidade de
insetos, tempo de jejum dos insetos (periodo de transicdo entre a fase imatura e a fase
adulta),tempo de contato com os reservatorios, horario da aplicacdo, temperatura, umidade,
pressdo exercida pelo elastico acoplado a caixa de plastico, odor do reservatério, uso de
produtos quimicos no local da aplicacdo, espécie e viruléncia da cepa, idade dos insetos
utilizados, experiéncia do operador. Tais variagdes sdo dificeis de serem controladas, se
fazendo necessario o desenvolvimento de novas tecnologias, de facil aplicagdo e acessiveis a
estudos populacionais, a gPCR tem sido indicada como nova tecnologia para identificacdo de
pessoas infectantes (MILLER et al., 2014).

Existe uma alta complexidade em se discutir quais perfis epidemioldgicos estdo em
maior risco para adquirir infeccdo por L. infantum. Um estudo de coorte realizado em
Teresina-Pl mostrou que o grupo de menor risco sdo pessoas com alto niveis educacionais e
que vivem em areas onde recebem algum tipo de intervencdo para o controle da doenca
(ALVES et al., 2016). A identificacdo dos reservatorios que contribuem para infec¢do dos

vetores é essencial para compreensao da dindmica de transmissdo de doengas transmitidas por
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vetores, desta forma, € possivel desenvolver estratégias que visam a intervencdo em

populacOes com infectividade relevante (MILLER et al., 2014).

FIGURA 3. Aplicagdo do xenodiagndstico no antebrago de um individuo.

2.5 Leishmaniose visceral e HIV

O primeiro caso de leishmaniose associada com a infec¢do pelo HIV foi relatada em
1985, enquanto o numero de casos aumentaram rapidamente no sul da Europa antes do inicio
da terapia antirretroviral( ALVAR et al., 1997). A pandemia de AIDS mudou a histéria natural
da leishmaniose, uma vez que infeccdo pelo HIV aumenta o risco de desenvolvimento de VL
por 100 a 2320 vezes em areas endémicas, reduz a probabilidade de uma resposta terapéutica,
e aumenta a probabilidade de recidivas (ALVAR et al., 2008). O Brasil é o epicentro da
epidemia de HIV/AIDS na América do Sul(SZWARCWALD et al., 2000), e a expansdo do
HIV coincidiu com urbanizacdo do calazar. Teresina apresenta 0 maior nimero de casos
documentados da coinfeccdo HIV/LV no Brasil(LEITE DE SOUSA-GOMES et al.,
2011)(LIMA et al., 2013).Um estudo realizado por SOUZA-GOMES (2011), constatou que a
maioria dos casos de pacientes coinfectados LV-HIV eram adultos (média de 34 anos) do
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sexo masculino (78,1%), e que a maior parte dos casos esta distribuida no Nordeste e Sudeste
do pais. Isso é esperado, j& que as duas doengas acometem mais homens adultos. A triade
classica da LV é também a manifestacdo mais comum na co-infeccdo Leishmania/HIV:
esplenomegalia, anemia e pancitopenia sao observadas em 75% dos casos relatados. Febre (80
a 87%), astenia e emagrecimento (70 a 90%), anemia (49 a 100%), esplenomegalia (54 a
90%), hepatomegalia (34 a 85%), leucopenia (56 a 95%) e plaquetopenia (52 a
93%)(BRASIL, 2008).No entanto, o diagnostico do calazar em pacientes com HIV é
problematico devido a baixa sensibilidade dos testes laboratoriais
complementares(CAVALCANTI et al., 2012)(CUNNINGHAM et al., 2012). Ambos, HIV
e Leishmania, induzem um déficit nas respostas humoral e celular, o que limita o valor
diagnostico dos testes soroldgicos para pacientes co-infectados. O exame parasitologico
apresenta alta especificidade na cultura, mas como leva mais tempo, pode implicar na menor

probabilidade de sobrevida.

Mais que a alta taxa de mortalidade, grande nimero de recidivas e dificuldades no
diagnostico, a infeccdo por Leishmania e a infeccdo pelo HIV sdo consideradas de grande
importancia para a Salde Publica devido a sua magnitude e expansdo geografica. Uma vez
admitido que existe uma transmissdo antroponotica de L. infatum, as pessoas infectadas pelo
HIV devem ser direcionados como potenciais reservatérios da infec¢do. Devemos admitir que
as medidas de controle devem ser reavaliadas e concentrar os esfor¢cos nos grupos mais
vulneraveis. A maior possibilidade de deslocamento de pessoas em relacdo aos reservatorios
animais € um fator que deve ser levado em consideracdo, uma pessoa com capacidade de
transmitir o protozoario que se desloque para uma area ndo endémica, mas que tem a presenca
vetor, € um grande risco na distribuicdo da LV, além de trazer desafios e dificuldades no
diagnostico, assim como j& foi descrito com Maléria (NILLES; ARGUIN, 2012).
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3. ORGANIZACAO DA PESQUISA

2.1 Objetivo

Avaliar a ocorréncia de transmissao de Leishmania infantumde seres humanos para Lutzomyia

longipalpis.

2.2 Objetivos especificos

1. Aplicar o xenodiagndstico em seres humanos com evidencia de infeccdo por L.
infatum com e sem infec¢do pelo HIV.

2. Verificar a presenca de Leishmania no vetor (Lu. longipalpis) por microscopia.

3. Detectar DNA de Leishmania no vetor por reacdo de cadeia em polimerase
convencional (PCR).

4. Medir a carga parasitaria dos participantes atras da reacdo de cadeia em polimerase em
tempo real (QPCR).

5. Verificar associacao entre a infectividade dos insetos e a carga parasitaria.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Estudo transversal

4.2 Populacéo alvo

Populacdo em aera de risco para LV causada por L. infantum.

