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RESUMO

PARENTE, D. M. Reacdo em cadeia de polimerase quantitativa para estimativa da
guantidade de Leishmania infantum e infectividade da saliva de pacientes com calazar e
infecdo pelo HIV. 2015. 107 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Programa de Pos-
Graduacao em Biotecnologia, Rede Nordeste de Biotecnologia, Teresina, 2015

A leishmaniose visceral (LV) é uma das doencas tropicais mais negligenciadas, mais
de 12 milhdes de pessoas estdo infectadas em todo mundo O surgimento da pandemia de
HIV/AIDS no dltimo quarto de século modificou substancialmente o espectro clinico e
epidemioldgico da LV. Métodos para o diagndstico ndo invasivo podem acelerar o
diagndstico e reduzir a letalidade. O objetivo deste estudo foi investigar a importancia da
reacdo em cadeia de polimerase quantitativa para estimativa da quantidade de Leishmania
infantum e infectividade da saliva de pacientes com calazar e infecdo pelo HIV e a correlacéo
da transmissdo do parasita com sua presenca na saliva. Para tanto, realizou-se estudo
transversal que avaliou 64 pacientes distribuidos entre (a) pacientes do Instituto de Doencas
Tropicais Natan Portela, com LV e com e sem infeccdo por HIV e (b) pessoas assintomaticas
que fizeram o teste anti-HIV e que tiveram o teste anti-L.infantum reagente; e 154 pessoas que
residiam com pacientes com infec¢do por L. infantum. Foram comparadas as proporc¢des de
pessoas com infeccdo por L. infantum entre os grupos domésticos de pessoas com L.
infantum/HIV e sem HIV, utilizando para esta analise a Real time PCR na quantificacdo do
parasita, PCR qualitativa na deteccdo da Leishmania e reacdo de Montenegro para identificar
a transmissdo do parasita dos pacientes para seus coabitantes. Os resultados demonstraram
associacao estatistica significativa entre ter pelo menos um coabitante infectado e as variaveis
sexo, CD4, carga viral, idade, qPCR saliva e gPCR sangue. Observou-se que a chance de um
paciente com carga viral maior que 50 coOpias viraismm? € 0,9734 vezes maior em relagdao aos
pacientes com carga viral menor que 50 copias viraiyimm?, assim como de ter uma maior
carga parasitéaria na saliva. Verificou-se a prevaléncia do sexo masculino entre os coinfectados
e de pacientes com idades entre 21-45. Encontrou-se um coeficiente de Spearman de 0,64,
com valor de p < 0,001 na correlagdo entre a gPCR da saliva com a gPCR do sangue. Os
pacientes coinfectados com LV/HIV possuem mediana de 2793,6 parasitasml na saliva e
mediana de 2302,4 parasitasml no sangue, enquanto os pacientes sem HIV e com LV
sintomatica apresentaram um valor mediano de 1821,2 parasitas/ml na saliva, com média de
10234,4 parasitasiml e mediana e média de 320,4 parasitasml e 2649,6 parasitasml
respectivamente no sangue, ja os pacientes sem HIV e assintomaticos apresentaram valor
mediano de 829,2 parasitasiml na saliva e 43,2 parasitasiml no sangue. Os pacientes com
LVHIV apresentaram elevada carga parasitaria em relagcdo aqueles que possuiam a LV sem
HIV, evidenciando a importancia da influéncia do HIV na dindmica da coinfecgdo. Os
resultados mostraram maior quantidade do parasita na saliva do que no sangue, bem como a
utilidade da saliva como método de diagnostico nédo invasivo e possivel fonte de transmissédo
do parasita.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. HIV. Transmissdo. Real time PCR. Saliva.
Diagnostico. Biotecnologia.



ABSTRACT

PARENTE, D. M. Reacdo em cadeia de polimerase quantitativa para estimativa da
guantidade de Leishmania infantum e infectividade da saliva de pacientes com calazar e
infecdo pelo HIV. 2015. 107 f. Thesys (Doctoracte in Biotechnology) — Graduate Program in
Biotechnology, Northeast Biotechnology Network, Teresina, 2015.

Visceral leishmaniasis (VL) is one of the most neglected tropical diseases, more than 12
million people are infected worldwide The emergence of the HIV / AIDS in the last quarter
century substantially changed the clinical and epidemiological characteristics of LV. Methods
for noninvasive diagnosis can accelerate diagnosis and reduce mortality. Investigate the use of
polymerase chain reaction quantitatively estimate the amount of Leishmania infantum and
infectivity of patient saliva with calazar and HIV infection. Therefore, there was cross-
sectional study that evaluated 64 patients distributed (1) IDTNP patients with LV and with
and without HIV infection and also (2) asymptomatic people who made the HIV testing and
have anti-U test. infantum reagent; and were also investigated 154 people living with patients
infected by L. infantum. Proportions were compared to people with L. infantum infection
among domestic groups of people with L. infantum / HIV and HIV without using for this
analysis Real time PCR quantification of the parasite, qualitative PCR in the detection of
Leishmania and reaction Montenegro to identify the transmission of the parasite to her patient
cohabiting. The results show statistically significant association between having at least one
infected cohabiting and gender, CD4, viral load, age, g°PCR and gPCR saliva blood. It was
observed that the chance of a patient with a viral load that 50 viral copies / mm3 is 0.9734
times higher compared to patients with lower viral load than 50 viral copies / mmg3, as well as
having a higher parasite load in saliva . There was a prevalence of males among coinfected
patients and aged 21-45. Found a Spearman correlation coefficient of 0.64, with p <0.001 for
correlation between gPCR saliva with qPCR blood. Patients coinfected with LV / HIV have
median 2793.6 parasites / ml saliva and median 2302.4 parasites / ml in the blood, while
patients without HIV and symptomatic LV had a median value of 1821.2 parasites / ml in
saliva, averaging 10234.4 parasites / ml and median and average of 320.4 parasites / ml and
2649.6 parasites / ml respectively in the blood, as patients without HIV and asymptomatic
presented median value of 829.2 parasites / and 43.2 ml saliva parasites / ml in the blood.
Patients with LV / HIV showed high parasite load in comparison to those with the LV without
HIV, highlighting the importance of the influence of the dynamics of HIV coinfection. The
results showed a higher amount of the saliva of the parasite in the blood, and saliva useful as a
noninvasive diagnostic method and a possible source of transmission of the parasite.

Keywords: Visceral leishmaniosis. HIV. Transmission. Real time PCR. Saliva.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) esta entre as seis doencgas mais importantes causadas por
protozoarios no mundo, devido a sua incidéncia, alta mortalidade em individuos néo tratados
e criangas desnutridas e emergéncia em individuos portadores da infec¢do pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV) (SANTOS, L., et al., 2009). Os dados da mortalidade
relatados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) registraram 57.000 mortes no mundo
devido a leishmaniose visceral em 1999 e 41.000 em 2000; entretanto, estes nimeros sdo
apenas estimativas, pois a notificacdo da doenca s6 é obrigatoria em 32 dos 88 paises onde a
LV é encontrada (WHO, 2000, 2001, 2011).

O surgimento da pandemia de HIV e da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) no ultimo quarto de século modificou substancialmente o espectro clinico e
epidemioldgico da leishmaniose visceral (SANTOS, L., et al., 2009). Desde 1985, quando De
la Loma et al. (1985) publicaram o primeiro caso de LV associada ao HIV, tem sido notado
um aumento da notificacdo de novos casos e de novas areas, ja se tendo registrado a
coinfeccdo com Leishmania sp. em 35 paises de quatro continentes (GELANEW et al., 2011;
COTA etal., 2013).

O aumento do numero de casos pode ser atribuido a expansdo da superposi¢do da
infeccdo por HIV e pelas leishmanias viscerotropicas (CUNHA et al., 2013). No resto do
mundo, esta superposicdo foi de infec¢do urbana por HIV com areas rurais de leishmaniose,
pois tem havido expansao suburbana, devido ao aumento populacional, para areas onde estdo
presentes os flebotomineos vetores. Contudo, na Europa e no Brasil, a doenga assume um
carater diferente. Na Europa, a transmissdao dos dois patdgenos parece ser urbana mediada,
pois ambos sdo transmitidos pela mesma via intravenosa de usuarios de drogas. J& no Brasil, a
transmissdo € vetorial e ndo esta restrita as areas rurais, uma vez que a LV urbanizou-se
(BRASIL, 2006).

Até o presente momento, a maior prevaléncia da coinfeccdo HIV/Leishmania tem sido
na bacia do Mediterraneo, pois mais dos 90% dos 2.000 casos notificados a OMS é
procedente da Espanha, Italia, Franca e Portugal (GELANEW et al., 2011). Desde o inicio da
epidemia de AIDS até a era da terapéutica antiretroviral altamente eficiente (HAART), de
25% a 70% de todos 0s casos de LV nestes paises estavam associados com infeccdo pelo HIV
e pode ser previsto que até 1,5-9% dos pacientes com AIDS sofrerdo um episédio de LV,
tanto como uma nova infec¢do como por reativacdo de uma infecgéo latente. A infeccédo pelo

HIV pode aumentar o risco de desenvolvimento de leishmaniose em 100-2000 vezes
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(SANTOS, L., etal., 2009; COTA; SOUSA; RABELLO, 2011).

A vasta maioria dos casos da América é do Brasil, onde a incidéncia de casos novos de
HIV/AIDS chegou a 17,2/100 mil habitantes em 2005. Atualmente, ainda ha mais casos da
doenca entre 0os homens do que entre as mulheres, mas essa diferenca vem diminuindo ao
longo dos anos. Esse aumento proporcional do nimero de casos de AIDS entre mulheres pode
ser observado pela razdo de sexos (numero de casos em homens dividido pelo nimero de
casos em mulheres). Em 1989, a razdo de sexos era de cerca de 6 casos de AIDS no sexo
masculino para cada 1 caso no sexo feminino. No ano de 2012, foram notificados 39.185
casos de AIDS no Brasil. Este valor vem mantendo-se estavel nos ultimos cinco anos. A taxa
de deteccdo nacional foi de 20,2 casos para cada 100.000 habitantes. A maior taxa de
deteccdo foi observada na Regido Sul, 30,9/100.000 habitantes, seguida pelas regides Norte
(21,0), Sudeste (20,1), Centro-Oeste (19,5) e Nordeste (14,8) (BRASIL, 2013).

O crescimento da epidemia ainda é pronunciado nas demais areas do Pais. A epidemia
vem atingindo, também, de maneira importante, os individuos com menor escolaridade e de
cidades menores (CHEQUER et al., 2005). Até junho de 2003, quase 100 casos de coinfeccédo
de HIV com espécies de Leishmania haviam sido notificados no Pais. A LV foi responsavel
por 37% destes casos. Ao contrério da Europa, a maior parte dos casos do Brasil ndo era de
pacientes com usuérios de drogas (DESJEUX; ALVAR, 2003).

Os primeiros seis casos de coinfeccdo do Piaui foram registrados em 1995; destes seis
pacientes, cinco eram residentes em Teresina. As caracteristicas clinicas eram similares aos
dos pacientes sem HIV, mas havia mais recrudescéncias e os pacientes eram mais velhos. Em
2005, levantamento realizado de casos datados até 2003 revelou a presenca de 48 casos
(COSTA et al., 2009). Em 2012, Teresina possuia 31,6 casos de AIDS para cada 100.000
habitantes (BRASIL, 2013).

Embora a distribuicdo geografica de infeccdo por Leishmania esteja limitada as areas
de distribuicdo de vetores dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia, a infecgdo pelo HIV
modificou os padrfes de transmissdo zoonoticos e antropondticos. O baixo nivel de sucesso
terapéutico, os altos niveis de parasitemia e a elevada propor¢do de recrudescéncias em
pacientes com HIV, assim como as atipicas manifestacfes da doenca, que complicam o
diagnostico e as dificuldades destes pacientes de acesso a recursos de saude, significam que os
pacientes coinfectados aumentam o numero de reservatdrios humanos em areas de
transmissdo antropondtica e podem ajudar a criar novos focos de transmissdo antroponética
em areas onde a transmissdo de LV tem sido tradicionalmente zoonédtica (CUNHA et al.,
2013).
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Mais de 50% dos pacientes coinfectados exibem amastigotas no sangue periférico, que
é raro em pacientes imunocompetentes (CUNHA et al., 2013). Desta forma, existe uma
grande possibilidade de que a epidemiologia da LV esteja sendo modificada em éareas de
transmissdo vetorial a partir de pessoas com HIV, e pode ajudar a explicar a surpreendente
entrada da LV em &reas centrais de cidades com boa infraestrutura urbana e ajudar a desenhar
novas estratégias de controle desta surpreendente e desafiadora doenga.

O verdadeito impacto da coinfec¢cdo LV/HIV ¢é subestimado na escala global devido a
deficiéncias nos sistemas de vigilancia sanitaria. O fato de a leishmaniose nédo estar incluida
como doenca definidora de AIDS contribui para essa escassez de informagéo (SANTOS, L.,
etal., 2009; COTA; SOUSA; RABELLO, 2011).

O diagnostico de LV em pacientes com HIV é dificil, uma vez que os pacientes
apresentam sinais ndo especificos de LV e os sintomas podem ser parecidos com os de outras
doengas oportunistas (LACHAUD et al., 2000; MCCALL; ZHANG; MATLASHEWSKI,
2013). A LV em pacientes com AIDS pode representar um enigma para clinicos pouco
experientes, principalmente se a AIDS for diagnosticada primeiro ou se 0s seus sintomas
também estiverem presentes (GELANEW et al., 2011).

Febre, anemia e hepatoesplenomegalia s&o comuns em outras infec¢Ges oportunistas e
em efeitos colaterais de outras drogas anti-HIV. O retardo no diagnéstico pode aumentar a
chance de morte, seja por sangramento ou por infecgdes adicionais, uma vez que a LV
também é uma doenca que predispde a infeccBes bacterianas oportunistas. Assim, 0
reconhecimento da prevaléncia da associacdo de ambas as doencas € fundamental para se
reduzir a letalidade das duas entidades moérbidas (BUALERT et al., 2012).

Contudo, outro aspecto normalmente ndo relevado é a transmissdo inter-humana de
LV. Pessoas com LV sintomatica transmitem o parasita e podem representar fontes de
infeccdo ndo negligenciaveis de L. infantum. A chegada do HIV/AIDS reforcou este aspecto,
pois as pessoas que tém imunodeficiéncia suportam grande carga de parasitas e infectam
facilmente os vetores; e podem representar um importante contingente de reservatorios de
parasitas (EZRA; OCHOA; CRAFT, 2010; COTA; SOUSA; RABELLO, 2011).

Por se tratar de uma doenga que, historicamente, tem acometido populagdes muito
pobres, de regides desfavorecidas e politicamente pouco expressivas, ainda permanecem
muitas questbes mal compreendidas relacionadas a mesma; entre elas estdo as causas das
diferentes apresentaces clinicas, da fisiopatologia das complicagdes fatais, a importancia dos
reservatorios vertebrados ndo humanos na transmissao para seres humanos, a existéncia de

ciclo silvestre de L. infantum e sua relacdo com o ciclo doméstico, a explicacdo para a
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ocorréncia de epidemias, a dindmica da transmissdo, a auséncia de métodos diagnosticos de
alta eficiéncia, de terapéutica de acéo rapida e da auséncia de vacinas (ALVAR et al., 2008;
SANTOS, L., et al., 2009). Muitas respostas para estas questdes podem advir do estudo da
epidemiologia molecular dos parasitas.

A PCR em tempo real - reagdo em cadeia depolimerase quantitativa (QPCR) -, uma
variante da PCR convencional - Polymerase Chain Reaction (PCR) -, representa grande
avanco nos métodos moleculares de auxilio diagndstico, particularmente por facilitar
sobremaneira as tarefas de quantificacdo da expressdo génica em determinado tecido ou
amostra bioldgica (SILVA et al., 2010; ALONSO et al., 2010; SUDARSHAN et al., 2011;
FERREIRA et al., 2013). A associagdo de PCR com técnicas de amostras ndo invasivas
representa um grande potencial para contribuir com o diagnoéstico de LV (FERREIRA et al.,
2013).

Hodiernamente, apenas estudos que abordaram a infectividade para o vetor de
pacientes com a coinfecc¢do foram desenvolvidos, mas nenhum comparou as pessoas com L.
infantum sem HIV. Ainda ndo foi verificado se as pessoas que convivem com individuos
coinfectados com HIV/L. infantum estdo em maior risco de adquirir infeccdo por L. infantum
do que aquelas que convivem com pessoas com L. infantum sem HIV. Isto torna este estudo
absolutamente inédito e habilitado a dar uma importante resposta epidemiolégica com grandes
implicacdes clinicas.

O panorama da coinfeccdo, com resultado terapéutico deficiente, o alto indice de
recaida, o poliparasitismo de LV em pessoas infectadas pelo HIV, bem como as
manifestacBes atipicas da doenca e o acesso deficiente aos recursos de salde tornam o0s
individuos infectados pelo HIV propensos a ampliar o nimero de reservatorios humanos
(PAREDES; LAGUNA; CLOTET, 1997; COSTA et al., 2000; CHAPPUIS et al., 2007).

A posse de tal rico e vasto material é de suma importancia para o futuro, pois ndo se
pode perder de vista que, de longe, a maior parte dos casos de infeccdo por L. infantum é
originaria do Brasil. Esta posse pode ndo sO ter enorme potencial explicativo, como vir a
identificar valiosos bioprodutos para o diagnostico, para alvos terapéuticos e para o
desenvolvimento de vacinas. Este potencial real¢a a importancia da conservacdo dos isolados
de L. infantum em territério nacional, uma vez que corresponde a importantissimo patrimonio
genético que podera resultar em solugGes biotecnoldgicas de elevado valor médico, social e
econdmico.

Assim, o objetivo geral desta tese foi investigar a importancia da reacdo em cadeia de

polimerase quantitativa para estimativa da quantidade de Leishmania infantum e da
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infectividade da saliva de pacientes com calazar e infe¢do pelo HIV, mediante os seguintes

objetivos especificos:

a)

b)
c)

d)

e)

avaliar a PCR em tempo real como indicador de carga parasitaria de L. infantum
no sangue periférico e na saliva;

investigar a possibilidade de transmisséo de L. infantum através da saliva;

estudar a saliva como importante amostra biolégica para investigacdo diagnostica
em doencas infeciosas;

avaliar a infeccdo com HIV como fator de risco para a transmissdo de L.
infantum;

descrever as caracteristicas demogréaficas dos pacientes infectados pela L.

infantum e pelo HIV.

Para tanto, realizou-se estudo transversal que avaliou 64 pacientes entre (a) pacientes

do Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela (IDTNP) com LV e com e sem infecgéo por

HIV e (b) pessoas assintomaticas que fizeram o teste anti-HIV e que tiveram o teste anti-

L.infantum reagente. Também foram investigadas 154 pessoas que residiam com pacientes

com infec¢édo por L. infantum. Foram comparadas as proporcoes de pessoas com infeccdo por

L. infantum entre os grupos domésticos de pessoas com L. infantum/HIV e sem HIV

utilizando para essa analise a Real time PCR na quantificacdo do parasita, PCR qualitativa na

deteccdo da Leishmania e reacdo de Montenegro para identificar a transmissao do parasita dos

pacientes para seus coabitantes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE VISCERAL (LV): UMA VISAO GERAL

A leishmaniose € uma das doencas tropicais mais negligenciadas, mais de 12 milhdes
de pessoas estdo infectadasem todo mundo, 2 milhdes de casos novos aparecem a cada ano e
350 milhdes de pessoas sdo consideradas em situacdo de risco em relacdo a doenca. Duas
formas clinicas basicas sdo conhecidas: a leishmaniose tegumentar (LC), uma doenca
estigmatizante e desfigurante e a LV, ou calazar, que é fatal quando néo tratada (SANTOS,
L., etal., 2009).

A LV, ou calazar, é uma protozoonose de evolucdo lenta, grave, fatal quando ndo
tratada e alcanca letalidade entre 10% e 98% em casos tratados inadequadamente e ndo
tratados, respectivamente (DESJEUX, 2004). Segundo Lainson e Shaw (1987), é causada por
espécies do género Leishmania, pertencentes ao complexo Leishmania (Leishmania)
donovani. Conforme Roselino et al. (2008), na América, a L. (L.) chagasi, transmitida pelo
vetor Lutzomia longipalpis pode ser considerada sindbnimo de Leishmania infantum, embora
alguns autores considerem espécies distintas.

A LV foi observada e descrita primeiro na India. Trata-se de uma doenca endémica e
sujeita a ciclos epidémicos, atingindo principalmente os jovens, sem, entretanto, poupar 0s
demais grupos etarios (DEANE, 1956; MAGILL, 1995; LUKES et al., 2007).

De acordo com Veronesi e Focaccia (2004), a LV classifica-se de acordo com seu
espectro na infeccdo pela L. infantum em: infeccdo assintomaética, infeccOes
oligossintomaticas, formas agudas e calazar classico. Clinicamente, a leishmaniose visceral
apresenta-se como uma enfermidade generalizada, cronica, caracterizada por febre irregular e
de longa duracdo, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, anemia com leucopenia,
hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia, emagrecimento, edema e estado de debilidade
progressivo, levando & caquexia e, at¢é mesmo, ao Obito (BADARO, 1996; MCCALL;
ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013).

Em geral, € uma doenca de evolucdo prolongada. O paciente apresenta um quadro de
desnutricdo proteico-calorica, aspecto edemaciado, alteragdes de pele, cabelos quebradicos e
cilios alongados. Nos ultimos anos, a letalidade da leishmaniose visceral vem aumentando
gradativamente, passando de 3,6%, em 1994, para 6,7%, em 2003, com um incremento de
85%, e para 8,4% em 2004 (BRASIL, 2006). A LV é considerada como uma doenca
associada a pobreza, desnutricdo, deslocamento, condi¢Ges precarias de habitacéo,
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analfabetismo, discriminacdo de género, debilidade do sistema imunolédgico e falta de
recursos (WHO, 2009).

No Brasil, a LV classica acomete pessoas de todas as idades, mas na maior parte das
areas endémicas cerca de 80% dos casos registrados ocorrem em criangas com menos de 10
anos (GUIMARAES, 1945; GONTIJO; MELO, 2004). Em alguns focos estudados existe a
possibilidade de modificacdo na distribuicdo de casos por grupo etério, com ocorréncia de
altas taxas também no grupo de adultos jovens (SILVA et al., 2000).

Os fatores de risco para o desenvolvimento de doenca clinica séo apenas parcialmente
compreendidos. Alguns estudos sugerem que a suscetibilidade & LV pode ser determinada
geneticamente (JERONIMO et al., 2007); outros colocam a desnutricdo como importante
fator de risco as criancas (DYE; WILLIAMS, 1993); outros estudos ainda apontam 0s jovens
do sexo masculino, a presenca de animais na vizinhanca (OLIVEIRA et al., 2010), pessoas
que vivem em casas com um sistema inadequado de esgoto e coleta de residuos (COSTA, et
al, 2005) e de residéncia localizadas em favelas urbanas ou em areas com vegetacdo como
fatores de risco verde (WERNECK et al., 2002).

O agente etiologico da LV, sua biologia molecular e susceptibilidade antimicrobiana
sdo estudados ha bastante tempo, o que possibilitou uma série de avancos em taxonomia,
genética, biologia molecular e comportamento de Lutzomyia longipalpis, o principal vetor da
L. infantum no Brasil. A resposta imune do hospedeiro e as suas implicacbes para o
diagnostico, tratamento e prevencdo da LV também foram investigados. Muitos aspectos da
ecoepidemiologia da doenca foram descobertos nos ultimos 20 anos, e estes tém sido
utilizados para o desenvolvimento de novas medidas de controle (DANTAS TORRES;
BRANDAO FILHO, 2006).

2.1.1 Visao Geral

No Brasil, 0 agente etiologico da LV € a L. chagasi, espécie idéntica a L. infantum
encontrada no Mediterraneo e na Asia, e apresenta duas formas: a amastigota, que é
obrigatoriamente parasita intracelular em vertebrados, e a forma promastigota, que se
desenvolve no tubo digestivo dos vetores invertebrados e em meios de culturas (FUNASA,
2004). Quando as fémeas do flebétomo realizam o repasto sanguineo, elas introduzem as
formas promastigotas na pele do hospedeiro, onde o protozoario é fagocitado pelos
macrofagos da pele, e dentro de 12-24h ap6s a inoculagdo, as formas promatigotas se

transformam em amastigota. Depois da mudanca de forma, as amastigotas multiplicam-se e
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rompem o macrofago, liberando-se para infectar novos macréfagos. Este estagio € cronico e
pode continuar por meses a anos e até mesmo por toda a vida sem que o hospedeiro apresente
sintomatologia evidente, dependendo de sua susceptibilidade e estado imunoldgico
(SHARMA,; SINGH, 2008).

Até recentemente, o grau de diversidade genética da L. infantum brasileira ndo foi
completamente investigado. Dois estudos identificaram um baixo grau de variabilidade
genética entre isolados de L. infantum de humanos de distintas regides do Pais (ALONSO et
al., 2010; SEGATTO et al., 2011; BATISTA et al., 2012).

O género Leishmania pertence ao reino Protista, filo Euglenozoa e a familia
Trypanossomatidae (SINGH; DEY; SIVAKUMAR, 2005). Estes protozoarios se caracterizam
pela presenca de uma estrutura circular denominada de cinetoplasto, composto por milhares
de moléculas de DNA circular formando uma rede concatenada. Cada cinetoplasto €
composto por 25-250 maxicirculos de aproximadamente 30kb e de 5.000-10.000 minicirculos
de cerca de 2kb cada. Juntos eles formam o genoma mitocondrial (SHAPIRO; ENGLUND,
1995).

Penna (1934) encontrou a presenca de Leishmania em fragmentos de figado humano,
colhidos post-mortem, por viscerotomias de individuos oriundos das regifes Norte e
Nordeste. Em seguida, Chagas e cols., entre 1936 e 1939, diagnosticaram o primeiro caso
humano de LV in vivo no Brasil e demonstraram a doenca em caes, sugerindo o flebotomineo
Lutzomyia longipalpis como provavel vetor; nomearam o parasito Leishmania infantum
(CHAGAS; CHAGAS, 1938).

2.1.2 VVetores e Reservatérios

Segundo Guimardes (1945), a doenca seria predominantemente rural e semelhante a
LV Mediterranea, por ser mais frequente em cées, que poderiam servir de fonte de infeccdo
para os vetores devido ao seu intenso parasitismo dermico. Pensava-se que a transmissdo
deveria ser feita por Lu. longipalpis, mas que possivelmente haveria também outras espécies
vetoras (BICHAUD et al., 2011; MCCALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013).

O habitat natural da Lu. longipalpis sdo as matas, florestas secundarias e areas de
rochas alcérias. Entretanto, adaptam-se facilemente a viverem perto das habitacfes (DIAS et
al., 2007; BICHAUD et al., 2011) nas zonas pobres, explorando o acumulo de matéria
orgénica produzida pelos animais domésticos e pelas mas condic¢bes sanitérias, o que pode
facilitar a transmissdo da doenca (COSTA; TAPETY; WERNNECK, 2007). A fémea



19

deposita seus ovos nas tocas de alguns roedores, na casca de arvores velhas, em edificios
destruidos, nas rachaduras das paredes das casas, em abrigos de animais e no lixo doméstico.
Em tais ambientes, as larvas podem encontrar matéria organica, calor e umidade que séo
necessarios para o seu desenvolvimento (SHARMA; SHING, 2008).

O ciclo biologico da Lutzomyia longipalpis se processa no ambiente terrestre e
compreende quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva (com quatro estagios), pupa e adulto.
A principal forma de transmissdo se faz a partir da picada dos flebdétomos (Lu. longipalpis) ao
sugarem o sangue dos hospedeiros vertebrados, ingerindo macrofagos parasitados com as
formas amastigotas da Leishmania. Apds 8 a 20 dias do repasto, as formas amastigotas dos
hospedeiros vertebrados evoluem no tubo digestivo dos insetos, transformando-se em
promastigotas prociclicos e finalmente em promastigotas metaciclicos aptos a infectar outros
hospedeiros vertebrados. Recentemente, incriminou-se também a Lu. cruzi como vetor em
foco no estado de Mato Grosso do Sul (SANTOS, S., et al., 1998; FREITAS et al., 2012).

Os hospedeiros silvestres da L. infantum até agora conhecidos sdo as raposas € 0S
marsupiais. Duas espécies de raposas foram encontradas naturalmente infectadas no Brasil:
Lycalopex vetulus, no Ceara (DEANE, 1956), e Cerdocyun thous, no Pard (LAINSON et al.,
1990) e em Minas Gerais (SILVA, E. et al., 2000). A L. infantum foi isolada em marsupiais
do género Didelphis na Bahia (SHERLOCK et al., 1984) e no Rio de Janeiro (CABRERA,
2003). A raposa-do-mato foi incriminada como o principal reservatério de infec¢do L.
infantum no Brasil e na Venezuela. Em geral, as taxas de infeccdo comparadas ao cédo
domeéstico sdo baixas, mas, por vezes, podem ser elevadas, como observado em raposas da
América do Sul. No entanto, canideos selvagens ndo vivem perto de ou em habitacdo humana
e, portanto, eles ttm uma importancia secundaria na epidemiologia da LV (LAINSON;
SHAW, 1987; DEANE, 1956). No ambiente doméstico, o cdo (Canis familiaris) €
considerado um importante hospedeiro e fonte de infeccdo para os vetores, sendo um dos
alvos nas estratégias de controle (COSTA et al., 2000; COSTA et al., 2002; DINIZ et al.,
2008; AGUIAR-SOARES et al., 2014). A enzootia canina tem precedido a ocorréncia de
casos humanos e a infeccdo em cées tem sido mais prevalente do que no homem. Deane
(1956), através de bidpsias, verificou a grande riqueza do parasitismo da pele na maioria dos
animais estudados (cées e raposas). Em outro estudo, foi comprovado que os gatos também
podem ser reservatorios domeésticos de L. infantum; recentemente, foram encontrados gatos
capazes de transmitir a L. infantum a um vetor, o Phlebotomus perniciosus (GOUZELOQOU et
al., 2013).
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Embora os cdes clinicamente afetados sejam mais propensos a infectar flebotomineos,
aqueles que esdo subclinicamente infectados e os soronegativos também podem transmitir a
Leishmania e contribuir para a manutencao do parasita (GOUZELOU et al., 2013).

Além do cdo domeéstico e de canideos silvestres, sugere-se que o homem pode ser
fonte de infecdo de L. infantum (COSTA et al., 2000; COSTA et al., 2002). A existéncia de
infecdo assintomatica entre pessoas saudaveis em areas endémicas e as transmissdes do
parasita através de transfusdo de sangue em humanos tém sido relatadas (RIERA et al., 2004;
MATHUR; SAMANTARAY, 2004; SINGH; DEY, 2005, bem como através de transmisséo
congénita (MURRAY et al., 2005) e atraves de transplantes de 6rgdos (MORALES et al.,
2003; BARSOUM, 2006). No homem, além do sangue periférico, a pele humana também foi

investigada como fonte de infeccdo para o inseto transmissor (PRATA; PIVA, 1956).

2.1.3 Aspectos Epidemiologicos

A LV esta largamente distribuida pelo mundo (ARORA et al., 2008; LEIFSO et al.,
2007; SALOTRA et al., 2003). Atualmente, a LV afeta cerca 88 paises, paises desenvolvidos
e em desenvolvimento, e é endémica em 62 paises. Aproximadamente 90% dos casos ocorrem
em cinco paises: India, Nepal, Sudio, Blangladesh e Brasil (MAGILL, 1995; DESJEUX,
2004; GONTHNO; MELO 2004;). Estima-se que cerca de 12 milhdes de pessoas estdo
atualmente infectadas. A OMS possui trés programas de controle de leishmaniose, um dos
programas € na regido das Ameéricas para reforcar o controle e a vigilancia da LV, que inclui o
mapeamento da doenca em 14 paises e o controle do avan¢o da doenca no Brasil, na
Argentina e no Paraguai (WHO, 2011).

Nas ultimas duas décadas, a LV reapareceu mundialmente de forma preocupante,
tendo sido apontada como doenca reemergente, que atinge principalmente criancas e adultos
jovens (EVANS et al., 1989; COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990; ALVES; BEVILACQUA,
2004). No Brasil, epidemias urbanas foram observadas em varias cidades e, além disso, a
doenga tem acometido pessoas jovens ou com comorbidades (MAGILL, 1995; BRASIL,
2006).

A LV se tornou um problema de saude publica em muitos paises, levando muitas
pessoas a 6bito. Segundo Magill (1995), a epidemia de LV no sul do Suddo, em meados dos
anos 1980, foi responsavel por 40 mil mortes e por um aumento de 400 mil pessoas expostas

ao risco de infeccéo.



21

No Brasil, também em meados dos anos 1980, constatou-se uma transformacéao
dréstica na distribui¢do geografica da LV. A doenca, antes restrita as areas rurais do Nordeste,
avangou para outras regides indenes, alcangando inclusive a periferia de grandes centros
urbanos. Mais de 3 mil casos sdo relatados por ano em 19 dos 27 estados brasileiros e ja
foram registrados casos autoctones de LV (BRASIL, 2001; ALONSO et al., 2010). Segundo o
Ministério da Saude (BRASIL, 2006), em 19 anos de notificacdo (1984-2002), os casos de
LV somaram 48.455, sendo que aproximadamente 66% deles ocorreram nos estados da Bahia,
do Ceara, do Maranhéo e do Piaui. Nos ultimos 10 anos, a média anual de casos no Pais foi de
3.156 casos, e a incidéncia é de dois casos para 100.000 habitantes (hab.) No Nordeste
concentra-se 70-90% dos casos da doenca encontrados em todo o Pais, com uma incidéncia de
25 casos a cada 100 mil hab. (ALONSO et al., 2010).

Nos ultimos 10 anos, tambéem, surtos da doenca ocorreram no Rio de Janeiro (RJ), em
Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal
(RN), Sdo Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e, mais recentemente, ocorreram
epidemias nos municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO),
demonstrando a faceta da periurbanizacdo e urbanizacdo da LV (REY et al, 2005; BRASIL,
2006; BATISTA et al., 2012).

No Brasil, modificacbes ambientais associadas aos movimentos migratorios e ao
processo de urbanizacdo podem explicar, em parte, porque a LV, uma doenca anteriormente
restrita a zona rural, passou a ocorrer de forma endémica e epidémica nos grandes centros do
Nordeste (MENDES et al., 2002). O desmatamento, a construcdo de barragens, 0s novos
sistemas de irrigacdo também contribuem para a expansdo e 0 aumento substancial do nimero
de casos de leishmanioses (WHO, 2011).

2.1.4 LV no Piaui

No Piaui, a epidemia de LV iniciou em 1980, com 16 casos registrados, atingindo o
apice no ano de 1985, com 339 casos. Em Teresina, a epidemia comegou no ano de 1981, com
registro de 55 casos derivados principalmente de bairros novos e favelas (COSTA; PEREIRA;
ARAUJO, 1990). A incidéncia de LV declinou depois de 1985 na cidade de Teresina, mas
uma nova epidemia ainda maior ocorreu entre 1993 e 1995 (WERNECK et al., 2002).

Segundo Nascimento et al. (2005), as condi¢Bes sOcio-econdmicas, ambientais e
habitos de vida séo fatores significativos na epidemiologia da LV em &reas endémicas. Tais

condi¢cdes podem contribuir para a perpetuacdo da doenca em areas rurais e periurbanas,
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acometendo a populagdo com baixo nivel sécio-econdmico e que vivem em condicdes
precarias de moradia.

A ocorréncia da doenca em uma determinada area depende basicamente da presenca
do vetor susceptivel, de um reservatdrio e de um hospedeiro susceptivel. A possibilidade de
que o homem, principalmente criangas desnutridas, venha a ser fonte de infecgdo pode
conduzir a um aumento na complexidade da transmissédo da LV (GONTIJO; MELO 2004). A
ma nutricdo € complexa, envolvendo a deficiéncia de proteinas e varios nutrientes, e pode
estar relacionada a uma queda de imunidade e ao aumento do risco de varias infeccGes
(ANSTEAD et al., 2001).