4.3 Populagéo fonte

Pessoas que procuraram o Laboratorio Central de Satde Publica do Piaui Dr. Costa Alvarenga
(LACEN-PI), que funciona como centro de triagem confidencial para teste anti-HIV, e
pacientes atendidos no Instituto de Doencas Tropicais Natan Portella (IDTNP) em Teresina

Piaui com leishmaniose visceral.

4.4 Populagéo do estudo

Os participantes desse estudo foram recrutados a partir de:

1) Hospital de referéncia em doengas infecciosas (IDTNP): Os pacientes que recebiam
diagnostico de LV eram convidados a realizar a sorologia anti-HIV, e aqueles que
apresentavam sorologia reagente para HIV eram convidados a realizar a testagem soroldgica
anti-Leishmania. 2) Centro de testagem an6nima para HIV. Os individuos que recebiam
resultado reagente da testagem anti-HIV voluntaria eram convidados a realizar sorologia anti-
Leishmania. (FIGURA 4). A pesquisa direta e a cultura de Leishmania em material da medula
Ossea foram realizadas como rotina diagnostica em pacientes sintomaticos. Pessoas
apresentando sorologia anti-Leishmania reagente, mas que ndo apresentavam manifestagéo

clinica sugestiva de LV foram acompanhados clinicamente.
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45  Critérios de inclusdo
Foram considerados elegiveis para o estudo: 1) pacientes atendidos no IDTNP que tinham

diagnostico clinico de LV com pelo menos um teste laboratorial positivo para LV; 2)

pacientes atendidos do Centro de Testagem e Aconselhamento.

4.6 Critérios de exclusado

Foram excluidos do estudo participantes com impossibilidade clinica de colher o volume de

sangue necessario.

I'Lv-auuu | LV assintomatica =Lvm!'tvmu'

FIGURA 4. Algoritmo do estudo.
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4.7 Critérios clinico laboratoriais

O estudo clinico de cada paciente foi completado no momento de sua inclusao através
da avaliacéo feita pelo médico assistente. Amostras de sangueforam coletadas para 0s exames
laboratoriais de rotina seguindo o protocolo de atendimento ao paciente com LV executado
IDNTP, que incluem: hemograma, plaquetas, velocidade de hemossedimentacéo,
aminotransferases, bilirrubinas, creatinina, albumina, globulina, exame sumaério de urina,
radiografia simples do torax e culturas. Uma aliquota de sangue periférico foi separada em

duplicata e congelada a -20°C para posterior analise da carga parasitaria.

4.8 Caracterizacao dos individuos e definicdes

Considerou-se infecgdo sintomética por Leishmania a presenca de febre, palidez,
emagrecimento, esplenomegalia ou hepatomegalia em individuo com evidéncia laboratorial
de LV. Considerou-se evidéncia laboratorial de LV sorologia reagente ou demonstracdo do
parasito em exame direto ou cultura. Considerou-se infec¢do assintomatica a reatividade
soroldgica anti-Leishmania em individuo que ndo apresentava sinais ou sintomas de LV no
momento da realizacdo do teste, e sem diagnostico prévio da doenca. Considerou-se infectado
pelo HIV todo individuo com idade acima de 18 meses com sorologia anti-HIV reagente e

criancas com 18 meses ou menos com carga viral detectavel.

4.9 Exame direto para Leishmania

O esfregaco obtido por puncéo aspirativa da medula 6ssea era corado com corante de Giemsa
e examinado em microscopio 6tico no aumento de 1000x. O exame era considerado negativo
se nenhuma forma amastigota fosse encontrada ap6s no minimo 30 minutos, o que
corresponde a aproximadamente 1800 campos observados(DA SILVA; STEWART; COSTA,
2005)e era considerado positivo quando pelo menos uma forma amastigota era identificada.

4.10 Cultura para Leishmania
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O material obtido da medula Ossea era semeado em meio de cultura bifasico de Novy-
MacNeal-Nicole-NNN. A leitura do sobrenadante do meio de cultura para a identificacdo de
formas promastigotas era feita apos 2, 3, 7, 14, 21 e 28 dias da semeadura. As culturas foram

declaradas negativas se formas promastigotas nao fossem identificadas apos 28 dias.

4.11 Sorologia para Leishmania

A reacdo de imunofluorescéncia indireta para Leishmania (IFI-Leishmaniose Humana—Bio-
Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil) e o teste imunocromatografico com antigeno rK39 -
Kalazar Detect (InBios International, Seattle, WA, USA) foram realizados segundo as

recomendacdes do fabricante.

4.12 Sorologia para HIV

A triagem soroldgica para o HIV foi realizada por dois testes com principios metodoldgicos
ou antigenos diferentes, com confirmacdo soroldgica pelo teste de imunofluorescéncia
indireta para HIV-1 ou pelo teste de Western blot, de acordo com as recomendacdes nacionais

do momento.

4.13 Local da Pesquisa

N A

Map date 02045 Googht

Instituto de Doencgas
Tropicais Natan Portela

Enderego: Rua Governador Raimundo A Vasconcelos - s/n, Teresina
P, 64001-450

Telefone: (86) 3222.3248

FIGURA 5. Instituto de Doencas Tropicais Natan Portella.