Com a expansdo da area de abrangéncia da doenca e o aumento significativo do
nimero de casos, a LV passou a ser considerada pela OMS uma das prioridades dentre as
doencas tropicais (MAGILL, 1995).

2.2 AIDS E LV: O PANORAMA DA COINFECCAO

Um aspecto preocupante da LV é a sua emergéncia como infec¢do oportunista em
pacientes com AIDS, particularmente nos paises da Europa Mediterranea, onde tém aparecido
muitos casos de LV em &reas endémicas, 0 que tem acontecido também em outros paises da
Africa, na India e no Brasil (MAGILL, 1995; LACHAUD et al., 2000; SANTOS, L., et al.,
2009).

Dastry et al. (1990) encontraram casos atipicos de LV em pacientes com AIDS com a
presenca de amastigotas na mucosa do duodeno e do estdbmago. Esse fato é uma caracteristica
do comportamento oportunista da LV. A L. donovani pode ser disseminada ou permanecer
localizada sem lesdo na pele.

O diagnostico de LV em pacientes com HIV é dificil, uma vez que os pacientes
apresentam sinais ndo especificos de LV e os sintomas podem ser parecidos com os de outras
doencas oportunistas (LACHAUD et al., 2000; MCCALL; ZHANG; MATLASHEWSKI,
2013).

A AIDS se desenvolve em individuos cujo sistema imunoldgico ndo consegue
controlar a infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), levando a reducdo na
contagem de linfocitos T CD4 (CD4). InfecgGes oportunistas que ndo sdo comumente
observadas na populagdo saudavel, como a tuberculose, infecgdes por fungos e pneumonia
por Pneumocystis carinii s&o comuns em pacientes com AIDS (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL, 1993).
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Desde que a AIDS foi descrita pela primeira vez, hd mais de 25 anos, avangos
cientificos tém expandido significativamente a compreensao do sistema imunolédgico. Apds a
libertacdo inicial de viremia durante a infeccdo primaria, os individuos infectados pelo HIV
montam uma resposta imune forte que geralmente reduz os niveis de viremia plasmatica,
atrasando em media de 10 anos o desenvolvimento da doenga clinicamente aparente (EZRA,
OCHOA,; CRAFT, 2010).

Desde o inicio da década de 1980 até junho de 2009, foram notificados ao Ministério
da Salde 544.846 casos de AIDS no Brasil. Desse total, 323.069 (59%) encontram-se na
regido Sudeste, embora se observe a disseminagdo da doenca por outras areas, inclusive areas
rurais (BRASIL, 2011).

Novos aspectos imunopatologicos da LV tém sido associados com o virus da
imunodeficiéncia humana adquirida e varios casos de coinfec¢do tém sido relatados em paises
da Africa e da Europa (OLIVEIRA et al., 2010). O desenvolvimento da pandemia HIV/AIDS
tem modificado a dindmica e a abrangéncia da LV nesses ultimos 20 anos nos aspectos
clinicos e epidemioldgicos (ALVAR et al., 2008; SANTOS, L. et al., 2009). Infec¢do por HIV
aumenta o risco de desenvolvimento de LV em 100 a 2.320 vezes, em areas endémicas. Por
outro lado, a LV promove a progressdo clinica da doenca de HIV e o desenvolvimento de
condic@es associadas a AIDS (ALVAR et al.,2008; SANTOS, L. et al., 2009) .

Varios casos de pacientes coinfectados tém sido descritos em areas endémicas de L.
infantum. Nos pacientes com HIV, a associacdo com a LV tem acelerado a progressdo da
doenca e suas manifestacbes de maneira mais agressiva (SINHA; PANDEY;
BHATTACHARYA, 2005). Grande parte dos pacientes com a coinfeccdo LV/HIV
apresentam sintomas classicos da LV. Alguns apresentam disseminacdo atipica da doenca,
disseminacdo parasitaria na pele, curso cronico e recidivante da doenca, resposta deficitaria
aos medicamentos e caréncia de anticorpos anti-Leishmania; esses sinais e sintomas atipicos
sdo mais comuns em pacientes HIV/positivos (MOLINA et al., 2003; GELANEW et al.,
2011; SOUZA et al., 2012; MCCALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013).

Globalmente, a maioria dos casos de leishmaniose acontece na populagcdo HIV-
negativo, onde é considerada principalmente uma doenca da infancia, no entanto, a associacéo
de infeccdo por Leishmania e HIV resultou numa alteragdo significativa na idade da
populacdo em risco, levando a um maior numero de casos em pessoas com idade entre 31-50
anos (DESJEUX; ALVAR, 2003; CRUZ et al., 2006; BUALERT et al., 2012).

A coinfec¢do LV/HIV esta emergindo como um novo padréo de doenca e tornando-se

cada vez mais frequente. Desde meados da década de 1980, quando o primeiro caso de
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coinfecgdo Leishmania/HIV foi relatado, a incidéncia de coinfecgdo tem aumentado e, no
final dos anos 1990, tinha sido relatada em 35 paises (WHO, 2001; ALVAR et al., 2008). Do
ponto de vista epidemiolégico global, duas tendéncias paralelas sdo alarmantes: a ruralizacéo
da pandemia do HIV e a urbanizacdo e propagacdo da LV (DESJEUX; ALVAR, 2003;
RABELLO; ORSINI; DISCH, 2003).

Mais de 2.000 casos de coinfeccdo HIV/LV em 34 paises foram notificados a OMS até
2001 - a maioria na Espanha, na Italia, na Franca e em Portugal. Desses casos, a maioria em
adultos jovens e usuarios de drogas endovenosas (BRASIL, 2004; SINHA; PANDEY;
BHATTACHARYA, 2005). Em paises do Mediterraneo, até 70% ou mais dos casos de LV
em adultos estdo associados a infeccdo pelo HIV; destes, 50% a 90% s&o usuarios de drogas
intravenosas. Nos paises mediterranicos, 27.000 novas infeccdes de HIV foram
diagnosticadas em 2012, correspondendo a taxas de 6,6 por 100.000 pessoas (WHO, 2013).

A maioria dos casos de coinfeccdo na América do Sul se concentra no Brasil, area
endémica para LV, onde a incidéncia de casos de HIV aumentou de 0,8 casos/100.000 hab.,
em 1986, para 10,5 casos/100.000 hab., em 1997 (RABELLO; ORSINI; DISCH, 2003;
SOUZA et al., 2012 ). Os casos de coinfeccdo surgiram inicialmente no Nordeste, sendo que a
maior parte das pessoas coinfectadas eram adultos com idade média de 37,3 anos, enquanto a
LV normalmente ocorre em criangas (NASCIMENTO et al., 2011). No Brasil, 2% dos casos
de LV relatados no periodo 2001-2005 foram coinfectados com HIV, mas é importante notar
que, ao contrario do que é observado no sul da Europa, a LV representa apenas 37% de todas
as formas clinicas da doenca entre casos de coinfectados, ja a leishmaniose mucocutanea pode
ser vista em pelo menos 43% dos pacientes HIV/positivos (ALVAR et al., 2008).

Como discrito por Nuno et al. (2007), na coinfeccdo LV/HIV, a duvida entre uma
infeccdo primaria e uma reativacdo é constante, uma vez que, desde o inicio, pode se tratar de
uma infeccdo primaria por Leishmania favorecida pela imunossupressdo da infeccdo pelo
virus ou, de igual modo, de uma infeccdo latente por Leishmania que é reativada pela
deplecdo imunologica (CUNHA et al., 2013). A LV promove a progressdo clinica e o
desenvolvimento de condi¢fes definidoras de AIDS, aumentado a mortalidade dos doentes
infectados por HIV. O virus pode revogar as respostas imunes celulares eficazes durante a
infeccdo natural e pode estar associado com a reativacdo da LV em individuos previamente
assintomaticos através da reducédo da atividade leishmanicida de macréfagos (ALVAR et al.,
2008). A coinfecgdo com o HIV reduz in vitro respostas de citocinas Thl e celulares para
Leishmania e aumenta respostas de citocinas Th2 (DONAGHY et al., 2006; WORLD
HEALTH ORGANIZTION, 2007; SANTOS, L. et al., 2009 ).
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Infeccdo por HIV pode aumentar o risco de desenvolvimento de LV em 10-100 vezes
em areas endémicas. E possivel que o parasita na forma amastigota possa induzir a replicagio
de virus HIV-1 em macrdfagos e facilitar a interacdo com célula hospedeira (GUERIN, 2002).
A LV acelera a progressdo da infeccdo pelo HIV para AIDS e diminui as taxas de sobrevida
destes pacientes. A interacdo entre essas duas doencas tem consequéncias terriveis, com a
mortalidade cinco vezes maior em pacientes coinfectados (PINTADO; LOPES-VELEZ,
2001; ALVAR et al., 2008).

O diagndstico é muito dificil, pois apenas 40-50 por cento dos casos de coinfectados
com LV/HIV tém sorologia para leishmania positiva. Esta porcentagem é inversamente
proporcional & deplecdo de células T CD4. H& uma redugdo de 50 vezes menos de anticorpos
anti-Leishmania em pacientes HIV-positivos em relacao aos patientes HIV negativo. Portanto,
pode haver diversos testes sorolégicos com falsos negativos (MARY et al., 1992;
MEDRANO et al.,1998). Isso favorece o diagndstico parasitolégico através da medula 6ssea
ou aspirados de baco. Segundo Desjeux (2004) e Cruz et al. (2006), a contagem de linfocitos
T CD4 é inferior a 200 células/mm?® em 62-92% dos pacientes coinfectados e inferior a 50
células/mm?® em 42% deles.

O panorama da coinfeccdo, com resultado terapéutico deficiente, alto indice de
recaida, poliparasitismo de LV em pessoas infectadas pelo HIV, bem como as manifestacdes
atipicas da doenca e 0 acesso deficiente aos recursos de satde tornam os individuos infectados

pelo HIV propensos a ampliar o numero de reservatdrios humanos (COTA et al., 2013).

2.3 DIAGNOSTICO DA INFECCAO HUMANA

2.3.1 Diagnostico Clinico

Muitas entidades clinicas podem ser confundidas com a LV, como, por exemplo,
doenca de Chagas, malaria, esquistossomose, febre tiféide, tuberculose, leucemia e IUpus
eritematoso, o que dificulta o diagnéstico clinico. Pacientes com LV apresentam febre
prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia, leucopenia, anemia, hipergamaglobulinemia,
leucopenia, anemia, tosse, dor abdominal, diarreia, perda de peso e caquexia. Sangramento €
incomum no inicio, porém, podem ocorrer manifestagdes hemorragicas - epistaxes, petéquias,
sangramenrto gengival (VERONESI; FOCACCIA, 2004).

Os sintomas caracteristicos da LV facilitam o diagndstico clinico; entretanto, a

deteccdo de individuos assintomaticos ou com a doenca subclinica através do exame clinico €
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invidvel, sendo entdo necessario o uso de testes de diagndstico laboratorial.

O Ministério da Saude (BRASIL, 2001) recomenda que a LV deve ser investigada em
todos os pacientes infectados pelo HIV com o figado ou baco aumentados, com presenca ou
ndo de febre e alteracdo de contagem de células do sangue. Além disso, recomenda que seja

sugerido aos pacientes com leishmaniose o teste para HIV.

2.3.2 Diagnostico Laboratorial

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para o diagnostico da LV. Nos casos
humanos, o diagndstico € rotineiramente realizado com base em pardmetros clinicos e
epidemioldgicos; entretanto, um diagndstico conclusivo requer a confirmacdo através de

exames parasitologicos, soroldgicos ou moleculares.

2.3.2.1 Diagnostico parasitologico

O diagndstico parasitologico é feito pela demonstracdo do parasito em material de
bidpsia ou em aspirado da medula 6ssea, do baco, do figado ou de linfonodos. O material
obtido é utilizado para a confec¢do de esfregacos ou impressdo em laminas, histologia,
isolamento em meio de cultura ou inoculacdo em animais de laboratério. A especificidade
destes métodos é préxima de 100%, mas a sensibilidade é muito variavel, pois a distribuicdo
do parasito ndo € homogénea no mesmo tecido (SILVA et al., 2000; ABEIJON et al., 2012).
A sensibilidade da medula dssea pode chegar a 95% quando examinada por pelo menos uma
hora (SILVA; STEWART; COSTA, 2005), mais alta (98%) é alcancada quando se utiliza
aspirado do baco (SUNDAR; RAI, 2002). Apesar da vantagem da simplicidade metodoldgica,
esse método € insuficientemente sensivel quando examinado por um curto intervalo de tempo,
utiliza técnica invasiva, pode ser dolorido e perigoso quando ndo € feito de forma adequada
(ISLAM et al., 2002; SILVA; STEWART; COSTA, 2005; ABEIJON et al., 2012).

2.3.2.2 Diagnostico soroldgico

A LV ¢ caracterizada por uma forte estimulacdo policlonal de linfocitos B, que resulta
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em hipergamaglobulinemia, o que facilita o diagndstico através de testes soroldgicos,
evitando os exames parasitoldgicos, que sdo invasivos (GONTHO; MELO, 2004; MAGILL,
2005).

Diferentes técnicas soroldgicas tém sido utilizadas no diagndstico de LV humana. Os
testes diferem em sua sensibilidade e especificidade, na sua aplicacdo prética, nas condi¢es
de campo e na disponibilidade de reagentes. Os testes tém limita¢Oes, pois podem permanecer
positivos durante longo tempo, mesmo apos o tratamento. Como ha infecgbes subclinicas, um
teste positivo necessariamente ndo indica doenca ativa.

Atualmente, sdo wusados os testes de aglutinacdo direta (DAT), reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaios imunoenzimaticos (ELISA) que utilizam
antigenos brutos e sdo limitados em termos de especificidade e de reprodutibilidade
(SUNDAR; RAI, 2002; AZAZY et al., 2003).

A RIFI é amplamente utilizada no diagndstico de LV desde 1964 e é o exame
atualmente disponibilizado pelo Sistema Unico de Sadde (SUS), apresentando sensibilidade
de 82% a 95% e especificidade de 78% a 92% (ASSIS et al, 2008).

Frente a complexidade do diagnostico da LV, métodos laboratoriais de facil realizacdo
e interpretagdo e que fornegam resultado rapido sdo cada vez mais necessarios. Testes de
imunocromatograia de fluxo lateral para ao diagndstico da LV usando-se o antigeno rK39,
uma sequéncia de 39 aminoacidos clonados da regido quinase de L. infantum, donovani-
especifico, tém sido avaliados em varios paises, com sensibilidade e especificidade variaveis
(ASSIS et al., 2008; BURNS et al., 1993).

2.3.2.3 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

A LV é caracterizada pela producdo de anticorpos anti-Leishmania, podendo
facilmente ser detectada pelo ELISA (MOHAMMED et al., 1985). O ELISA ¢ altamente
sensivel em individuos sintomaticos (BADARO et al., 1986). A sorologia é um importante
meio de diagnostico, uma vez que os sintomas clinicos sdo frequentemente nao especificos e o
exame parasitologico requer a coleta de amostra invasiva da medula déssea ou bidpsia
esplénica para realizacdo do exame (AZAZY et al., 2003). Inimeros testes soroldgicos tém
sido desenvolvidos e estdo disponiveis para o diagnostico de LV; no entanto, eles tém
limitagdes importantes, em especial no diagndstico de LV ativa (ROMERO et al., 2009;
ABEIJON et al., 2012).

De acordo com Reed et al. (1990), o ELISA é uma valiosa ferramenta no diagndstico
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sorolégico de LV. Mesmo com grosseiras preparacdes de antigeno, esse teste pode ser
suficientemente especifico e sensivel (VAIRA et al., 1999) e pode ser avaliado tanto através
de visualizacao direta como pelo uso de espectrofotdémetro.

O ELISA tem como uma das vantagens sobre 0s outros testes sorologicos a relativa
facilidade de adaptagdo para ser usado com antigenos purificados (REED et al., 1990) e
oferece uma potencial vantagem na sensibilidade e na especificidade em relagdo aos outros
testes sorologicos de diagnostico de LV (EVANS et al., 1989).

Segundo Badar6 (1996), a sensibilidade do teste ELISA é muito alta, at¢é mesmo
quando outras espécies de Leishmania séo utilizadas como fonte de antigeno; contudo, para
uma alta especificidade, é essencial uma cuidadosa selecdo do parasito. o ELISA pode ser
utilizado para distinguir a LV da doenca de Chagas, e a sua especificidade depende
significativamente do numero de parasitas utilizados para a preparacao do antigeno.

Em pesquisa realizada por Salotra et al. (2003), o teste ELISA detectou anticorpos
especificos para Leishmania em 96% dos casos e teve elevada especificidade, embora
individuos sem a doenca, oriundos de areas endémicas de LV, possam possuir anticorpos anti-
leishmania, o que complica a especificidade deste teste (FALQUETO et al., 2009; ABEIJON
etal., 2012).

Uma importante limitacdo dos testes soroldgicos € a baixa sensibilidade em pacientes
imunodeprimidos (SALOTRA et al., 2008; ABEIJON et al., 2012). Outra desvantagem dos
ensaios sorologicos € a existéncia de reacdo cruzada com outras doencas, incluindo
leishmaniose cutanea, tripanossomiase, malaria, tuberculose, amebiase e leptospirose, doencas
coendémicas em vaérias partes do mundo (ISLAM et al., 2002). Além disso, 0s niveis de
anticorpos apresentam-se elevados tanto na LV assintomatica como na LV ativa, podendo

estar presentes por varios anos apos o paciente ter sido curado (ABEIJON et al., 2012).

2.3.2.4 Exames inespecificos

Os pacientes com LV geralmente apresentam leucopenia, neutropenia e
trombocitopenia. Eventualmente, pode ser encontrado aumento das aminotransferases,
bilirrubinas e fosfatase alcalina.

Em alguns pacientes com a infecgéo por L. infantum, observa-se aumento das taxas de
ureia e de creatina, e em quase todos 0s pacientes constata-se prova de atividade inflamatéria

com elevacéo da velocidade de hemossedimentagéo e Proteina C reativa.
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2.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Em areas infectadas com Leishmania, normalmente o principal parametro para
registrar a intensidade da infecdo parasitaria é a contagem da densidade de Leishmania no
intestino do fleb6tomo. Além dessa andlise, € interessante também a quantificacdo de
parasitas no organismo do individuo infectado. Testes de amplificacdo de acidos nucléicos
tém sido utilizados com esse objetivo (ABEIJON et al., 2012).

Diagnosticos moleculares baseados na reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) foram
desenvolvidos (BERRAHAL et al., 1996; LEONTIDES et al., 2002; SCHONIAN et al., 2003;
REITHINGER E DUJARDIM, 2007). Dentre esses métodos, apresentam-se a PCR
qualitativa e, mais recentemente, o uso da PCR em tempo real (QPCR).

Mais de duas décadas ap6s o desenvolvimento do primeiro ensaio da reacdo em cadeia
pela polimerase (PCR) para a Leishmania (RODGERS; POPPER; WIRTH, 1990), uma
experiéncia consideravel com esta técnica para o diagnostico da leishmaniose visceral tem
sido acumulada. O ensaio de PCR para Leishmania a fim de amplificar um nimero diferente
de alvos de DNA usando sangue periférico como amostra clinica mostrou ser uma alternativa
ndo invasiva altamente eficiente para o diagnostico da infec¢do, com sensibilidades de 82% a
100% e especificidade de 100% (LACHAUD et al., 2000; XIAO-SU et al., 2002; ABBASI et
al., 2013).

A primeira documentacdo de PCR em tempo real foi em 1993 por Higuchi; entretanto,
esta tecnologia demorou a se tornar uma técnica predominante nos laboratérios, embora o
primeiro conceito de PCR tenha surgido em 1971 por Ghobind Khorana e colaboradores; mas
a ideia nao foi colocada em pratica. Em 1985, Kary Mullis e colaboradores publicaram o
método de amplificacdo do DNA com éxito. Talvez a principal razdo para isso, fosse a grande
despesa dos instrumentos e a complexidade de se realizar em tempo real estudos g-PCR
reprodutiveis; por esses motivos, sé recentemente foi amplamente aceita como uma técnica
valiosa (HIGUCHI et al., 1993; FERREIRA et al., 2013). Com 0 numero cada vez maior de
tempo real termocicladores PCR no mercado e com o0s precos decrescentes desses
instrumentos, bem como os reagentes, muito mais pessoas agora tém acesso a essa tecnologia.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica rapida e potente para a
amplificagéo in vitro do DNA e evoluiu como um dos métodos mais sensiveis e especificos
na detecdo de Leishmania (REITHINGER; DUJARDIM, 2007; ANTINORI et al., 2009;
ABEIJON et al., 2012). A deteccdo dos amplicons é simultanea a amplificagdo, ndo sendo

necessarias etapas posteriores, como gel de eletroforese, detecgéo radioativa, ELISA ou Blots.



30

Essa técnica tem sido usada para deteccdo de patdgenos, analise de expressdo génica,
polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNP) e analises de aberracfes cromossdmicas
(KUBISTA et al.,, 2006; FABER, PEEKEL, SCHALLIGE, 2008). Devido aos avangos
recentes em métodos moleculares, a g-PCR € usada rotineiramente nos laboratérios como um
eficiente método de quantificagdo de parasitas no tecido e sangue periférico do hospedeiro e
para a caracterizacdo de espécies de parasitas (MYSKOVA; VOTYPKA; VOLF, 2008).
Vaérias sequéncias-alvo, tais como RNA ribossdmico (rRNA) genes, o mini-exon RNA
derivado do gene, os minicirculos cinetoplastico e sequéncias de DNA repetitivas do genoma
nuclear tém sido utilizados em ensaios de PCR publicados (ALONSO et al., 2010; BATISTA
etal., 2012).

A PCR tem sido utilizada como teste de diagnéstico para LV; apresenta-se como um
método especifico, rapido, sensivel e menos invasivo que pode detectar uma variedade de
parasitas em diferentes tipos de amostra, como no aspirado de linfonodos, de medula 6ssea e
mesmo em leucdécitos do sangue periférico (OSMAN et al., 1997; IKONOMOPOULOS et al.,
2003; FERREIRA et al., 2013). Esta técnica foi descrita por Nicolas et al. (2002) em ratos de
laboratdrio infectados por Leishmania, utilizando DNA de cinetoplasto como alvo para PCR;
e estd provado ser altamente sensivel e Util para o diagndstico da leishmaniose canina e para
os estudos clinicos humanos (MARY et al. 2004; ABBASI et al., 2013).

Esse método de diagndstico molecular é baseado na amplificacdo de fragmento de
DNA de forma exponencial, com a capacidade de medir os produtos de PCR em que se
acumulam ou, em “tempo real”, é possivel medir a quantidade de produto de PCR num ponto
em que a reacdo ainda esta na escala exponencial; para isso, € necessario que o método
detecte a acumulagdo do produto de PCR, do uso de oligonucleotideos e sondas especificas,
ou fluoroforos intercalantes na cadeia do DNA, que emitem fluorescéncia a cada hibridizacao
e de um termociclador adaptado para gravar os resultados durante cada ciclo de PCR em
tempo real (NUNES et al., 2007; KUBISTA et al., 2006; GINZINGER, 2002;). A emiss&o
dos compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta na proporcao direta da quantidade de
produto da PCR; os valores da fluorescéncia ficam gravados durante cada ciclo e representam
a quantidade de produto amplificado. Estas caracteristicas fazem da PCR quantitativa em
tempo real a técnica mais precisa e reprodutivel para a analise biotecnoldgica (KUBISTA et
al., 2006).

Bretagne e cols., em 2001, foram os primeiros a desenvolver trabalhos com sondas
Tagman® para L. infantum; e muitos pesquisadores tém usado a técnica para deteccdo e
quantificacdo de Leishmania (FOULET et al., 2007; VAN DER MEIDE et al., 2008; TALMI-
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FRANK et al., 2010). Com a gPCR, surgiu a possibilidade de quantificagdo do parasito no
sangue periférico de humanos (ANTINORI et al., 2009; VERMA et al., 2010; SUDARSHAN
etal., 2011); em bidpsia de pele (VAN DER MEIDE et al., 2008; ANTINORI et al., 2009), na
medula 6ssea (ANTINORI et al., 2009); e também pode ser usada em modelos animais (REIS
etal., 2009; QUARESMA et al., 2009; SILVA, R. et al., 2010).

Segundo Reithinger e Dujardin (2007), a detec¢do precisa do parasita € de extrema
importancia no diagnostico de infeccdes por Leishmania e no controle da doenca. O uso de
testes moleculares deve ser valorizado principalmente em pacientes imunossuprimidos, pois
nesses a acurécia dos testes soroldgicos é bastante limitada, alem da auséncia do poder de
discriminar entre infecgOes ativas ou passadas e, consequentemente, a falta de valor no
acompanhamento da resposta a terapéutica especifica ao parasita (SPINELLO et al., 2007).

Apesar das inimeras vantagens da utilizacdo da gqPCR, existe a necessidade de
simplificacdo, padronizacdo e otimizacdo da técnica (REITHINGER; DUJARDIN, 2007
ABEIJON et al., 2012). No momento, a padronizacdo de PCR para detec¢do de Leishmania é
largamente negligenciada, e a abundancia de PCR in-house pode levar a inconsisténcias de
diagnostico (DEBORGGRAEVE et al., 2008).

2.5 REACAO DE MONTENEGRO

Reacdo de Montenegro é um método que consiste em uma reacdo intradérmica tardia,
baseado na introducdo de extrato séluvel do parasita morto no antebraco do paciente a fim de
observar a formacao de enduragdes, 0 que seria interpretado como reacgdo positiva, indicando
a exposicao desse paciente aos agentes do género Leishmania. No caso da LV, a técnica é de
pouca utilidade, j& que, na auséncia de imunodeficiéncia adquirida, o resultado é
frequentemente negativo pela imunodepressdo seletiva que a infeccdo induz no homem
(BRASIL, 2011).

A intradermorreacdo idealizada por Montenegro representa o principal exame
complementar para o diagnéstico da leishmaniose tegumentar americana (LTA) em areas
endémicas, sendo, portanto, de relevante importdncia para paises como o Brasil
(MONTENEGRO, 1926). Essa reacdo de hipersensibilidade tardia possui sensibilidade
variando entre 86% e 100% e especificidade de aproximadamente 100%, 0 que a consagrou
como uma das provas mais usadas na confirmagdo da doenca ativa, no diagnostico
retrospectivo e em inquéritos epidemioldgicos de LTA (FURTADO, 1980; GUEDES; CUCE;
FURTADO, 1990).



32

Reacdes cruzadas podem ocorrer principalmente em individuos com doenga de Chagas
e individuos curados de leishmaniose visceral. Resultados com falsos negativos também tém
sido descritos quando a infeccao é precoce ou em casos em que a doenca cutanea seja causada
por Leishmania amazonenses (CUBA-CUBA et al., 1985; SILVEIRA et al., 1991).

2.6 LEISHMANIOSE VISCERAL: NOVOS MEIOS DE DIAGNOSTICO

A presenca de L. donovani na pele de doentes com calazar, apresentando lesbes
cuténeas, principalmente como sequelas da infecgéo visceral, tem sido largamente descrita em
varias partes do mundo (PRATA,; PIVA, 1956). O achado de amastigotas na pele de pacientes
com calazar mostra que os parasitos podem néo se localizar exclusivamente nas visceras, mas
também na pele sadia ou em &reas com lesbes macroscopicas (MCCALL; ZHANG;
MATLASHEWSKI, 2013). Chagas et al. (1936), no Parg, fizeram esfregacos de bidpsia de
pele normal em quatro casos e encontraram raros amastigotas em um deles.

A bidpsia de uma pequena parte do intestino permitiu encontrar L. donovani em 18
casos, dentre 0s 46 casos de LV estudados. Este resultado pode explicar a diarreia que
acomete os pacientes com a doenca (BENHASSINE et al., 1986; BABA et al., 2006).

Vasconcelos et al. (1993) estudaram 18 pacientes do Nordeste, no estado do Cear3,
com calazar e, durante o estudo, ficou evidenciado o parasitismo da pele: dois tinham nédulos
ulcerativos na pele e 16 pacientes tinham a pele clinicamente normal.

No inicio do ano de 1930, investigacBGes sobre a LV afirmavam que a L. donovani
tinha sido encontrada nos fluidos corporais de pacientes com calazar, por exemplo, em urina,
fezes, sémen e secrecdo nasal e mucosa orofaringea. Baseado nestes estudos, foi verificado o
potencial de diagndstico de secre¢des nasais, swabs da mucosa orofaringea (MEBRAHTU et
al., 1993; VASQUEZ, 2007; FERREIRA et al., 2013).

A mucosa bucal apresenta muita semelhanca com a pele, mas tem algumas diferencas
e, principalmente, algumas reacdes surpreendentemente contrastantes. Segundo estudo
realizado por Ferreira et al. (2013), o uso de amostras de swabs orais e nasais apresentaram
um elevado potencial no diagndstico molecular de LV com resultados equivalentes ao uso de
amostras invasivas.

A Dboca encerra um conjunto de estruturas banhadas pela saliva, contendo flora
microbiana propria e estando em intimo contato com o meio externo. Além dos traumas que
sofre no desempenho de suas funcfes naturais, a boca abriga inimeros fatores modificadores

de sua higidez. No entanto, possui elevado potencial defensivo e mantém o equilibrio
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biologico, mesmo sob condigdes bastante desfavoraveis. A estrutura histolégica da mucosa
bucal, a flora, a saliva e o metabolismo de todo conjunto s&o alguns dos elementos

responsaveis por sua alta capacidade de defesa (TOMMASI, 1998).

2.7 SALIVA

A saliva consiste em uma complexa mistura de substancias organicas e inorganicas.
Além disso, a secrecdo salivar, especialmente a saliva mista, apresenta componentes ndo
salivares derivados de exsudato gengival, leucocitos, células epiteliais da mucosa bucal,
microrganismos e restos alimentares (PEDERSEN et al., 2002). Ela se apresenta como um
liquido incolor, espesso, presente na boca dos seres humanos e de outros vertebrados; e é
composta por dgua, muco, proteinas, sais minerais e amilase. Diariamente, € produzido na
cavidade bucal de 1 (um) a 2 (dois) litros de saliva e sua produ¢do aumenta toda vez que hé a
presenca de alimento, o cheiro ou o simples desejo por uma comida (Sun et al., 2012).

A saliva é secretada principalmente por meio das glandulas pardtidas,
submandibulares e sublinguais; é composta por 98% de agua; e contém outras substancias,
incluindo electrélitos, muco, compostos antibacterianos e varias enzimas (SCHIPPER;
SILLETTI; VINGERHOEDS, 2007).

A saliva é importante na lubrificacdo e protecdo dos tecidos moles, na degluticdo e
formacdo do bolo alimentar, na gustacao, na fonacgéo, na prevencao de caries dentarias e ajuda
a controlar a quantidade de agua no corpo - quando ha diminuicdo da quantidade de agua, as
glandulas salivares ficam desidratadas, deixando a boca seca, 0 que causa uma sensacao de
sede e estimula a necessidade de beber. Entretanto, a principal funcdo da saliva € como
primeira linha de defesa da cavidade oral através de sua atividade antifungica, antiviral e
antimicrobiana (BAEV et al., 2002; BATTINO et al., 2002).

A saliva é composta de componentes inorganicos, tais como ions de sodio, potéssio,
cloreto, bicarbonato e de componentes organicos que se apresentam como uma mistura
complexa de proteinas que exercem uma série de atividades de defesa no hospedeiro
(THYLSTRUP; FEJERSKOQV, 1995; AMERONGEN; BOLCHER; VEERMAN, 2002).

Amerongen, Bolcher e Veerman (2002) estudaram a importancia da saliva na protecao
da cavidade oral e observaram que a saliva mantém a satde oral em condi¢des normais, 0 que
estd relacionado a producdo de imunoglobulinas que sdo importantes no mecanismo de
protecdo especifica, principalmente a imuglobulina A (IgA), que é produzida por células B de

todas as glandulas salivares e tem como agdo antimicrobiana reagdo imune especifica, cuja



34

concentracdo é 100 vezes maior do que a de imunoglobulina M (IgM) e 14 vezes maior do
que a imunoglobulina G (IgG), e devem, portanto, servir como um bom alvo para o
diagnostico precoce.

Existe uma variedade considerdvel de doencas parasitarias causadas por protozoarios
que apresentam ocasionalmente manifestacbes bucais. Sabe-se que as seguintes podem
envolver de algum modo a estruturas bucais: doencga de Chagas, leishmaniose, tricomoniase e
toxoplasmose (SHAFER; HINE; LEVY, 1998). Importantes biomarcadores podem ser
analisados a partir da saliva, contribuindo para a deteccdo precoce de muitas doencas
sistémicas, mesmo aquelas que ndo possuem manifestacdes bucais, como cancer, diabetes e
obesidade (RATHNAYAKE et al., 2013).

A LV é uma doenca sistémica e a infecdo pode ocorrer numa vasta variedade de
orgdos e tecidos. Considerando que a mucosa bucal sofre elevada proliferacdo celular e
constante atividade esfoliativa, a andlise da saliva seria uma maneira eficiente de se
diagnosticar a doenca (FERREIRA et al, 2013). Além disso, deve-se levar em consideracao
gue os amatigotas presentes nos macrofagos podem chegar a mucosa oral através do sistema
linfatico e/ou da via hematologica.

A maioria dos laboratérios utiliza o sangue e seus constituintes para diagnostico.
Outros fluidos bioldgicos sdo utilizados na realizacdo de diagnosticos e, dentre esses, a saliva
apresenta inimeras vantagens. A saliva total pode ser coletada de maneira ndo invasiva, por
método de coleta simples e por pessoas sem treinamento especial. Esse tipo de amostra é de
grande valor no diagnostico de doencas em criancas e idosos, pois a coleta deste fluido esta
pouco relacionada com problemas em comparacdo com a coleta de sangue (KAUFMAN;
LAMSTER, 2002; STRECKFUS; BIGLER, 2002; PHALANE et al., 2013). Mas é importante
relatar que o uso da saliva como material de pesquisa pode representar problemas particulares
devido a sua inerente variabilidade e instabilidade, uma vez que sua apresentacdo difere de
acordo com idade, sexo e condigdes de saude dos individuos (SCHIPPER; SILLETTI,
VINGERHOEDS, 2007).

A saliva total € uma mistura de fluidos orais e de secre¢des das glandulas salivares,
maiores e menores, e de varios constituintes ndo salivares, como o fluido gengival,
expectoragcdes dos bronquios e secrecdes nasais, sangue e soro proveniente de lesdes orais,
bactérias e toxinas bacterianas, virus e fungos, células epiteliais descamadas, outros
componentes celulares e restos alimentares (MANDEL; WOTMAN, 1987; FOX, 1989;
SREEBNY, 2000; FDI WORKING GROUP 10 CORE 1992 apud KAUFMAN; LAMSTER,
2002).
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Segundo Kaufman e Lamster (2002), a saliva pode ser coletada de maneira estimulada
e ndo estimulada. A saliva estimulada é conseguida através de acdo mastigatoria (mastigacao
de parafilme) ou pelo estimulo gustatorio (aplicacdo de acido citrico); entretanto, o uso de
estimulos na coleta da saliva pode afetar sua composi¢do, bem como o pH.

A literatura esté repleta de artigos que relatam o uso da saliva, do fluido gengival e do
transudato de mucosa no monitoramento de drogas e na deteccdo de doencas orais e
sistémicas (STRECKFUS; BIGLER, 2002; CHAKRAVARTI, A.; MATLANI, M.; JAIN, M.,
2007), tais como doengas autoimunes, viroses, doencas bacterianas, doencas renais, lesées
cancerigenas (KAUFMAN; LAMSTER, 2002; STRECKFUS; BIGLER, 2002). A analise da
saliva, como a do sangue, possui duas proposicOes: primeiro, no diagnéstico de doengas e,
segundo, no acompanhamento do progresso do tratamento dos individuos afetados.