O estudo foi realizado no Instituto de Doengas Tropicais Natan Portella (IDTNP) em Teresina
P1, um hospital de referéncia em doengas infecciosas e parasitarias para o Piaui e para estados

vizinhos, atuando como centro sentinela. Disp0e de servigo de pronto-atendimento geral e
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ambulatério especializado em infectologia, urgéncia, emergéncia além de Unidade de Terapia
Intensiva. O instituto dispde de boa logistica para captagdo de pacientes, infraestrutura
laboratorial e hospitalar para diagnostico e tratamento dessas enfermidades. O laboratorio de
analises clinicas conta com servigos de hematologia, bioquimica, imunologia, microbiologia,
micologia, parasitologia.O laboratério para diagnostico e pesquisa em leishmanioses
(LabLeish) esta capacitado a realizar técnicas de entomologia (xenodiagnostico), parasitologia
(exame direto e cultura), sorologia e biologia molecular. Ainda, tanto o IDTNP como o
LabLeish tém vinculos de parceria publico e privadas no sentido do desenvolvimento do
conhecimento para diagnéstico e pesquisa médico-laboratorial. O centro de triagem utilizado
como banco soroldgico foi o Laboratério Central de Salde Publica do Piaui Dr. Costa
Alvarenga (LACEN-PI). Trata-se de um laboratorio publico, vinculado a Secretaria Estadual
de Saude, através da Superintendéncia de Vigilancia em Salde. Atende diversas demandas
provenientes das Regionais de Saude, Vigilancia Epidemioldgica, Vigilancia Sanitaria e
Vigilancia Ambiental, além de coordenar a Rede de Laboratérios Publicos e Privados que

realizam andlises de interesse em salde publica.

4.14 Trabalho de laboratério

4.14.1 Flebotomineos

O primeiro objetivo aplicar o xenodiagnéstico em seres humanos com evidencia de infeccéo
por L. infatum com e sem infeccdo pelo HIV.

Os exemplares de Lu. longipalpis foram obtidos de colénia mantida no Laboratorio de
Sanidade Animal da Universidade Federal do Piaui. Os insetos que deram origem a coldnia
foram capturados na cidade de Teresina (05° 05' 20" S 42° 48' 07"0), e mantidos segundo 0
método descrito porMODI e TESH (1983).0s insetos vindos do campo foram alimentados em

hamsters, e mantidos em ambientes separados daqueles da geracdo F1 utilizada para o exame.

4.14.2 Xenodiagnostico

Utilizou-se flebotomineos fémeas de primeira geracdo (F1), com até quatro dias apos a

eclosdo da fase puparia, mantidos a 26°C e 92% de umidade, alimentadas somente com
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solucdo agucarada até aproximadamente 12 horas antes do procedimento, quando eram
deixadas sem nenhuma alimentagdo. Os insetos foram colocados em caixas de pléstico, com
um dos lados aberto e coberto por tecido de organza. Essas caixas foram aplicadas na face
interna do antebrago dos participantes por um periodo médio de 45 minutos (FIGURA 3).
Apos a aplicacdo os insetos foram levados para uma incubadora tipo BOD (Biochemical
Oxygen Demand-Tecnal TE-391) e mantidos a 26°C, alimentados apenas com solugdo de
acucar. No quinto ou sexto dia ap0s 0 repasto sanguineo todos os insetos vivos foram
dissecados e examinados ao microscopio optico no aumento de 400x. Logo em seguida seus
intestinos foram armazenados em tubos criogénicos e congelados a temperatura -20°C, para

posterior realizacdo da reagdo em cadeia de polimerase convencional.

4.14.3 Analise por microscopia

O segundo objetivo foi verificar a presenca de Leishmaniano vetor através da microscopia.
Foram considerados insetos infectados quando encontrado parasitos na forma promastigota a
microscopia éptica no aumento de 400x. Apos visualizacdo os intestinos foram congelados a -

20 para realizacdo da PCR.

4.14.4 Anélise por PCR

O terceiro objetivo foi detectar DNA de Leishmania no vetor atraves da reacdo de cadeia em

polimerase convencional (PCR).

4.14.4.1 Extracdo do DNA

A extracdo de DNA do intestino dos insetos e do sangue periférico dos individuos seguiu as
recomendacdes do fabricante QlIAamp DNA Blood Mini kit 250 (Qiagen — Sample & Assay
Technologies, Chatsworth, CA, USA). Concentracdo e pureza foram medidas em
espectrofotdbmetro (NanoDrop ThermoScientific Inc., Wilmington, DE) nos comprimentos de
onda de 260 e 280 nm.

4.14.4.2Primers
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Os primers usados para PCR convencional foram Lin R4 (5 '- GGG GTA GTT GGT AAA
TAG GG - 3') e Lin 19 (5 'CAG AAC GCC ACC CCT CG - 3")(BREWSTEREet al., 1998),
que sdo especificos para a regido do minicirculo de Leishmania, e geram um fragmento de

cerca de 720 pares de base para detectar KDNA de L. infantum

4.14.4.3 PCR convencional

As condi¢des da PCR foram desnaturagdo a 94°C por 5 minutos e 94°C por 30 segundos,
seguido de 52°C por 30 segundos para anelamento e 72°C por 30 segundos para extensdo,
apos ciclo de 35x, 72°C por 10 minutos para extensao final. A eletroforese ocorreu em gel 2%
UltraPure™ Agarose (Invitrogen, Carlsbad, CA) corada com GelRed™ (Biotium, Hayward,
CA, USA). Utilizou-se &gua ultrapura como controle negativo e DNA de Leishmania obtido

de cultura puras como controle positivo, tanto para PCR convencional como para gPCR.

4.15 Estimativa da carga parasitaria no sangue periférico (KDNAemia)

O quarto objetivo foi medir a carga parasitaria dos participantes atras da reacdo de cadeia em
polimerase em tempo real.