A saliva ndo estimulada, por sua, é coletada sem estimulo gustativo exdgeno,
mastigatdrio ou estimulacdo mecéanica. O fluxo salivar € mais afetado pelo grau de hidratacéo,
mas também pelo estimulo olfativo, exposicao a luz, posicionamento do corpo e pelos fatores
sazonais e diurnos. Os dois melhores meios de coleta de saliva sdo 0 método de drenagem, em
que a saliva escorre pelo labio inferior, e 0 método de esguicho, em que o sujeito expectora a
saliva em um tubo de ensaio (NAVAZESH, 1993; SUN et al., 2012).

Algumas doencas sistémicas afetam as glandulas salivares, direta ou indiretamente, e
podem influenciar a quantidade de saliva que € produzida, bem como sua composicdo. Essas
mudancas caracteristicas podem contribuir para o diagnostico e a deteccdo precoce destas
doencas. Fibrose cisitca, Sindrome de Sjogren, cancer e varias doencas infeciosas podem ser
diagnosticadas com o uso dessa secre¢do, bem como na monitoracdo do uso de drogas e na
dosagem de hormonios

A saliva é usada como alternativa Util ao soro no diagndstico das hepatites virais.
Hepatite A (HAV) hepatite B (HBV) sdo diagnosticadas com base na presenca de anticorpos
IgM na saliva (PARRY et al., 1989).

A saliva pode também ser utilizada para a determinagdo de imunizagédo e detecdo de
infeccdo como o sarampo, a cachumba e a rubéola (FRIEDMAN, 1982; PERRY et al, 1993;
BROWN et al, 1994.). A detecdo de anticorpos em amostras de fluidos orais produz uma
sensibilidade e especificidade de 97% e 100% para o sarampo, 94% e 94% para a cachumba,
e 98% e 98% para a rubéola, respectivamente, em comparacdo com a detecdo de anticorpos
no soro para estes virus (THIEME et al., 1994). Para os recém-nascidos, a resposta de IgA
salivar foi encontrada para ser um melhor marcador de infecgdo pelo rotavirus do que a

resposta de anticorpos no soro.
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Estudos tém demonstrado que o diagndstico de infeccdo com HIV baseado em
anticorpo especifico na saliva é equivalente ao soro em precisdo e, portanto, aplicavel tanto
para uso clinico como na vigilancia epidemiolégica (MALAMUD, 1997). Os anticorpos para
HIV na saliva de individuos infectados, detectado por ELISA e Western blot, podem ser
correlacionados com o0s niveis de anticorpos no soro (HOLMSTROM et. al, 1990;
FRERICHS et al, 1994). Em comparagdo com o0 soro, a sensibilidade e especificidade de
anticorpo para HIV na saliva para a deteccdo de infeccdo estdo entre 95% e 100%
(TAMASHIRO; CONSTANTINO, 1994; TESS et al., 1996; EMMONS, 1997; MALAMUD,
1997). Outra possibilidade do uso da detecgdo de anticorpos IgA para o HIV na saliva é poder
ser indicador de progndéstico para a progressdo da infeccdo por HIV (MATSUDA et al.,
1993).
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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV), ou calazar, é uma protozoose de evolucdo subaguda,
grave, fatal quando néo tratada. Objetivo: Investigar o potencial da saliva na transmisséo de L.
infantum entre humanos de uma area endémica de LV e a influéncia da presenca do virus HIV
na transmissdo do parasita. Método: Estudo transversal com 64 pacientes distribuidos em trés
populacdes selecionadas, constituidas por (1) pacientes do Instituto de Doencas Tropicais
Natan Portela (IDTNP) com LV e com e sem infeccdo por HIV e também (2) pessoas
assintomaticas que fizeram o teste anti-HIV e tiveram o teste anti-L.infantum reagente; (3)
Pessoas que residiam com pacientes com infecgdo por L. infantum. Resultados: Nao houve
associacdo estatistica entre ter pelo menos um coabitante infectado e as variaveis sexo, CD4,
Idade, gPCR saliva e gPCR sangue, mas houve associacdo estatistica entre ter pelo menos um
coabitante infectado e carga viral. Observou-se na analise multivariada que a frequéncia de
um paciente com carga viral maior que 50 copias viraisimm? ¢ 0,9734 vezes maior em relagdo
aos pacientes com carga viral menor que 50 copias viraisimm?3. Conclusfes: Os resultados
mostraram uma correlacdo da transmissao do parasita com sua presenca na saliva, bem como
a influéncia do HIV nessa dinamica, e sao importantes na tentativa de entendimento de novas
possibilidades de transmisséo da Leishmania e sua relagdo com o HIV.
DESCRITORES: Leishmania, HIV, Transmissdo, Saliva, g°PCR, Montenegro
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV), ou calazar, € uma protozoonose de evolucdo lenta,
grave, fatal quando ndo tratada e pode alcancar letalidade entre 10% e 98% em casos tratados
inadequadamente e nio tratados, respectivamente. * Na América a L. (L.) chagasi transmitida
pelo vetor Lutzomia longipalpis pode ser considerada sindbnimo de Leishmania infantum,
embora alguns autores considerem espécies distintas.’

Um aspecto preocupante da LV é a sua emergéncia como infec¢do oportunista em
pacientes com AIDS particularmente nos paises da Europa Mediterranea, onde tém aparecido
muitos casos de LV em &reas endémicas, 0 que tem acontecido também em outros paises da
Africa, na India e no Brasil. **

O crescimento da epidemia ainda é pronunciado nas demais areas do Brasil. A
epidemia vem atingindo, também, de maneira importante, os individuos com menor
escolaridade e de cidades menores.> Até junho de 2003, quase 100 casos de coinfeccdo de
HIV com espécies de Leishmania haviam sido notificados no Pais. A LV foi responsavel por
37% destes casos.

O retardo no diagndstico pode aumentar a chance de morte, seja por sangramento ou
por infecgdes adicionais, uma vez que a LV também é uma doenca que predispde a infeccdes
bacterianas oportunistas. Assim, ao se reconhecer a prevaléncia da associacdo de ambas as
doencas é fundamental para se reduzir a letalidade das duas entidades mérbidas.

Contudo, outro aspecto normalmente ndo relevado é a transmissdo inter-humana de
LV. Pessoas com LV sintomética transmitem o parasita e podem representar fontes de
infeccdo ndo negligenciaveis de L. infantum. A chegada do HIV/AIDS reforcou este aspecto,
pois as pessoas que tém imunodeficiéncia possuem grande carga de parasitas e infectam
facilmente os vetores e podendo representar um importante contingente de reservatorios de
parasitas. ® Em &reas infectadas com Leishmania, normalmente o principal parametro para
registrar a intensidade da infecdo parasitaria, € a contagem da densidade de Leishmania no
intestino do fleb6tomo, além dessa andlise é interessante também a quantificacdo de parasitas
no organismo do individuo infectado. A intradermorreacdo idealizada por Montenegro
representa o principal exame complementar para o diagndstico da leishmaniose tegumentar
americana (LTA) em areas endémicas, sendo, portanto, de relevante importancia para paises
como o Brasil. °

A LV é uma doenga sistémica e a infecdo pode ocorrer numa vasta variedade de
orgdos e tecidos. Considerando que a mucosa bucal sofre elevada proliferacdo celular e
constante atividade esfoliativa, a anélise da saliva seria uma maneira eficiente de se
diagnosticar a doenca.” Além disso, deve-se levar em consideracdo que 0s amastigotas
presentes nos macrofagos, podem chegar a mucosa oral através do sistema linfatico e/ou da
via hematoldgica.

Existe uma variedade consideravel de doencas parasitarias causadas por protozoarios
que apresentam ocasionalmente manifestacbes bucais. Sabe-se que as seguintes podem
envolver de algum modo a estruturas bucais: doencga de Chagas, leishmaniose, tricomoniase e
toxoplasmose. Importantes biomarcadores podem ser analisados a partir da saliva,
contribuindo para a detecgo precoce de muitas doengas sistémicas.?

A maioria dos laboratérios utiliza o sangue e seus constituintes para diagndstico.
Outros fluidos bioldgicos sdo utilizados na realizacdo de diagnoésticos e, dentre esses, a saliva
apresenta inimeras vantagens. A saliva total pode ser coletada de maneira ndo invasiva,
método de coleta simples e por pessoas sem treinamento especial. Esse tipo de amostra é de
grande valor no diagnostico de doencas em criangas e idosos, pois a coleta deste fluido esta
pouco relacionada com problemas em comparacéo com a coleta de sangue. *°
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O objetivo desse estudo ¢ analisar o potencial da saliva na transmissédo de L.infantum
entre humanos de uma area endémica de LV e a influéncia da presenga do virus HIV na
transmisséo do parasita.
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MATERIAIS E METODOS

Populacéo de estudo

O estudo tranversal foi realizado com 64 individuos residentes em Teresina- Piaui e
Timon-Maranhdo, Estados do Nordeste brasileiro, areas endémicas e de intensa transmissao
da Leishmania infantum. Foram incluidos na pesquisa: (A) pessoas que fizerem teste anti-
HIV no Laboratério Central de Saude Publica do Piaui (LACEN-PI) e tiverem o teste anti-L.
infantum reagente. Esta populagéo incluiu (1) os pacientes internados no Instituto de Doencas
Tropicais Nathan Portella de Teresina (IDTNP) com LV com e sem infeccdo por HIV e
também (2) pessoas assintomaticas que fizeram o teste anti-HIV e tiverem o teste anti-L.
infantum reagente; (B) Pessoas que residiam com pacientes com infeccdo por L. infantum.

Diagnostico de infeccdo pelo HIV e de infec¢do por L. infantum

Infeccdo por HIV: Utilizou-se dois testes comerciais de ensaio imunoenzimatico
(ELISA) para HIV 1 e Il, utilizados na rotina do LACEN-PI (Biorad, Teresina-PIl), com o
teste de imunofluorescéncia (TIF) (Biomanguinhos) ou Western-blot (WB) confirmatérios.
Foram considerados infectados pelo HIV os pacientes com resultado reagente por ELISA,
confirmado por TIF ou WB. Infec¢do por L. infantum para triagem e para confirmagao
do diagnostico: o diagnostico sorologico foi feito utilizando-se o TIF produzido por
Biomanguinhos e padronizado para uso na rede de LACENs. Diagnostico de LV: O
diagnostico de LV foi efetuado pela presenca dos sinais clinicos caracteristicos, como febre,
anemia e esplenomegalia na presenca de sorologia reagente ou da demonstracdo de parasitas
por exame direto ou cultura. A presenca de parasitas na auséncia de sinais clinicos
caracteristicos foi considerada indicativo de doenga. Quantificagdo do RNA do HIV: A
quantificacdo foi feita apenas nos pacientes com infeccdo pelo HIV. O RNA do HIV foi
medido através da tecnologia de nucleic acid sequence based amplification (NASBA)
utilizado na rotina dos LACENs (BioMérrier, Teresina-Pl). Contagem de células CD4: A
contagem de células CD4 foi feita nos pacientes com HIV através da tecnologia de citometria
de fluxo, utilizada na rotina dos LACENSs (Beckton-Dickson, Teresina-Pl).

Diagnostico molecular: extracdo e quantificacdo do DNA

O diagnostico foi feito através da PCR em tempo real (QPCR) do sangue periférico e
da saliva e da PCR convencional da saliva. A extragdo de DNA foi realizada com 200 pL de
sangue periférico/saliva de cada amostra através do kit QlAamp DNA mini kit (QIAGEN,
EUA). A concentragdo e pureza do DNA foram medidas em espectrofotdometro nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm. Para minimizar os erros na quantificacdo da
parasitemia causada por diferencas na concentracdo de DNA total, todas as amostras foram
normalizadas para a concentracao mais baixa de DNA obtidos, que foi de 10 ng/uL.

A deteccdo e quantificacdo de L. infantum foi realizada através de reacGes de gPCR
utilizando a tecnologia de sondas de hidrolise (Tagman®). Para a deteccdo no sangue
periférico e na saliva utilizou-se os oligonucleotideos e sondas desenhadas a partir das
sequéncias do minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA) (ROLAO et al., 2004). kDNA
Primer Foward 5° — GGC GTT CTG CAA AAT CGG AAA A —3’, 72 pb, Primer Reverse
5"-CCGATTTTTGGC ATT TTT GGT CGA T -3’ , sonda de hidrolise FAM — TTT TGA
ACG GGA TTT CTG — MGB-NFQ (numero de acesso do GenBank AF169140) e do gene
da DNA polimerase (BRETAGNE et al., 2001) de L. infantum. As reac0es foram realizadas
em placas de 48 pocos (MicroAmp Applied Biosystems, ref. 4375816, Teresina-Pl) e
processadas no aparelho StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Teresina-
PI).
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Reacdo de Montenegro

Foi administrado 0,1ml do antigeno de Leishmania a 3cm da dobra cubital esquerda
no antebraco dos individuos estudados, sendo a indura¢do mensurada apos 48 horas. A leitura
foi realizada pela técnica de Sokal JE e cols (1975), e o teste considerado positivo quando a
induracdo foi maior ou igual a 5mm.

Aspectos éticos

Os pacientes que participaram do estudo foram orientados sobre todos os objetivos,
riscos e beneficios da pesquisa e foi obtido Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dos
participantes, bem como dos responsaveis dos pacientes menores de idade. O estudo foi
conduzido em conformidade com os preceitos fundamentais da Resolu¢do do Conselho
Nacional de Salde - CNS 466/12, que trata das Diretrizes e Normas de Pesquisas Envolvendo
Seres Humanos (BRASIL, 2010).

Analise estatistica

Na andlise foi medida a proporcao de infecgdo por L. infantum em todos os individuos
com HIV e calculado o intervalo de confianca da propor¢do e feita a comparacdo com
individuos sem HIV através dos testes de comparacdo de proporcOes. Para esta comparacdo
foram utilizados os testes do qui-quadrado, exato de Fisher, Kruskal Wallis e Wilcoxon.
Foram calculados o risco relativo e os intervalos de confianca.

A andlise multivariada por regressdo logistica foi utilizada com possiveis
modificadores de efeito e confundidores, entre elas a presenca de parasitas no sangue
periférico e na saliva das fontes de infeccdo. O teste de normalidade Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnova para avaliar a distribui¢cdo de normalidade dos resultados da reagéo de
Montenegro.
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RESULTADOS

A procedéncia dos pacientes foi predominante do municipio de Teresina-P1 (55 casos),
sendo os outros casos de Timon-MA (09 casos). Desses, 27 (42,2%) eram pacientes
coinfectados LV/HIV e 37 (57,8%) possuiam somente LV. A coinfec¢do mostrou predominio
no sexo masculino, onde 58,8% dos homens estavam infectados pelo virus HIV.

Participaram do estudo 218 sujeitos, sendo 64 pacientes com LV, com ou sem
infecgdo por HIV e 154 pessoas foram incluidas no estudo por residirem com esses pacientes.
Nesses individuos foi realizada a Reacdo de Montenegro para determinar a presenca de L.
infantum e verificar a transmisséo de LV.

Dos 64 pacientes com LV que participaram do estudo 34 (53,1%) eram do sexo
masculino. A mediana de idade foi de 30 anos, e o paciente mais novo tinha 01 ano e o mais
velho 65 anos.

Os dados demograficos (idade e sexo) foram analisados na busca de associa¢do com a
infectividade do parasita (Tabela 1 e 2). Nao houve diferenca em relacdo ao sexo, do total de
59 pacientes nos quaisforam realizadosos testes moleculares, 30 pessoas eram do sexo
masculino. Também n&o foi encontrada correlacdo entre a proporc¢édo de individuos infectados
(Montenegro positivo) e a idade do paciente-fonte, essa variou de 21-45 anos na maioria dos
pacientes (idade mediana de 36 anos). Contudo vale destacar que a maioria dos pacientes
masculinos estavam contaminados pelo virus HIV (72,7%), enquanto as mulheres em sua
maioria (82,4%) ndo possuiam o virus HIV (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo da populacao de estudo de acordo com a faixa etaria e o género.
Teresina, Pl, Brasil. 2008-2010

Grupo de estudo NUmero de individuos Idade média Masculino/feminino
P (%) (I1C 95%)*! (%/%)>
HIVpositivo/LVpresente 22 (37,3%) 42,0 (37,3; 46,4) 72,7%/27,3%
HIVnegativo/LVsintomatico 20 (33,9%) 27,8 (19,0; 37,8) 55,0%/45,0%
HIVnegativo/L VVassintomatico 17(28,8%) 31,9 (27,9; 37,0) 17,6%1/82,4%
Total 59(100%) 34,1 (30,5; 38,3) 50,8%/49,2%

*Intervalo de confianca de 95%.
Teste de Kruskal Wallis: p= 0,002
*Teste Qui quadrado: p=0,002

Os pacientes homens apresentaram uma frequéncia de 1,322 vezes maior de ter pelo
menos um familiar com positividade na reacdo de Montenegro do que as mulheres (Tabela 2).
Essa andlise talvez se deva ao fato de que grande parte dos pacientes do sexo feminino
(82,4%) serem assintomaticas para LV (Tabelal).

Tabela 2. Regressdo logistica multivariada, associacdo entre o sexo de pacientes com
LVHIV e a propor¢io de pacientes com nenhum familiar com da Reacdo de
Montenegro positiva e pelo menos um familiar com da Reacéo de Montenegro positiva.
Teresina, PI, Brasil. 2008-2010

MONTENEGRO
Nenhum Pelo menos Total Razado de Chance (ICgs9,) Valor P
familiar um familiar
Sexo
Masculino 8 (44,4%) 10(55,6%) 18(100%) 1,322 (0,173; 10,104) 0,788
Feminino 2 (33,3%) 4 (66,7%) 6(100%) 1
Total 10 (41,7%) 14 (58,3%) 24(100%)
®ldade 0,962 (0,883; 1,048) 0,375

*Tratada como variavel continua.
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Tabela 3: NUmero e proporc¢ao de coabitantes com a reatividade do teste de Montenegro
de pacientes com leishmaniose visceral sintoméatica ou ndo, com e sem infeccdo pelo
HIV. Teresina, Pl, Brasil. 2008-2010

Grupo de estudo NUmero de NUmero de No. e proporcao de
individuos do grupo  coabitantes coabitantes com
Montenegro reativo’
HIVpositivo/LVpresente 22 56 26 (46,4%)
HIVnegativo/LVsintomatico 20 45 21 (46,7%)
HIVnegativo/LVassintomatico 17 53 11 (20,8%)
Total 59 154 58 (37,7%)

! Teste Qui quadrado: p=0,9484

No estudo foram analisadas 154 pessoas que moravam na mesma residéncia dos
pacientes infectados e realizada a Reacdo de Montenegro para determinar a presenca de L.
infantum nessas pessoas, desses em 59 coabitantes a reacdo foi positiva. Dos coabitantes
infectados, 26 conviviam com pacientes coinfectados LV/HIV e 11 individuos residiam com
pacientes sem a presenca do virus HIV e assintomaticos para LV (Tabela 3), sugerindo
umainfluéncia do HIV e da sintomatologia para LV na transmissao da Leishmania.