As amostras de sangue foram colhidas por puncdo de veia periférica em frascos estéreis
contendo antigoagulantes (&cido etilenodiaminotetracético-EDTA e citrato de sodio de sodio
3,2%). A amplificagdo do DNA dos parasitos foi realizada em StepOne™ Real-Time PCR
Systems (AppliedBiosystems, Foster City, CA). A quantificacdo de L. infantumfoi realizada
em placas de 48 pocos (MicroAmp - AppliedBiosystems, Foster City, CA) em um volume
final de 20,0 pL.Desse total, 0,5 plLeram de customTagMan® Gene Expression Assays
composto por primers e sonda otimizadas 20x (AppliedBiosystems, Foster City, CA),
acrescidos de 10uLTagMan® Gene Expression Master Mix (AppliedBiosystems, Foster City,
CA). Um volume de 5,5 pL. de 4gua livre de RNAse e 4,0 uL de DNA da amostra,
padronizado uma quantidade de 10ng/uL de DNA para cada reacdo. A desnaturacdo foi
realizada a 95° C por 10 minutos, e a amplificacdo e quantificacdo foram 40 ciclos de 15
segundos a 95° C e 1 minuto a 60° C. Amostras, curva padrdo e controles negativos foram
analisados em duplicatas. Considerou-se as reagdes com diferenca méxima entre si de no
maximo 20% e nenhum desvio de proporcOes. Para a deteccdo do parasito utilizou-se 0s

oligonucleotideos e sondas desenhadas a partir do gene da aloumina (MARY et al., 2004), e
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das sequéncias do minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA) (ROLAO et al., 2004),
modificadas pelo mesmo autor. A quantidade de KDNA no sangue periférico (KkDNAemia)
corresponde a estimativa de amastigotas equivalentes a uma dadaquantidade de kDNA de L.

infantum medida no sangue periférico (AE/mL).

5. ANALISE ESTATISTICA

O quinto objetivo foi verificar associacdo entre a infectividade e a carga parasitaria.

A anlise estatistica foi realizada pelo programa Stata/SE® 10.0 for Windows (College
Station, Texas, USA). Foram calculados as médias e os intervalos de confianga 95% (IC 95%)
das variaveis com distribuicdo normal e as medianas das demais distribuices. Utilizou-se
teste de Wilcoxon para analise univariada da carga parasitaria e da infectividade. A
infectividade foi calculada através da proporcdo de insetos infectados. O teste de Spearman
foi aplicado para a verificar correlacdo entre a carga parasitaria e a infectividade. Regressdo
logistica foi aplicada para avaliar a interferéncia de idade, sexo, sintomas e co-infeccéo pelo
HIV em relagéo a carga parasitaria e a infectividade. O teste Kappa foi aplicado para verificar
a concordancia entre a microscopia e PCR, e o teste do Chi-square para verificar associacdo
entre variaveis dicotdmicas. A estimativa da probabilidade da transmissdo para Lu.
longipalpis foi inferida pelo modelo de distribuicdo de Poisson de acordo com MILLER et al
(2014), considerando-se volume de sangue ingerido de 0,5 uL (READY, 1979). Modelagem
matematica em funcdo da carga parasitaria foi realizada para inferir a quantidade estimada de

parasitos em relacdo a infectividade observada no estudo.

6. Consideracdes éticas
Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal do
Piaui (protocolo 23111.011334/2010-93). Todos 0s pacientes ou Seus responsaveis assinaram

termo de consentimento livre e esclarecido referente aparticipacdo voluntaria no estudo

7. Resultados

7.1 Participantes
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Sessenta e uma pessoas participaram do estudo e foram divididas em quatro grupos: (a) Vinte
pacientes com diagnostico de LV e teste ndo reagente para HIV;

(b) Vinte pacientes com diagnostico de LV e teste reagente para HIV; (c) Dezenove pessoas
assintomaticas com sorologia reagente para Leishmania e teste ndo reagente para HIV; (d)
Dois individuos assintomaticos com sorologias reagentes para Leishmania e HIV. Entre
todos, 35 (57%) eram do sexo masculino, e a idade variou de um a 65 anos, com mediana de

31 anos.

N&o houve diferenca de distribuicdo de idade e sexo entre os pacientes com LV e sem
infeccdo pelo HIV. Todos os pacientes com LV e infeccdo pelo HIV eram adultos com
predominio do sexo masculino. A maioria dos individuos assintomaticos sem infeccao pelo
HIV eram mulheres acima de 16 anos (p<0.05). Os dois individuos assintomaticos com
infeccdo pelo HIV eram homens adultos (TABELA 1). A contagem de linfocitos CD4" de
estavam disponiveis em 16 dos 20 pacientes co-infectados, e variou de 11 a 268 células/mL

com média de 117 células/mL, mediana de 120 células/mL.

TABELA 1. Distribui¢do dos participantes por género e idade nos grupos de estudo.

LV LV LV LV
Grupo de estudo sintomatica assintomatica assintomatica assintomatica
HIV- HIV+ HIV- HIV+
n (%) n (%) n (%) n (%)
Género
Homens 12 (60) 17 (85) 4 (21) 2 (100)
Mulheres 8 (40) 3 (15) 15 (79) 0 (0)
Idade (anos)
<4 6 (30) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
4<18 2 (10) 0 (0) 1(5) 0 (0)
>18 12 (60) 20 (100) 18 (95) 2 (100)

7.2 Xenodiagndstico
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7.2.1 Resultados por pessoas

Dos 61 individuos, 27 [44% Intervalo de confianca 95% (IC 95%) 31;57] tiveram
xenodiagnostico positivo no exame microscopico ou PCR, destes, 15 (25% IC 95% 14; 37)
pela microscopia e 23 (38% IC 95% 26;51) pela PCR. Entre os pacientes com LV e sem
infeccdo pelo HIV, o xenodiagndstico foi positivo em 07 (35%, IC 95% 15;59), a microscopia
em 5 (25% IC 95% 8; 49) e a PCR em 07 (35% IC 95% 15; 59).