N&o existe diferenca significativa entre o numero de familiares infectados
(Montenegro positivo) com relagcdo ao sexo. Dos 60 familiares do sexo masculino 36,7%
apresentaram Montenegro positivo e das 90 familiares do sexo feminino 37,8% apresentaram
positividade no Montenegro.

Na amostra analisada, os pacientes do sexo masculino possuiam em média 42,6% dos
familiares com reacdo de Montenegro positiva, no grupo das pacientes do sexo feminino em
média 27,4% dos familiares apresentaram reacdo de Montenegro positiva. No entanto,
aplicando o Teste U de Mann Whitney verificou-se que ndo existe diferenca significativa
entre a proporcdo de familiares com Montenegro positivo em relagéo sexo (Tabela 4).

Tabela 4: Distribuicdo de acordo com o sexo dos pacientes que apresentaram pelo menos
um familiar com reacdo de Montenegro positiva. Teresina, Pl, Brasil. 2008-2010

Sexo N Média Desvio padréo Valor p?
Masculino 30 0,4261 0,41035 0,164
Feminino 29 0,2736 0,33525
Total 59 0,3511 0,37996

A chance de um paciente LV/HIV ter pelo menos um coabitante infectado excede
1,463 a chance de um paciente sem HIV. Mas a presenca de LV sintomatica mostrou-se
relevante na presenca de coabitantes infectados (Tabela 5).

Tabela 5: Distribuicdo de familiares com reagdo de Montenegro positiva de acordo com
a situaciao de LVHIV sintomatica e assintomatica. Teresina, PI, Brasil. 2008-2010

Grupos de exposi¢cdo N Média Desvio padrao p-valor?
HIVpositivo/LVpresente 21 0,4103 0,39195 0,038
HIVnegativo/LVsintomatico 18 0,4769 0,41599
HIVnegativo/LVassintomatico 17 0,1480 0,19877
Total 56 0,3521 0,37430

*Teste de Kruskal Wallis.
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A Tabela 5 mostra que existe diferenca significativa entre a proporcdo de familiares
com reacdo de Montenegro positiva quando relacionado com os grupos de exposicéo. O grupo
HIVnegativo/LVsintomatico apresentou a maior propor¢do média de familiares infectados
(47,69%), o HIVpositivo/LVpresente apresentou em média 41,03% dos familiares infectados,
0 grupo e o grupo HIVnegativo/LVassintomatico apresentaram o menor percentual de
familiares infectados (14,8% ).

Pacientes coinfectados LV/HIV trasmitiram o parasita para um maior nimero de
coabitantes. Pra melhor compreender essa relagdo foi avaliado se a carga viral (n° de
virus/mm? sangue) e a contagem de células CD4 poderiam influenciar na transmisséo.

A relagdo da quantidade de carga viral e o potencial de transmissdo apresentou
associacdo (p valor = 0,046). Dessa maneira uma maior quantidade de virus no sangue dos
pacientes ndo foi importante na transmissdo da L. infantum (Tabela 6, Tabela 8). A chance de
um paciente com carga viral detectavel ndo ter coabitante infectado excede em 8,33 vezes a
de uma paciente com carga viral detectavel.

Tabela 6: Reatividade do teste de Montenegro (M+) entre coabitantes de pacientes com
leishmaniose visceral infectados pelo HIV, de acordo com a contagem de virus HIV no
sangue periférico. Teresina, PI, Brasil. 2008-2010

Carga viral de HIV' No. com M+/Todos que fizeram  Pelo um coabitante com
Montenegro (%)? M+/Todos que fizeram
Montenegro (%)>
Indetectavel® 3/12 (25%) 2/12 (16,7%)
Detectavel® 21/39 (53,8%) 10/39 (17,9%)
Total 24/51 (47,1%) 12/51 (23,5%)

1 Copias/mL?; 2 Valor de p=0,7949 ; *Valor de p=0,8715; * Carga viral menor que 50 copias; ° Carga viral maior que 50 copias

No estudo foi verificada uma correlacdo negativa da quantidade de células CD4 com a
transmissao da doenca (Figura 1, Tabela 7, Tabela 8), quanto menor a quantidade de células
CD4, maior foi a quantidade de coabitantes com reacdo de Montenegro positiva (44,7%),
demonstrando uma associagdo importante entre as duas variaveis.

Tabela 7: Reatividade do teste de Montenegro (M+) entre coabitantes de pacientes com
leishmaniose visceral infectados pelo HIV, de acordo com a contagem de células CD4+
no sangue periférico. Teresina, Pl, Brasil. 2008-2010

Contagem de células CD4* No. com M+/Todos que fizeram Pelo um coabitante com
Montenegro (%)? M+/Todos que fizeram
Montenegro (%)?
<200 17/38 (44,7%) 17/38 (44,7%)
=200 42/120 (35,0%) 42/120 (35,0%)
Total 59/158 (37,3%) 59/158 (37,3%)

1 Células/mm®; ? Valor de p=0,9113; *Valor de p=0,8070
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Figura 1: Correlacdo entre a quantidade de células CD4 e a proporcdo de coabitantes
com reagdo de Montenegro positiva.
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Para os pacientes com HIV positivo a chance de um paciente com contagem de células
CD4 menor que 200 ter “nenhum familiar Montenegro positivo” excede em 8,43 vezes a
chance de um paciente com CD4 maior ou igual a 200 (Tabela 8).

Tabela 8: Regressdo logistica multivariada, associacdo entre a quantidade de células
CD4 e carga viral de pacientes com LV/HIV e a proporgdo de pacientes com nenhum
familiar com da Reacdo de Montenegro positiva e pelo menos um familiar com da
Reacao de Montenegro positiva. Teresina, PI, Brasil. 2008-2010

MONTENEGRO
Nenhum Pelo menos um Total Razé&o de Chance (ICgs) Valor P
familiar familiar
Carga viral de HIV?
Indetectavel® 5(71,4%) 2(28,6%) 7(100,0%) 1,190(0,112; 12,643) 0,885
Detectavel® 3(23,1%) 10(76,9%) 13(100,0%) 1
Total 8(40,0%) 12(60,0%) 20(100,0%)
Contagem de células
CcD4*
<200 6(40%) 9(60,0%) 15(100,0%)  8,437(1,035; 68,739) 0,046
>200 4(44,4%) 5(55,6%) 9(100,0%) 1
Total 10(41,7%) 14(58,3%) 24(100,0%)

! Cépias/mL3; 2 Carga viral menor que 50 cépias; ° Carga viral maior que 50 copias; ** Copias/mL>

A técnica quantitativa de qPCR foi realizada para verificar a quantidade de parasitas
no sangue e na saliva dos pacientes. A quantidade de parasitas teve uma maior variacao
qguando a saliva foi utilizada como amostra. Mas a quantidade de parasitas no sangue e na
saliva ndo influenciaram na transmissdo da L. infantum, o que pode ser observado através do
coeficiente de correlacdo entre as variaveis, 0,132 quando o sangue foi utilizado como
amostra para gPCR e 0,105 quando a saliva foi utilizada (Figura 2). Mas, através da técnica
foi possivel avaliar que em ambas as amostras existiam uma grande quantidade de parasitas
nos pacientes e que a saliva pode ser comparada com o sangue no potencial de parasitemia.
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Figura 2: Representacdo da quantidade de parasitas por mililitro (ml) de sangue e de
saliva nos pacientes-fonte associada com a proporc¢ao de pessoas positivas na reacao de
Montenegro. Na gPCR de saliva e de sangue foi removido um paciente em cada técnica
(outllier) com mais de 10000parasitas/ml
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DISCUSSAO

A leishmaniose visceral (LV) esta largamente distribuida pelo mundo.***** No Brasil,
a LV classica acomete pessoas de todas as idades, mas na maior parte das areas endémicas,
cerca de 80% dos casos registrados ocorrem em criangas com menos de 10 anos.**

Embora a distribuicdo geogréfica de infecgdo por Leishmania esteja limitada as areas
de distribuicdo de vetores dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia, a infeccdo pelo HIV
modificou os padrdes de transmissdo zoondticos e antropondticos. Os pacientes coinfectados
aumentam o numero de reservatdrios humanos em areas de transmissdo antropondtica e
podem ajudar a criar novos focos de transmissdo antroponética em areas onde a transmissao
de LV tem sido tradicionalmente zoonética.**'* Desta forma, existe uma grande possibilidade
de que a epidemiologia da LV esteja sendo modificada em areas de transmissdo vetorial a
partir de pessoas com HIV. No estudo apesar da pequena quantidade de individuos, foi
possivel verificar uma maior transmissdo da Leishmania a partir de pacientes coinfectados
LVHIV.

O diagndstico de LV em pacientes com HIV é dificil, uma vez que os pacientes
apresentam sinais ndo especificos de LV e os sintomas podem ser parecidos com os de outras
doencas oportunistas.’> A LV em pacientes com AIDS pode representar um enigma para
clinicos pouco experientes, principalmente se a AIDS é diagnosticada primeiro ou se 0s seus
sintomas também estdo presentes.

Globalmente, a maioria dos casos de leishmaniose acontecem em populacdo HIV-
negativo, onde é considerada principalmente uma doenca da infancia, no entanto, a associacéo
de infeccdo por Leishmania e HIV resultou numa alteracdo significativa na idade da
populacdo em risco, levando a um maior nimero de casos em pessoas com idade entre 31-50
anos atualmente™®*’ | os pacientes avaliados tinham idade entre 21-45 anos em sua maioria.

Neste estudo ndo foi pesquisada a presenca de HIV nos coabitantes que foram
contaminados pela Leishmania, mas sabe-se que a infec¢do pelo HIV pode aumentar o risco
de desenvolvimento LV em 10-100 vezes em areas endémicas. No estudo foi verificado que
pacientes com a coinfeccdo LV/HIV contaminam mais do que aqueles que possuem somente
LV, esse fato enaltece a influéncia do HIV na dinamica da contaminac&o pela Leishmania. E
possivel que o parasita na forma amastigota possa induzir a replicacdo de virus HIV- 1 em
macréfagos e facilitar a interagdo com célula hospedeira. *8

A andlise também sugere que pacientes com LV/HIV com contagem de células CD4
reduz a chance de transmissdo da Leishmania para outras pessoas. Essa observacdo deve-se ao
fato de que pacientes com um numero maior de CD4 possuam uma menor pertubacdo na
imunidade celular, conseguindo assim reduzir a quantidade de parasitas no seu organismo.
Estudos em modelo animal relataram que as células CD4 séo responsaveis pelo controle
inicial da proliferagdo e disseminacdo do parasita.’® Assim uma baixa inicial dessas células
pode permitir uma ampla disseminacgdo do parasita em todo o sitema fagocitario mononuclear,
aumentando o nimero de locais quepossam abrigar leishmanias quiescentes.?

No inicio do ano de 1930, investigacOes sobre a LV, afirmavam que a L. donovani
tinha sido encontrada nos fluidos corporais de pacientes com calazar, por exemplo, na urina,
fezes, sémen e secrecdo nasal e mucosa orofaringea. Baseado nestes estudos, o potencial de
diagndstico de secrecdes nasais, swabs da mucosa orofaringea foi verificado. %

Ao contréario de L. donovani, que é antropondtica, a L. infantum é antropozonotica e é
transmitida para o0 homem através da picada de um fleb6tomo contaminado a partir de um
reservatorio animal, principalmente cdes, mas existe a possibilidade de que os portadores
humanos saudaveis sejam reservatérios em potencial. 2 Com essa hipétese, que no estudo foi
pesquisada a possibilidade dos liquidos corporais humanos serem fontes de infec¢do entre
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homens, principalmente a saliva, pela facilidade de contato e troca desse fluido entre as
pessoas, principalmente as que vivem em uma relacao de convivéncia mais intima.

Existem suspeitas da tranmissdo da L. Infantum entre cdes, sem a participacdo do
Lutzomia longipalpis. No final do verdo de 1999, cdes de caca em um clube Foxhunting, em
New York comecaram a mostrar sinais e sintomas de Leishmaniose, mas naquele tempo, a
leishmaniose autoctone néo tinha sido relatada em c&es, outros animais ou seres humanos em
Nova York, o que levantou a suspeita da transmissdo de cdo para cdo. % Outros estudos
demostraram a presenca de leishmania em swabs orais de cées, o que pode implicar na
transmissdo do parasita entre esses animais através de lambidas e mordidas, msmo sem a
presenca do flebotomo. ** Dessa maneira podemos compreender que a transmisséo entre
humanos atraves de fluidos orais também seria possivel, j& que o parasita pode ser encontrado
na saliva e em tecidos bucais.

Até bem pouco tempo a andlise da saliva, como a do sangue, possuia duas
proposicdes: primeiro, no diagnostico de doencas e segundo, no acompanhamento do
progresso do tratamento dos individuos afetados. Nos dias atuais devemos observar o0
potencial da saliva como fonte de infeccdo. Existe vérias evidéncias de microrganismos e
doencgas infeciosas que sdo transmitidos pela saliva, como Helicobacter pylori, o virus da
hepatite B e C, herpes, mononucleose. E através da qPCR realizada foi possivel detectar a
presenca do parasita na saliva dos pacientes em quantidades semelhantes com o encontrado no
sangue.

Né&o foi encontrada associacgdo significativa entre a quantidade Leishmnia na saliva e
no sangue com a positividade da reacdo de Montenegro. No entanto, a saliva parece
desempenhar um importante papel na proteccdo de um individuo da infeccdo por HIV. A
saliva de pessoas ndo infectadas pelo HIV contém inibidores endégenos ndo imunes de HIV,
tais como mucinas, defensinas, trombospondin, e varias proteinas salivares, em especial,
inibidor secretério de peptidases de leucécitos. © Ha também evidéncias de que a hipotonia da
saliva exerca um efeito inibidor significativo sobre a replicacdo do virus HIV ?® e como a
Leishmania e o virus possuem mecanismos sinérgicos na infeccdo do homem, essas
evidéncias na saliva também dificultariam a contaminacgao pelo parasita.
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CONCLUSOES

Este estudo analisou o potencial da saliva como fonte de transmissdo de L.infantum
para pessoas que moravam na mesma residéncia dos pacientes contaminados e examinou a
influéncia da presenca do virus HIV nessa transmissao. Estudos dessa natureza consistem em
um avango do conhecimento da epidemiologia e da infectologia, devido a importancia da
investigacao.

Os resultados indicaram uma correlaca significativa da transmissdo do parasita com
sua presenca na saliva, bem como a influéncia do HIV nessa dindmica. A pesquisa foi
importante na tentativa de entendimento de novas possibilidades de transmissédo da
Leishmania e sua relagdo com o HIV.
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4.2 ARTIGO 2: QUANTIFICACAO DE AMASTIGOTAS DE LEISHMANIA INFANTUM
NO SANGUE E SALIVA EM PACIENTES COM LEISHMANIOSE VISCERAL
SINTOMATICOS E ASSINTOMATICOS, COM E SEM INFECAO PELO HIV.

Quantificacao de amastigotas de Leishmania infantum no sangue e saliva em pacientes
com Leishmaniose visceral sintomaticos e assintomaticos, com e sem infecéo pelo HIV.
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RESUMO

O objetivo deste artigo € avaliar os dados laboratoriais de pacientes com Leishmaniose
visceral infectados e ndo infectados pelo virus do HIV, através da real-time PCR,
identificando a influéncia da coinfeccdo no agravamento da condicéo do paciente, bem como
da quantidade de parasitas nas amostras de saliva e sangue. Realizou-se estudo transversal
com 64 pacientes com calazar sintomaticos e assintomaticos, com e sem infecéo pelo HIV. Os
resultados demonstraram a prevaléncia do sexo masculino e de pacientes com idades entre 21-
45. Os pacientes coinfectados com LV/HIV possuem mediana de 2793,6 parasitas/ml na saliva
e mediana de 2302,4 parasitasfnl no sangue, enquanto os pacientes sem HIV e assintomaticos
apresentaram valor mediano de 829,2 parasitasml na saliva e 43,2 parasitasml no sangue. Os
resultados mostraram maior quantidade do parasita na saliva do que no sangue, a utilidade da

saliva como método de diagndstico ndo invasivo e possivel fonte de transmissdo do parasita.

DESCRITORES: Leishmania, HIV, Transmisséao, Saliva, gPCR, Parasitemia
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1- INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV), ou calazar, € uma protozoonose de evolucdo lenta,
grave e fatal, quando ndo tratada e alcancar letalidade entre 10% e 98% em casos tratados
inadequadamente e ndo tratados, respectivamente.[1] No Brasil, o agente etioldgico € a
Leishmania infantum (=Leishmania chagasi), transmitida pelo vetor Lutzomia longipalpis.
[2] As leishmanioses constituem um grupo de doengas que permanecem como problema
de salde publica em pelo menos 88 paises, destacando-se como uma das seis endemias
consideradas prioritarias no mundo. [3] No Brasil, a LV classica acomete pessoas de todas
as idades, mas, na maior parte das areas endémicas, cerca de 80% dos casos registrados
ocorrem em criangas com menos de 10 anos. [4,5]

Vaérios casos de pacientes coinfectados tém sido descritos em areas endémicas de L.
infantum. Nos pacientes com HIV, a associacdo com a LV tem acelerado a progresséo da
doenca e suas manifestacdes de maneira mais agressiva. [6]

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para o diagnostico da LV. Nos casos
humanos, o diagndstico € rotineiramente realizado com base em parametros clinicos e
epidemioldgicos; entretanto, um diagndstico conclusivo requer a confirmacdo através de
exames parasitoldgicos, soroldgicos ou moleculares. Usualmente, o diagnostico de infecdes
causadas por Leishmania sdo baseados na observacdo microscopica do parasita em amostras
de pele ou mucosa, aspirados de baco e medula; [7] porém, este método apresenta uma grande
variacdo em sua sensibilidade, além de serem necessarias técnicas invasivas para a coleta da
amostra. Técnicas de cultivo in vitro do parasita sdo mais sensiveis, mas, em contrapartida,
demandam maior dificuldade técnica e maior dispéndio de tempo. Os testes soroldgicos,
apesar de serem auxiliares no diagnostico de LV, podem nédo ser ideais para elucidar a
situacdo da doencga atual do paciente, uma vez que 0s anticorpos podem permanecer

detectaveis por anos, mesmo ap0s um tratamento bem-sucedido, além de serem menos Uteis
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no diagnostico de pacientes coinfectados com LV/HIV.

Os métodos moleculares de amplificacdo do DNA séo uma grande evolucao na detecgédo
de Leishmania pela sua sensibilidade e especificidade. Nesse cenario, a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) apresenta-se como um dos métodos mais utilizados, embora para sua
realizacdo seja necessario o uso de equipamentos especificos, extracdo prévia do DNA da
amostra e técnicas para detec¢do do produto através da eletroforese com transiluminacéo por
luz ultravioleta e 0 uso do carcindgeno brometo de etidio. [8] Outra técnica molecular que
vem sendo bastante utilizada em alternativa a PCR convencional, ¢ a PCR em tempo real, que
vem acompanhada de padronizacdo e otimizacdo, 0 que permite resultados mais preciso e
menos controversos, apesar de ser altamente dependente de equipamentos especificos, [9] e
traz como vantagem em relacdo a PCR convencional resultados mais rapidos e a possibilidade
de monitorar a carga parasitaria do paciente. [10]

A possibilidade de a leishmania estar presente na corrente sanguinea e na saliva mais
frequentemente do que anteriormente reconhecida trouxe a este estudo a hipétese de que os
métodos baseados em amplificacdo para detectar DNA parasita presente no sangue ou na
saliva podem ser um meio vidvel de diagnostico. O objetivo do presente estudo foi descrever
os dados laboratoriais de pacientes com Leishmaniose visceral infectados e ndo infectados
pelo virus HIV, através do uso da PCR em tempo real, destacando a influéncia da coinfec¢do
no agravamento da condic¢do do paciente, bem como da quantidade de parasitas nas amostras

de saliva e sangue na transmisséo da doenca.
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MATERIAIS E METODOS

Populacao de estudo
O estudo tranversal foi realizado com 64 individuos residentes em Teresina, no estado

do Piaui, e Timon, no Maranhdo, estados do Nordeste, areas endémicas e de intensa
transmissdo da Leishmania infantum. Na pesquisa, foram incluidas pessoas que fizerem teste
anti-HIV no Laboratério Central de Saltde Publica do Piaui (LACEN-PI) e que tiverem o teste
anti-L. chagasi reagente. Esta populacdo incluiu (a) pacientes internados no Instituto de
Doencas Tropicais Nathan Portella de Teresina (IDTNP) com Leishmaniose visceral (LV)
com e sem infeccdo por HIV e também (b) pessoas assintométicas que fizeram o teste anti-
HIV e tiveram o teste anti-L. infantum com resultado reagente. Do estudo, foram excluidas
pessoas que ndo quiseram participar, indios e criancas menores de 01 ano ou que ndo se

conseguiu fazer a coleta da quantidade de saliva suficiente.

Diagnostico do estudo:

Infeccdo por HIV: utilizaram-se dois testes comerciais de ensaio imunoenzimatico
(ELISA) para HIV | e Il, utilizados na rotina do LACEN-PI (Biorad), com o teste de
imunofluorescéncia (TIF) (Biomanguinhos) ou Western-blot (WB) confirmatérios. Foram
considerados infectados pelo HIV, os pacientes com resultado reagente por ELISA
confirmado por TIF ou WB. Infec¢do por L. infantum para triagem e para confirmacgao
do diagnostico: o diagndstico soroldgico foi feito utilizando-se o TIF produzido por
Biomanguinhos e padronizado para uso na rede de LACENSs. Diagnostico de LV: o
diagndstico de LV foi efetuado pela presenca dos sinais clinicos caracteristicos, como febre,
anemia e esplenomegalia na presenca de sorologia reagente ou da demonstracdo de parasitas
por exame direto ou cultura. A presenca de parasitas na auséncia de sinais clinicos
caracteristicos foi considerada indicativo de doenca. Quantificacdo do RNA do HIV: a
quantificacdo foi feita apenas nos pacientes com infeccdo pelo HIV. O RNA do HIV foi
medido através da tecnologia de nucleic acid sequence based amplification (NASBA)
utilizado na rotina dos LACENs (BioMérrier). Contagem de células CD4: a contagem de
células CD4 foi feita nos pacientes com HIV através da tecnologia de citometria de fluxo,
utilizada na rotina dos LACENS (Beckton-Dickson).

Diagndéstico molecular: extracdo e guantificacdo do DNA

O diagnostico foi feito através da real time PCR do sangue periférico e da saliva e da

PCR convencional da saliva. A extracdo de DNA foi realizada com 200 pL de sangue



71

periférico/saliva de cada amostra através do kit QlIAamp DNA mini kit (QIAGEN, EUA). A
concentragéo e a pureza do DNA foram medidas em espectrofotdmetro nos comprimentos de
onda de 260 e 280 nm. Para minimizar os erros na quantificacdo da parasitemia causada por
diferencas na concentracdo de DNA total, todas as amostras foram normalizadas para a
concentragdo mais baixa de DNA obtida, que foi de 10 ng/pL.

A deteccdo e quantificacdo de L. infantum foi realizada através de reacdes de gPCR
utilizando a tecnologia de sondas de hidrdlise (Tagman®). Para a detec¢do no sangue
periférico e na saliva, utilizou-se os oligonucleotideos e sondas desenhadas a partir das
sequéncias do minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA)* e do gene da DNA
polimerase™ de L. infantum. kDNA Primer Foward 5° - GGC GTT CTG CAA AAT CGG
AAA A - 3’, 72 pb, Primer Reverse 5° - CCG ATT TTT GGC ATT TTT GGT CGA T - 3,
sonda de hidrélise FAM - TTT TGA ACG GGA TTT CTG - MGB-NFQ (nimero de acesso
do GenBank: AF169140). As reagGes foram realizadas em placas de 48 pogos (MicroAmp
Applied Biosystems, ref. 4375816) e processadas no aparelho StepOne Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) no Laboratorio de Leishmaniose do IDTNP, Teresina, Piaui.

Aspectos éticos

Os pacientes que participaram do estudo foram orientados sobre todos os objetivos,
riscos e beneficios da pesquisa e foi obtido Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dos
participantes, bem como dos responsaveis dos pacientes menores de idade. O estudo foi
conduzido em conformidade com os preceitos fundamentais da Resolu¢do do Conselho
Nacional de Saude (CNS) n. 466/12, que trata das Diretrizes e Normas de Pesquisas

Envolvendo Seres Humanos.

Andlise estatistica

Na anélise, foi medida a proporcéo de infeccdo por L. infantum em todos os individuos
com HIV e calculado o intervalo de confianca da proporgédo; e feita a comparagdo com
individuos sem HIV através dos testes de comparagdo de proporcdes. Para esta comparacao,
foram utilizados os testes do Qui-quadrado, Exato de Fisher e U Mann de Whitney e foram
calculados o risco relativo e os intervalos de confianga.

A analise multivariada por regressdao logistica foi utilizada com possiveis
modificadores de efeito e confundidores; entre elas, a presenca de parasitas no sangue

periférico e na saliva e a positividade de PCR na saliva das fontes de infeccao.
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RESULTADOS

1- RESULTADOS
Dos 64 pacientes que participaram do estudo, 34 (53,1%) eram do sexo masculino. A

mediana de idade foi de 36 anos; sendo que o paciente mais novo tinha 01 ano e o mais velho
65 anos, observando-se que a maioria dos pacientes tinha idade entre 21-45 anos.

A procedéncia dos pacientes foi predominante de Teresina (55 casos), sendo 0s outros
casos de Timon (09 casos). Desses, 27 (42,2%) eram pacientes coinfectados com LV/HIV e
37 (57,8%) possuiam somente LV. A coinfeccdo mostrou predominio no sexo masculino,
com 73,1% dos homens infectados pelo virus HIV (Tabela 1).
Tabela 1: Distribuicdo por faixa etaria e género de individuos infectados com

Leishmania, com e sem sintomas de leishmaniose visceral, com e sem infeccdo pelo HIV.
Teresina, PI, Brasil. 2008-2010

Faixa etaria* Geénero**
Situacéao clinica 4 i
¢ Ate 20 21- 45 anos Mais de 45 Total Masculino  Feminino Total
anos anos

Com HIV/LIST 01 (4,8%) 11 (60%) 9 (42,9%) 21 (100%) 19 (73,1%) 07 (26,9%) 26 (100%)
Sem HIV/LiS! 00 (45%) 08 (40%) _ 03 (15%) 20 (100%) 11 (55%) 11 (55%) 22 (100%)

Sem HIV/ LiA? -(0%) 14 (82,4%) 03(17,6%) 17 (100%) 03 (17,6%) 14 (82,4%) 17 (100%)
*Infeccéo por Leishmania infantum sintomética (leishmaniose visceral). 2Infecgdo por L. infantum assintomética.
* Valor de p < 0,001

** \alor de p = 0,003

No estudo, foi observada uma maior prevaléncia de pacientes do sexo masculino, com
0s homens tendo trés vezes mais chance de serem infectados pela Leishmania infantum e pelo
HIV. No grupo dos pacientes sem HIV e sintomaticos para LV, 45% eram de criancas de
ambos 0S sexos, ja entre 0s pacientes assintomaticos 82,4% eram mulheres, na maioria
gravidas, que fizeram o teste para HIV na rotina do pré-natal (Tabelas 1).

Realizou-se real time PCR (qPCR) de saliva e sangue para determinar a quantidade de
parasitas de acordo com a idade e 0 sexo. No grupo do sexo masculino, encontrou-se a maior
quantidade de parasitas na qPCR de sangue, e pode-se observar que ndo existe diferenca
significativa na quantidade de parasitas nos grupos utilizando a qPCR de saliva, mas que

existe uma diferenca altamente significativa na qPCR do sangue quando se comparam 0S
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sexos. Nesse teste, a quantidade de parasita foi maior nos pacientes do sexo masculino. A
média de parasitas no sangue dos pacientes homens foi de 2400 parasitas/ml, enquanto que
nas mulheres foi encontrada uma média de 564 parasitas/ml.

Existe diferenca significativa entre a diferenca de parasitas detectados nos dois exames
e a idade. Nos pacientes mais velhos, essa diferenca € maior entre os dois exames. Nos
pacientes com parasitemia menor que 50 parasitas/ml, percebe-se uma mediana de idade 28
anos idade, enquanto que nos pacientes mais velhos (mediana de 41 anos) esse valor foi acima
de 50 parasitasml; o que implica dizer que quanto maior a idade, maior a quantidade de
parasita nas amostras analisadas.

Dos 64 individuos participantes da pesquisa, foram realizadas reac6es de qPCR nas
amostras de 55 deles, pois ndo se conseguiu obter saliva de 09 dos pacientes. Existe diferenca
altamente significativa entre a discrepancia de parasitas detectados nos dois exames (QPCRsal
e qPCRsangue) em relacdo ao sexo. A diferenca entre 0 nimero de parasitas detectados nos
dois exames é maior no grupo dos homens. Nas mulheres, a quantidade de parasita ndo diferiu
em relacdo aos dois tipos de amostra utilizadas (saliva e sangue) utilizando a gPCR, mas nos
homens essa diferenca foi maior, mostrando que, dependendo do tipo de amostra, resultados
diferentes seréo encontrados.

Para observar a eficiéncia da técnica gqPCR de saliva, comparou-se os resultados
encontrados com a gPCR do sangue e encontrou-se uma forte correlacdo positiva nos dois
testes (Figura 1); dessa maneira, pode-se entender que a saliva quando usada como amostra
para deteccdo da Leishmania é eficaz, assim como o sangue, pois foi encontrado um

coeficiente de Spearman de 0,64 com valor de p < 0,001.
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Figura 1: Correlagéo linear entre a real time PCR de sangue (ordenada y) e a real time
PCR de saliva (abscissa X) de pacientes com e sem sintomas de leishmaniose visceral,
com e sem infeccdo pelo HIV. Outllier: um paciente com a pPCR de sangue com
parasitemia = 11144 parasitas/ml. Indice de Correlagio de Pearson = 0,555; Indice de
Correlacédo de Spearman = 0,64
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Um dos pontos principais da pesquisa foi determinar a influéncia da presenca do virus
HIV na parasitemia da L. infantum e a quantidade de parasitas em no sangue e na saliva. Essa
influéncia foi medida ao se quantificar a carga parasitaria em pacientes com e sem HIV na
saliva e nos sangue. Nos pacientes coinfectados LVVHIV possuem uma mediana de 2793,6
parasitas’/ml na saliva, com média de 8083,20 parasitas/ml, no sangue a mediana foi de 2302,4
parasitas/ml ¢ a média de 5754,4 parasitas/ml (Tabela 2), enquanto os pacientes sem HIV e
com LV sintomadtica apresentaram um valor mediano de 1821,2 parasitas'ml na saliva, com
média de 10234,4 parasitas/ml e mediana e média de 320,4 parasitas/iml e 2649,6 parasitas’'ml
respectivamente no sangue, demonstrando que o virus influencia positivamente a
multiplicacdo da Leishmania, pacientes com LV/HIV tem uma maior chance de transmissiao
do parasita. Foi encontrada uma correlacdo positiva entre a qPCR de saliva e a gPCR de

sangue dos pacientes sem HIV e assintomaticos para LV (Figura 2).
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Tabela 2: Distribuicdo da quantidade de parasitas/ml na saliva e no sangue na técnica de
real time PCR dos pacientes com e sem HIV. Teresina, PI, Brasil. 2008-2010.

Grupos de exposicao N Média Mediana
. gPCRsal 21 8083,2 2793,6
HIVpositivo/LVpresente
gPCRsangue 21 5754,4 2302,4
. . " gPCRsal 16 10234,4 1821,2
HIVnegativo/LVsintomético
gPCRsangue 20 2649,6 320,4
. . . gPCRsal 17 829,2 21,2
HIVnegativo/LVassintomatico
gPCRsangue 17 43,2 15,2

Figura 2: Correlacéo linear entre a real time PCR de sangue (ordenada y) e a real time
PCR de saliva (abscissa X) de pacientes sem sintomas de leishmaniose visceral e sem
infeccéo pelo HIV. Outllier: um paciente com a pPCR de sangue com parasitemia =
11144 parasitas/ml. indice de Correlagao de Pearson = 0,555; indice de Correlagao de
Spearman = 0,64

HIV negativolLV assintomatico

30000

”] R6 de spearman=0,679
p=0,003

QPCRsal (parasitas /mL)
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DISCUSSAO

A leishmaniose tem alcancado proporgdes endémicas em algumas regides do mundo,
como Bangladesh, Nepal, india, Etiopia, Afeganistdo e Brasil. A resisténcia aos
medicamentos tem aumentado a expressdo da doenca no norte da India e a epidemia de HIV
tem levado a novos padrdes da leishmaniose visceral na Espanha e em Portugal. Do outro
lado do oceano, no Brasil, a urbanizacdo tem causado a propagagdo da doenca em ambientes
periurbanos no Nordeste e no Sul. [11]

As populacBes pobres, que sdo afetadas principalmente pela leishmaniose, também
sofrem com muitas outras infeccBes crbnicas, como helmintos, protozoarios outros,
tuberculose e HIV/AIDS. A Leihmaniose visceral pode em muitos aspectos ser considerada
como infeccdo oportunista, e pacientes com HIV estdo em risco muito maior de desenvolver
LV. [12]

Do ponto de vista imunoldgico, a capacidade dos dois agentes de escapar € manipular
a resposta imune parece um grande trabalho realizado em sinergia, o que resulta numa ligacao
perigosa onde o sistema imune pode ser esgotado rapidamente e o controle dos patdgenos ser
perdido. [13,14,15] Presenca do HIV/AIDS também pode retardar o diagnostico da LV, pois
testes baseados na deteccdo de anticorpos podem néo ser indicativos de doenca em pacientes
com AIDS. Curiosamente, enquanto o HIV pode ter um impacto profundo na LV, a evolucéo
da doenca cutanea parece ser apenas moderadamente. [16] A resposta imunolégica que ocorre
em pacientes com HIV parece favorecer a reativacdo de infecdo latente por LV, a interacdo
dos dois patdgenos na célula hospedeira influencia na expressdo e na multiplicacdo dos
mesmos. [17]

A prevaléncia do sexo masculino no presente estudo foi evidente, a exemplo de outros
estudos da coinfec¢do LV/HIV, [18,19] assim como também na LV nédo associada ao HIV. A

média de idade verificada foi compativel com outros estudos, ndo demonstrando diferenca de
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idade entre pacientes coinfectados e sem o virus HIV, embora a LVHIV atinja
predominantemente adultos jovens; [20] mas foi percebido que pacientes mais velhos
possuem mais parasitas circulando no sangue e na saliva, e essa situacdo se deve a uma menor
reducdo do potencial imunoldgico de pacientes mais velhos, com reduzida capacidade de
resposta celular contra o parasita. No Brasil, desde 2008, o nimero caso de AIDS em homens
jovens tem aumentado em maior velocidade que entre as mulheres, influenciando a razdo de
sexos, chegando em 2012 a 1,9 casos em homens para cada caso em mulheres. Cabe destacar
gue nos ultimos 10 anos, no Pais, observa-se um aumento de 67,8% na taxa de deteccdo de
casos de AIDS em jovens do sexo masculino e uma reducédo de 12,2% entre as jovens do sexo
feminino. [21]

A necessidade de testes de diagndstico é destaque no panorama atual de expansédo da
doenca. As caracteristicas clinicas e um teste positivo de resposta imune ao parasita podem
ser sugestivos, mas, para a definicdo do diagnostico, € necessaria a identificacdo do parasita.
[22]

Em termos de aplicagbes praticas, as principais questdes clinicas e/ou bioldgicas
podem ser respondidas por meio de métodos baseados em acidos nucleicos para o diagnéstico
da leishmaniose.