Entre os pacientes com LV e infeccdo pelo HIV, 15 (75% IC 95% 50;91) foram positivos em
ambos os métodos, 09 (45% IC 95% 23; 68] pela microscopia e 12 (60% IC 95% 36;80) pela
PCR. Entre os 19 individuos assintomaticos, o xenodiagndstico foi positivo em 04 (21%, IC
95% 6;45), apenas pela PCR. Dos dois assintomaticos com infeccdo pelo HIV, 01 (4,3% IC
95% 0; 21) teve 0 xenodiagndstico positivo através da microscopia, em que apenas um inseto
se infectou. Apesar de estar assintoméatico e do exame fisico normal na primeira avaliacdo
clinica, ele estava com anemia e, poucos dias depois da realizacdo do teste, notou-se pequeno
aumento do baco e o esfregaco da medula 6ssea mostrou a presenca de parasitos, e foi entdo

tratado com anfotericina B, com sucesso.

7.2.3 Resultados por insetos

Dos 2.385 insetos expostos, 1.288 sobreviveram até a data da dissec¢do. Foram encontrados
128 flebotomineos positivos para Leishmania analisados por microscopia ou PCR. No grupo
de pacientes com LV e sem infeccdo pelo HIV, dos 778 permitidos a se alimentar, 372 (47,8%
Cl 95% 44;51) sobreviveram e foram dissecados, o0 xenodiagnéstico foi positivo em 42
(11,2% CI1 95% 8;14) insetos, dos quais, 9 (2,4% CI 95% 1;4) na microscopia, € 40 (10,7% CI
95% 7;14) na PCR. No grupo de pacientes com LV e infeccdo pelo HIV, 767 insetos se
alimentaram, destes, 398 (51,8% CIl 95% 48;55) sobreviveram e foram dissecados, sendo
observados 58 (14,5% CI 95% 11;18) positivos, com 37 (9,2% Cl 95% 6;12) pela
microscopia € 38 (9,5% CI 95% 6;13) pela PCR. Dos individuos assintomaticos e sem
infeccdo pelo HIV, 760 insetos foram permitidos se alimentarem, 495 (65,1% CI 95% 61,68)
sobreviveram e foram dissecados e foi observado 27 (5,4% CIl 95% 3;8) insetos positivos,
todos pela PCR. Por fim, nos individuos assintomaticos e sem infeccdo pelo HIV, 80insetos

se alimentaram, e 23 (28,8% CI 95% 19;39) sobreviveram e foram dissecados, sendo
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encontrado um (4,3% CIl 95% 0;21) inseto positivo diagnosticado pela microscopia
(TABELA 2).



TABELA 2. Resultado do xenodiagnostico de acordo com sintomatologia para LV e status de infeccdo pelo HIV.
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Média de Lu.
longipalpis
por pessoa

N° de Lu.
longipalpis
dissecados
(%) [CI]*

N° de pessoas
infectantes por
microscopia ou
PCR (%) [CI]

N° de pessoas
infectantes por
microscopia
(%) [C1]

N° de pessoas
infectantes por
PCR (%) [CI]

N° de Lu.
longipalpis
infectados por
microscopia ou
PCR (%) [CI]

N° de Lu.
longipalpis
infectados por
microscopia
(%) [CI]

N° de Lu.
longipalpis
infectados por
PCR (%) [CI]

372 (47,8) [44-51]

398 (51.8) [48-55]

495 (65.1) [61-68]

23 (28.8) [19-39]

7 (35) [15-59]

15 (75) [50-91]

4 (21) [6-45]

1 (50) [1-98]

5 (25) [8-49]

9 (45) [23-68]

Nenhum

1 (50) [1-98]

7 (35) [15-59]

12 (60) [36-80]

4 (21) [6-45]

Nenhum

42 (11,2) [8-14]

58 (14,5) [11-18]

27 (5.4) [3-8]

1(4,3) [0-21]

9 (2.4) [1-4]

37 (9.2) [6-12]

Nenhum

1(4.3) [0-21]

40 (10.7) [7-14]

38 (9.5) [6-13]

27 (5.4) [3-8]

Nenhum

Grupo de estudo de N° de Lu.
acordo com a N° de longipalpis
sintomatologia e pessoas expostos em
status de infecgéo por grupo  cada grupo de
pelo HIV estudo
LV sintomatica
20 778 39
HIV-
LV sintomética
20 767 38
HIV+
LV assintomatica
19 760 40
HIV-
LV assintomatica
2 80 40
HIV+
Total 61 2385 39

1288 (54) [51-56]

27 (44) (31-57)

15 (25) [14-37]

23 (38) [26-51]

128 (9,9) [8,3-11,7]

48 (3,7) [2,7-4,9]

105 (8,1) [6,7-9,7]

*Intervalo de confianga 95%.
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Na andlise univariada, os pacientes com LV e infeccdo pelo HIV infectaram
significativamente mais flebotomineos do que os pacientes com LV sem infeccéo pelo HIV
(p=0.05), quando considerados os resultados de ambos os métodos. Entretanto, quando 0s
resultados do xenodiagnostico foram tomados separadamente para microscopia e para PCR, a
proporcdo de insetos infectados ndo foi estatisticamente diferente (p=0.1 e 0.2,
respectivamente). A regressao logistica multivariada da infectividade, verificada por ambos 0s
métodos, controlando-se o género, idade e status de infeccdo por HIV, mostrou que a
infectividade estd aumentada na presenca da infeccao pelo HIV (p = 0.03). De forma similar a
presenca de sintomas estd fortemente associada a infectividade para o vetor (p= 0.004).
Contudo, quando considerada apenas o resultado pela PCR, a presenca de infeccdo pelo HIV
ou aquela de sintomas ndo entraram no modelo devido a colinearidade. Quando considerado
apenas a microscopia, as duas variaveis estiveram associadas com infectividade (p=0.04; p =

0.01, respectivamente).

O exame dos insetos por microscopia e por PCR para o xenodiagnéstico tiveram fraca
concordancia entre si, tanto quando os resultados foram analisados para as pessoas
(Kappa=0,32; p=003) como para insetos (Kappa=0,27; p=0.0001). Houve associacdo
significativa entre os resultados pela microscopia e PCR quando analisados para pessoas
(p=0.008) e para insetos (p=0.001) (TABELA 3).

TABELA 3. Concordancia dos resultados do xenodiagndstico medidos por microscopia e PCR.

PCR Total (%) Kappa Valordep
Microscopia Negativo (%) Positivo (%)
Anélise por individuo
Negativo (%) 33 (86) 13(56) 46 (75) 0,32 0.03
Positivo (%) 5 (14) 10(44) 15 (15)
Total (100%) 38(100) 23(100) 61 (100)
Anélise por inseto
Negativo (%) 1,158 (98) 80 (78) 1,238 (96) 0,27 <0.001
Positivo (%) 23 (2) 23 (22) 46 (4)

Total (100%) 1,181 (100) 103 (100) 1,284 (100)
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7.3 Carga parasitaria

A KDNAemia variou de nenhum a 11.143,9 EA/ml, com média de 746 EA/ml e mediana de
70,9 EA/mI. Os pacientes com LV e sem infec¢do pelo HIV, tiveram média de 268.2 EA/ml e
mediana de 67,7 EA/ml. Os pacientes com LV e HIV apresentaram kDNAemia muito maior
que os demais participantes, com média de 1.876,1 EA/ml e a mediana 682.2 EA/mI. Ja nos
individuos assintomaticos e sem infeccao pelo HIV, a média foi de 41.5 EA/mL e a mediana
de 3.8 EA/mL. O individuo assintomatico para LV e com HIV apresentou 1,866.7 EA/mL,
com média 933,3 EA/mL para os dois individuos do grupo (TABELA 4).

TABELA 4. Carga parasitaria medida no sangue periférico nos diferentes grupos de estudo.

Grupo de estudo Média* pesvio Mediana* Intervalo interquartil (25;75)
padréo
LV sintomatica HIV- 268,2 465,9 68 10; 316,8
LV sintomética HIV+ 1876,1 2858,3 682,2 340; 2125,7
LV assintomatica HIV- 41,5 136,7 3,8 2,3; 11,6
LV assintomatica HIV+ 933,3 1319,9 933,3 0; 1866,6

*kDNA correspondente ao nimero de parasitos por mL (amastigotas equivalentes).

A kKDNAemia foi menor nos pacientes sem infec¢do pelo HIV do que nos pacientes com HIV
(p=0,002). Os pacientes sintomaticos apresentaram KDNAemia muito maior do que aqueles
sem sintomas (p=0.0005) (FIGURA 6).
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FIGURA 6. Distribui¢do da carga parasitaria entre os grupos de pacientes com L. infantum e com
infeccédo pelo HIV.

O modelo de regressao multivariada que incluiu idade, género, sintomas e status de infeccéo
por HIV, mostrou que a presenca de sintomas (odds ratio 37.4; p = 0.003) e infeccdo pelo
HIV (odds ratio 6.5; p=0.04) sdo fatores de risco para elevada kDNAemia. Houve uma
correlagdo fraca entre a quantidade de amastigotas equivalentes e a infectividade para Lu.
longipalpis, seja quando o exame dos insetos foi feito por microscopia (r=0.47), como por
PCR (r=0.32)ou por ambos (r=0.44), embora a associacdo tenha sido estatisticamente
significativa (p<0.001) para todos (FIGURA 7)

“

0% de insetos infectados (PCR)
P) o

. .
O % spftsamm mat Me 84 SmEre

9% de Insetos infectados (microscopla)

° 1 2 3 0 t 2 3
Carga parasitaria (Log kDNA/mL) Carga parasitiria (Log kDNA/mL)

4

9% de Insetos infectados (microscopia on PCR)

! 2 3
Carga parasitaria (Log kDNA'mL)

FIGURA 7: Associacdo da infectividade em relacdo ao log da carga parasitaria medido no sangue
periférico dos participantes do estudo. A) por microscopia 6tica. B) por PCR. C) por microscopia ética
ou PCR
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A modelagem matematica da KDNAemia com a infectividade mostrou que para média
de 268 EA/mL no grupo de pacientes com LV e sem infeccdo pelo HIV, a estimativa esperada
de insetos infectados foi de 13%, acima da percentagem observada, quando analisada pela
microscopia. No grupo de pacientes sintomaticos e com infeccdo pelo HIV, para média de 1,
879 EA/mL, esperava-se uma percentagem de 62% de insetos infectados, enquanto a
percentagem medida na microscopia foi de 9.2%. No grupo de individuos assintomaticos e
sem infeccdo pelo HIV, a kDNAemia foi de 41 EA/mL, e a estimativa de insetos infectados
foi de 2%, entretanto, nenhum inseto se infectou quando analisado pela microscopia. No
grupo de individuos assintométicos e com HIV, a média de parasitos foi de 933 EA/mL e a
estimativa de insetos infectados foi de 38%.

Para avaliar a relacdo da kDNAemia como marcador de infectividade foi considerado
0 mesmo modelo em funcdo da carga parasitaria e a percentagem observada por ambos 0s
métodos. Similarmente, foi encontrado que para uma infectividade de 2,4% (CI 1,1- 4,5), no
grupo de pacientes sintomaticos e sem infeccdo pelo HIV, seria necessaria uma média de 48
(22-92) EA/mL, enquanto o valor encontrado foi 268 EA/mL. No grupo de pacientes
sintométicos para LV co-infectados pelo HIV, para uma infectividade observada de 9.2%
(6,6-12,5), esperava-se uma média de 193 (Cl 136-267) EA/mL, enquanto a KDNAemia foi
1,876 EA/mL. Ja no grupo de individuos assintomaticos sem infec¢do pelo HIV, ndo foi
possivel detectar insetos infectados pela microscopia. No grupo de individuos assintomaticos
e co-infectados pelo HIV, a infectividade observada foi 4,3% (Cl 0,001-21,9), e a carga
parasitaria esperada seria de 87 (0-493) EA/mL, enquanto a kDNAemia observada foi de
933,3 EA/mL (TABELA 5).
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TABELA 5. Carga parasitaria esperada e percentual de insetos infectados calculados pela distribuicéo
de Poisson* de acordo com a presenca de sintomatologia para LV e status de infec¢do do HIV.

Média da Percentual Percentual de o
] ] Carga parasitaria
carga esperado de insetos infectados
Grupos de estudo . ) ] ] esperada*
parasitéria insetos na microscopia (Cly=*
observada  infectados* (Cly***
LV sintomatica HIV- 268 13 2.4 (1.1-4.5) 48 (22-92)
LV sintomética HIV+ 1876 62 9.2 (6.6-12.5) 193 (136-267)
LV assintomatica HIV- 41 2 Nenhum Nenhum
LV assintomatica HIV+ 933 38 4,3[0-21.9] 87 (0-493)
In 1-x

*Calculo da carga parasitéria utilizando a distribuicdo de Poisson P = — , onde P ¢é a carga

parasitaria esperada, v € o volume de sangue sugado pelo inseto, considerando para Lu. longipalpis 0,5
UL (READY et al 1978), e x é a proporcdo de insetos infectados observados pela microscopia. O
percentual esperado de insetos infectados foi calculado segundo MILLER et al (2014).

** Intervalo de confianca da carga parasitaria esperada foi calculado utilizando os valores limites do
percentual de insetos infectados na microscopia.

*** Intervalo de confianca 95%.
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8. DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que existem individuos assintométicos, com e sem HIV,
transmitindo L. infantum para fleb6tomos. Assim, como as pessoas com infeccédo
assintomatica por Leishmania viscerotropica sdo muito mais numerosas do que pessoas com
doenca ativa (PAMPIGLIONE et al., 1974)(WERNECK et al., 2002) elas podem também ser
significativa fonte de infeccdo de L. infantum, ao lado de reservatorios ndo-humanos, como 0s
cdes domésticos e outros animais silvestres (COSTA et al., 2002) mesmo que somente uma
pequena proporcao destes individuos seja infeccioso, o que os levaria a desempenhar papel na
dispersdo espacial e a atravessar o periodo inter-epidémico das regides sub-tropicais
(ROGERS, 1988).

Em um estudo realizado por MOLINA et al (1999), foi demonstrado que pessoas com
LV e co-infectadas pelo HIV eram muito infecciosos para o vetor Phlebotomus perniciosus,
bem mais do que o que foi verificado neste estudo para Lu. longipalpis. Como a competéncia
vetorial das duas espécies € similar, a diferenca pode ser atribuida ao menor nimero de
células CD4+ dos pacientes daquela observacdo em comparacdo com 0s deste estudo.
Adicionalmente a elevada infectividade destes pacientes, alia-se o fato de que uma proporc¢ao
significativa, um pouco menos do que 40%, permanece cronicamente doente, Com Sucessivos
relapses. (BOURGEOIS, et al., 2008), sendo por isto bons reservatorios do protozoario.
Como um dos dois pacientes assintomaticos e co-infectados aqui descrito era infeccioso assim
como outros individuos assintométicos sem HIV, os dados indicam, que alguns dos pacientes
com LV e HIV representam uma substancial e duradoura fonte de parasitos em &reas

endémicas.

No Novo Mundo, aproximadamente a metade dos individuos que desenvolvem LV séo
criangas com menos de cinco anos de idade (OLIVEIRA et al., 2006)(COURA-VITAL et al.,
2014) e o tempo decorrido entre a infecgdo e o diagnostico pode chegar a varios meses.
COSTA et al (2002), mostraram que criancas com idade abaixo de trés anos sdo mais
infecciosos do que os adultos. No presente estudo, entretanto, nenhuma crianga com menos
quatro anos foi infecciosa, talvez devido ao pequeno numero estudado. Assim, no cenario
atual de coinfeccédo entre HIV e Leishmania, as fontes de infeccdo humanas mais importantes

entre os individuos com LV sdo os adultos coinfectados.
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A infec¢do dos insetos alimentados em individuos assintométicos e sem infecgdo pelo
HIV foi evidenciada apenas pela PCR, mas ndo pelo encontro de parasitos viaveis. Entretanto,
ndo se pode inferir que a presenca de produtos de amplificacdo seja decorrente da presenca de
parasitos viaveis e transformados nas formas promastigotas metaciclicas (SEBLOVA et al.,
2012b)(SEBLOVA et al., 2014). E possivel se argumentar que os insetos infectados
carregassem apenas DNA circulante. Entretanto, isso ndo parece razoavel, uma vez que 0s
insetos foram dissecados tardiamente, apds o quinto ou sexto dia do repasto sanguineo, tempo
suficiente para eliminacdo da matrix peritréfica onde o sangue fica englobado e retido no tubo
digestivo dos insetos durante alguns dias (DOBSON et al., 2010)(PRUZINOVA et al., 2015).
De todo modo, ndo se pode inferir que estes insetos seriam infecciosos para hospedeiros
suscetiveis, uma vez provavelmente portavam pequeno nimero de parasitos, que talvez jamais
atingissem as pecas bucais, o que diminui exponencialmente a probabilidade de transmisséo.
(SCHLEIN; JACOBSON, 1996).

A microscopia é o método mais seguro para avaliar a capacidade de transmissdo, ja
que indica a presenca de parasitos vivos, ao contrario do PCR. Além disto, os dois métodos
tiveram baixa concordancia, o que indica que, a PCR ainda nédo esta habilitada para substituir
0 exame direto na identificacdo de insetos infectados por Leishmania. Claramente, s&o
necessarios mais estudos experimentais em condicdes bem controladas, destinados
especificamente a investigar a correlacdo entre a microscopia e os testes moleculares para este

fim.

Metodologias moleculares sdo essenciais no diagndstico e seguimento de LV em
pessoas com infeccdo pelo HIV (BOURGEOIS, et al., 2008), pois a carga parasitaria
correlaciona-se com o curso clinico da doenga (BOSSOLASCO et al., 2003). Os dados desse
estudo mostraram que os pacientes com LV e coinfeccdo pelo HIV tiveram KDNAemia muito
mais elevada do que aqueles sem o virus e que pessoas com LV ativa e sem a co-infeccéo
pelo HIV tiveram carga parasitaria muito maior do que os assintomaticos. Estes dados estdo
de acordo com o que ja foi publicado na Europa e na india. (MARY et al.,
2006)(SUDARSHAN et al, 2014).

A gPCR do sangue apresenta-se como um dos candidatos a substituicdo do
xenodiagnadstico como medida de infectividade, devido a variabilidade do método e as
dificuldades praticas para o cultivo de flebotomineos. Entretanto, uma importante pergunta €
se a quantidade de DNA de Leishmania estimada na gPCR do sangue periférico, corresponde

ao numero de parasitos viaveis e acessiveis ao vetor. A fraca correlagdo entre a carga
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parasitaria e a infectividade aqui encontrada sugere que a qPCR provavelmente néo identifica
apenas parasitos vivos, mas apenas a quantidade de DNA circulante originada de parasitos
destruidos nos tecidos, conforme os achados de Silva et al (2016). Portanto, neste estudo, a
gPCR néo se mostrou um método confiavel para medir a infectividade, ao contrario do que foi
sugerido Miller et al (2014).

Ainda que a concentracdo de parasitos circulantes tenha sido muito maior nos
pacientes com co-infeccdo pelo HIV, a competéncia em infectar sand flies entre estes
pacientes ndo foi proporcionalmente maior do que a dos pacientes sintomaticos e sem a co-
infeccdo pelo HIV. Além disso, a propor¢do de insetos infectados ndo foi predita pela
quantidade de parasitos circulantes. Baseando-se nestas observacdes, € possivel se considerar
que a fonte de infeccdo para os vetores ndo seja apenas 0 sangue, mas também, e
principalmente, a pele, como visto em um estudo anterior em cdes (COURTENAY, et al,
2012) e em recente estudo em humanos (SILVA et al.,, 2016) que demonstrou que a
concentracdo de parasitos circulantes € irrisoria perante o que é estimado pela gPCR. De
acordo com esta ideia, estudos feitos em cdes sugerem que o parasitismo das camadas
superficiais da epiderme é suficiente para se atribuir a pele a fonte de parasitos para os vetores
da LV (COURTENAY et al., 2014)(SARIDOMICHELAKIS et al., 2007).

Em conclusdo, este estudo demonstrou que estar infectado pelo HIV e apresentar
sintomas de LV aumenta significativamente a competéncia do individuo como reservatdrio
para L. infantum, mas também foi possivel demonstrar pessoas assintométicas podem
transmitir o parasito para o vetor. Como Lu. longipalpis prefere alimentar-se de pessoas que
de cédes (embora infectem menos os vetores) (DEANE; DEANE, 1962), é licito concluir que
0S seres humanos sdo importantes reservatorios de L. infantum, particularmente aqueles
infectados com o HIV. Finalmente, os dados demonstram que o xenodiagnostico ndo pode ser
substituido pela gPCR e que é necessaria a padronizacdo da técnica do xenodiagnostico a fim
de servir de alicerce para o desenvolvimento de tecnologias com correlacdo aceitavel. Com
isto, serd possivel se medir com mais precisdo 0s papeéis dos diferentes reservatorios

vertebrados na transmisséo da LV.
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9. CONCLUSOES

Objetivo 1: Aplicar o xenodiagndstico em seres humanos com evidencia de infec¢do por L.
infatum com e sem infec¢do pelo HIV.
Pessoas participam do ciclo de transmissdo da LV, especialmente quando apresentam

sintomas para LV e estdo infectadas com o virus HIV.

Objetivo 2: Verificar a infectividade do vetor Lu. longipalpis por microscopia.
A microscopia mostrou mais segura que a PCR para avaliar a infectividade, ja que é possivel

demonstrar as formas infectantes no intestino do inseto.

Objetivo 3: Verificar a infectividade do vetor Lu. longipalpis por reacdo de cadeia em
polimerase convencional.

Embora a PCR tenha demostrado maior sensibilidade no xenodiagnostico, esse método nédo
seguro para avaliacdo da infectividade dos vetores, uma vez que a deteccdo de DNA sozinha

pode ndo representar parasitos viaveis e infectantes.

Objetivo 4:Medir a carga parasitaria dos participantes através da reacdo de cadeia em
polimerase em tempo real.
Estar infectado pelo HIV e apresentar sintomas de LV estdo associados com maior carga

parasitaria.

Objetivo 5: Verificar associagéo entre a infectividade dos insetos e a carga parasitaria.

A fraca correlacdo entre a infectividade e carga parasitaria medida na gqPCR deve-se,
possivelmente, porque esse método mede uma quantidade de kDNA equivalente a
amastigotas, o que pode representar uma estimativa de KDNA parasitario total no organismo,
mas ndo representa parasitos viaveis e acessiveis ao vetor. Alem disso, a fonte de infeccdo
parece ndo ser apenas 0 sangue, mas principalmente, macrofagos infectados provenientes da

pele.
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