A PCR é altamente sensivel e especifica (até 100%) na deteccdo do parasita,
independentemente de espécie ou género Leishmania, podendo ser utilizada em amostras ndo
invasivas. Esta aplicacdo é necessaria para o diagnostico diferencial antes de iniciar a terapia,
e as performances de PCR tém-se mostrado consistentemente ser melhor do que a observagao
direta do parasita através da microscopia ou cultura, particularmente em amostras com baixas
cargas parasitarias. [23] A contribuicdo da PCR também parece ser particularmente relevante
para o diagnostico da leishmaniose em pacientes coinfectados com HIV. [24,25,26]

Claramente, a aplicabilidade da PCR nas abordagens delineadas acima depende da existéncia
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de marcadores genéticos adequados.

No entanto, a sofisticada tecnologia necessaria para a PCR impede a utilizacdo desta
técnica em ambientes pobres em recursos. O uso de PCR em tempo real quantitativo (QPCR)
permite a quantificacdo da carga parasitaria, a reducdo do tempo de analise e o
acompanhamento de pacientes coinfectados no diagnostico de recidivas. [27] No estudo, a
gPCR foi utilizada no diagnéstico de LV, em pacientes coinfectados, como também em
pacientes sintomaticos e assintomaticos sem HIV . A gPCR indica maior precisdo na
percepcdo da presenca do parasita do que a técnica convencional, tanto no uso do sangue
como da saliva como amostra.

Na analise, foi desenvolvida uma qPCR em tempo real, a fim de quantificar a
Leishmania no sangue e na saliva com a melhor sensibilidade. Para atingir este objetivo,
optou-se pelo DNA de cinetoplasto (kKDNA) como alvo molecular. Muitos autores tém
pulicado artigos que demonstram que o método baseado na amplificacdo de KDNA é mais
sensivel, pois este alvo esta presente em cerca de 104 cépias por células. [28]

Em éreas onde a transmissdo € antropondtica, os pacientes coinfectados com LV/HIV
devem ser direcionados como potenciais reservatorios da infeccdo. [29] No Brasil, a
transmissao € antroprozoondtica, mas novos rumos da doenga nos levam a observar a
possibilidade de transmissdo entre pessoas.

Algumas pesquisas apontam a contaminacdo de fleb6tomos alimentados com sangue
de doentes com HIV-Leishmania, indicando que um novo ciclo antroponético natural deve ser
considerado na epidemiologia coinfecgdo L. infantum-HIV. [30,31] Outro ponto a ser
observado é que a parasitemia em individuos assintomaticos assinala que o parasita pode ser
transmitido por transfusdes de sangue, bem como por transmisdo direta. A possibilidade de
que a transfusdo de sangue pode representar um risco de transmissao da Leishmania também

foi sugerida pelo aumento significativo na prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania em
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pacientes em hemodialise no Brasil que receberam multiplas transfusGes de sangue.[32]
Outros pesquisadores também conseguiram detectar parasitas no sangue de pacientes
assintomaticos, confirmando os dados encontrados no presente estudo. [33,34] Um dado
importante do estudo foi a verificacdo de grande quantidade de parasitas na saliva de
individuos assintomaticos, o que é preocupante, pois dessa maneira hd uma maior facilitacdo
na transmissao da doenca.

No estudo, foi pesquisada a possibilidade da contaminacdo entre pessoas ocorrer
através da saliva. A saliva tem sido reconhecida como um espelho da satde do corpo, ja que
contém 0s mesmos componentes do soro que sdo medidos em exames de sangue padrdo
usados para monitorar a saude e doencas. A saliva, como um fluido de diagnostico, oferece
algumas vantagens distintas sobre o soro no diagnéstico de doencas, uma delas é a forma nédo
invasiva e simples como € feita sua coleta, ndo precisa de aparelhos especiais € nem de méo
de obra especializada. [35]

Os resultados ilustraram uma variagdo na parasitemia entre os diversos pacientes, bem
como parasitemias diferentes dependendo do tipo de amostra utilizada. Na anélise realizada,
verificou-se que a saliva é tdo eficiente quanto o sangue na detec¢do de parasitas, quando
utilizada como amostra, bem como ficou evidente a maior quantidade de parasitas na saliva
em relacdo ao sangue. Esses achados sdo justificados pela grande prevaléncia do parasita em
tecidos e fluidos, embora ndo seja possivel se afirmar se a alta parasitemia encontrada na
saliva seja oriunda de parasitas integros ou relacionada a presenca do DNA da Leishmania no
fluido. Em alguns paises onde néo existe a presenga do flebotomo transmissor da LV, foram
relatados surtos da doenca, o que demonstra a possibilidade de transmissao direta da doenca,
fazendo da saliva uma importante fonte de contaminacdo entre humanos e entre animais.

Outros estudos demostraram a presenca de leishmania em swabs orais de cdes, 0 que

pode implicar na transmissdo do parasita entre esses animais através de lambidas e mordidas,
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mesmo sem a presenca do fleb6tomo. [36,37] Dessa maneira podemos compreender que a
transmissdo entre humanos através de fluidos orais também seria possivel, j& que o parasita
pode ser encontrado na saliva e em tecidos bucais.

Estudos clinicos demonstraram que a alta incidéncia de Leishmania em pacientes com
AIDS e a pasitemia periférica elevada sdo indicativos de crescimento do parasita
descontrolado. Nos resultados, percebeu-se uma parasitemia elevada em pacientes
coinfectados em relacdo a parasitemia encontrada em pacientes com a LV apenas, em Varios
outros estudos essa maior quantidade de parasitas em nesse grupo de pacientes também foi
encontrada. [37] Pacientes coinfectados geralmente apresentam baixa contagem de CD4 + e
altas cargas virais (1000-1000000 cdpias). Uma baixa quantidade de células CD4 é um
indicativo de uma menor capacidade de resposta celular contra o parasita, 0 que deve levar a
uma maior parasitemia. Essa interecdo positiva entre o parasita e o virus HIV deve ser
respeitada e levada em consideracdo, principalmente em regides com alta prevaléncia das

duas morbidades.
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CONCLUSAO

Este estudo analisou o potencial da qPCR e da saliva no diagndstico da L.infantum.
Estudos dessa natureza consistem em um avanco do conhecimento da epidemiologia e da
infectologia, devido a importancia da investigacdo e da escassez de estudos com essa
perspectiva.

Os resultados apontam a saliva como excelente amostra para realizacdo de diagndstico
de LV, bem como a evidencia como importante fonte de transmissdo do parasita, além de

evidenciar a importancia da influéncia do HIV na dindmica da coinfec¢cdo com HIV/LV.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo geral desta tese foi investigar a importancia da reacdo em cadeia de
polimerase quantitativa para estimativa da quantidade de Leishmania infantum e da
infectividade da saliva de pacientes com calazar e infecdo pelo HIV, mediante os seguintes
objetivos especificos: avaliar a PCR em tempo real como indicador de carga parasitaria de L.
infantum no sangue periférico e na saliva; investigar a possibilidade de transmissao de L.
infantum através da saliva; estudar a saliva como importante amostra biologica para
investigacdo diagndstica em doengas infeciosas; avaliar a infeccdo com HIV como fator de
risco para a transmissdo de L. infantum; descrever as caracteristicas demograficas dos
pacientes infectados pela L. infantum e pelo HIV. Ao final deste estudo:

a) demonstrou-se que a real time PCR é um indicador de infectividade;.

b) identificaram-se os fatores de risco que aumentam a transmisséo de L. infantum

para o vetor, o flebotomineo Lu. longipalpis;

c) descreveu-se a influéncia da infeccdo por HIV no aumento da transmissédo de L.

infantum para o Lu. longipalpis;

d) descreveu-se a contribuicdo das pessoas assintomaticas, com ou sem o HIV, na

transmisséo da L. infantum para Lu. longipalpis;

e) verificou-se a influéncia da infeccdo por HIV de pessoas assintomaticas com L.

infantum e sintomaticas com LV no aumento do risco de transmissdo de L.
infantum para outras pessoas; e

f) wverificou-se a viabilidade da saliva no diagnoéstico de calazar.

Os resultados apontam uma correlacdo significativa da quantidade do parasita na
saliva, quando comparada com a quantidade no sangue, bem como evidenciam a importancia
da influéncia do HIV na dinamica da coinfec¢do com HIV/LV.

Assim, o entendimento da importancia da influéncia das pessoas com HIV/AIDS
como fonte de infeccdo devera ter elevado impacto no meio cientifico de saude publica, uma
vez que os humanos, apesar de serem reservatorios competentes, ndo tém recebido
importancia epidemioldgica. A demonstracdo de seu papel devera implicar na recomendacéo
de testagem anti-L. infantum em individuos com sorologia reagente para HIVV. Recomenda-se
estudos futuros com uma maior abrangéncia de pacientes, no intuito de melhor entender a
dindmica da Leishmania e do virus HIV e seu papel na transmissdo da doenca.

Por fim, essas informacdes sdo de suma importancia para o futuro, pois ndao se pode

perder de vista que, de longe, a maior parte dos casos de infec¢do por L. infantum é originaria
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do Brasil. Os resultados encontrados neste estudo podem ndo somente ter enorme potencial
explicativo, mas vir a identificar valiosos bioprodutos para o diagnostico, para alvos
terapéuticos e para o desenvolvimento de vacinas. Este potencial também realca a importancia
da conservacao dos isolados de L. infantum em territério nacional, uma vez que correspondem
a importantissimo patriménio genético que poderdo resultar em soluc@es biotecnoldgicas de

elevado valor médico, social e econdmico.
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APENDICE A - DADOS ADICIONAIS DO ARTIGO 1

Tabela 1 - Status de Leishmaniose visceral e correlacdo com a presenca de pelo menos um
familiar com reacdo de Montenegro positiva de acordo com a situagdao de LV/HIV sintomatica

e assintomatica. Teresina, Piaui, Brasil. 2008-2010

Proprogéo de familiares com Montenegro positivo

Total
<50% >50%
HIVpositivo/LVpresente 21 (95,5%) 1 (4,5%) 22 (100%)
HIVnegativo/LVsintomatico 18 (90,0%) 2 (10,0%) 20 (100%)
HIVnegativo/LVassintomatico 17 (100%) 0 (0%) 17 (100%)
Total 56 (94,9%) 3 (5,1%) 59 (100%)

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 2 - Distribuigéo por idade dos pacientes-fonte com LV de acordo com de acordo com
a situagdo de LV/HIV sintomatica e assintomatica. Teresina, PI, Brasil. 2008-2010

Grupos de exposi¢ado

Idade . ] - - - - ] Total
HIVpositivo/LVpresente  HIVnegativo/LVsintomatico HIVnegativo/L Vassintomatico
6-20
1 (10%) 9 (90%) 0 (0%) 10 (100%)
anos
Maior
que 20 20 (41,7%) 11 (22,9%) 17 (35,4%) 48 (100%)
anos
Total 21 (36,2%) 20 (34,5%) 17 (29,3%) 58 (100%)

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 3 - Distribui¢do por sexo dos pacientes-fonte com LV de acordo com de acordo com a
situagdo de LV/HIV sintomatica e assintomatica. Teresina, PI, Brasil. 2008-2010

gruposdeexposicao

Tota

|
HIVnegativo/LVassintomatico Valor p (1)

HIVpositivo/LVpresente  HIVnegativo/LVsintomatico
Masculino 16 (53,3%) 11 (36,7%) 3 (10%) 30 (100%) 0,003
Feminino 6 (20,7%) 9 (31%) 14 (48,3%) 29 (100%)
22 (37,3%) 20 (33,9%) 17 (28,8%) 59 (100%)

Fonte: Dados da pesquisa.
(1) Teste Qui-Quadrado.
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Tabela 4 - Regresséo logistica bivariada, associacdo entre a carga viral de pacientes com

LVHIV ¢ a negatividade da Reagdo de Montenegro entre os coabitantes. Teresina, Pl,
Brasil. 2008-2010

Proprocao de familiares

com Montenegro positivo Total Razdo de Chance (ICgs0,) Valor P
<50% >50%

Carga viral ndo

detectavel*

Carga viral 0 0 0

detectavel** 13 (100%) 0 (0%) 13 (100%)

Total 20 (95,2%) 1(4,8%) 20 (100%)
Fonte: Dados da pesquisa.

7(875%)  1(125%) 8(100%)  0,875(0,673;1,137) 0,381

*carga viral menor ou igual a 50 copias de viruyimm? sangue.
** carga viral maior ou igual a 50 copias de virus/mm? sangue.

Tabela 5 - Regressdo logistica bivariada, associacdo entre a quantidade de células CD4 de

pacientes com LV/HIV e a negatividade da Reacdo de Montenegro entre os coabitantes.
Teresina, PI, Brasil. 2008-2010

PROPROCAO DE FAMILIARES COM

MONTENEGRO POSITIVO Total Razéo de Chance (I1Cgs,) Valor P
<50% >50%
(1:;1 ate 14 (93,3%) 1(6,7%) 15 (100%) 2 (0,108; 36,954) 0,999
CD4 até
acima de 7 (87,5%) 1 (12,5%) 8 (100%)
150*
Total 21 (91,3%) 2 (8,7%) 23 (100%)

Fonte: Dados da pesquisa.

*célulay/mm? sangue

Tabela 6 - Regressdo logistica bivariada, associacdo entre a carga viral de pacientes com
LVHIV e a proporcdo pacientes com nenhum familiar com da Reacdo de Montenegro

positiva e pelo menos um familiar com da Reacdo de Montenegro positiva. Teresina, Pl,
Brasil. 2008-2010

Montenegro
Nenhum Pelo Total Razao de Chance (ICgso) Valor P
. menos um
familiar L
familiar
Carga viral ndo . . . .
detectavel* 5(71,4%) 2(28,6%) 7 (100%) 8,33 (1,034; 67,142) 0,046

Carga viral detectavel** 3 (23,1%) 10 (76,9%) 13 (100%)
Total 8 (40%) 12 (60%) 20 (100%)
Fonte: Dados da pesquisa.

*carga viral menor ou igual a 50 copias de virus'mm? sangue
** carga viral maior ou igual a 50 cdpias de virusmm?® sangue
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Tabela 7 - Regressdo logistica bivariada, associacdo entre a quantidade de células CD4 de
pacientes com LVMHIV a propor¢dao pacientes com nenhum familiar com da Reagdo de
Montenegro positiva e pelo menos um familiar com da Reacdo de Montenegro positiva.
Teresina, Pl, Brasil. 2008-2010

MONTENEGRO
Nenhum Pelo menos Total Razao de Chance (ICgso) Valor P
familiar um
CD4 até 150* 6 (42,9%) 8 (57,1%) 14 (100%) 1,875 (0,266; 13,202) 0,528
f;i ate acima de 2(28,6%)  5(714%) 7 (100%)
Total 8 (38,1%) 13 (61,9%) 21 (100%)

Fonte: Dados da pesquisa.

*célulasimm? sangue

Tabulacdo cruzada

Sexo Masculino Contagem 19 14 33 ,006
% dentro de sexo  57,6% 42,4% 100,0%

Feminino Contagem 7 23 30

% dentro de sexo 23,3% 76,7% 100,0%
Total Contagem 26 37 63
% dentro de sexo 41,3% 58,7% 100,0%

sexo * AssintomaticoLVV

Tabulacdo cruzada
AssintomaticoLVV

Sexo Masculino Contagem 6 27 33 ,007

% dentro de sexo  18,2% 81,8% 100,0%

Feminino Contagem 15 15 30

% dentro de sexo 50,0% 50,0% 100,0%
Total Contagem 21 42 63
% dentro de sexo 33,3% 66,7% 100,0%

sexo * Lvsintomatico

Tabulacéo cruzada
Lvsintomatico

Sexo Masculino Contagem 27 6 33 ,007

% dentro de sexo 81,8% 18,2% 100,0%

Feminino Contagem 15 15 30

% dentro de sexo 50,0% 50,0% 100,0%
Total Contagem 42 21 63
% dentro de sexo 66,7% 33,3% 100,0%
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Tabulacdo cruzada

9

N

persal
- ]
]
Positivo Negativo Total
- "
- |
gPCRsalsimnéo zero parasitas Contagem 3 2 5
% dentro de gPCRsalsimnéo 60,0% 40,0% 100,0%
Detectou pelo menos um Contagem 37 15 52
parasita
% dentro de gPCRsalsimnéo 71.2% 28,8% 100,0%
Total Contagem 40 17 57
% dentro de gPCRsalsimnéo 70,2% 29,8% 100,0%
Tabulacdo cruzada
persal
- ]
]
Positivo Negativo Total
- """
- |
gPCRsanguesimnéo Zero parasitas Contagem 5 1 6
% dentro de 83.3% 16,7% 100,0%
gPCRsanguesimnao
Detectou pelo menos um Contagem 35 16 51
parasita
% dentro de 68,6% 31,4% 100,0%
gPCRsanguesimndo
Total Contagem 40 17 57
% dentro de 70,2% 29,8% 100,0%
gPCRsanguesimnao
gPCRsalmil * gPCRsanguemil Tabulacdo cruzada
gPCRsanguemil
- ]
]
De 1 a 1000 Maior que 1000
parasitas parasitas Total
gPCRsalmil De 1 a 1000 parasitas Contagem 27 5 32
% dentro de gPCRsalmil 84.4% 15,6% 100,0%
Maior que 1000 parasitas Contagem 10 4 14
% dentro de gPCRsalmil 71,4% 28,6% 100,0%
Total Contagem 37 9 46
% dentro de gPCRsalmil 80,4% 19,6% 100,0%
Testes de chi-quadrado
Sig. Assint. (2 Sig exata (1
Valor df lados) Sig exata (2 lados) lado)
- """
|
Chi-quadrado de Pearson 1,037a ,308
Correcdo de continuidadeb 378 ,539
Razao de probabilidade ,988 320
Fisher's Exact Test 423 1263
Associagdo Linear por 1,015 314
Linear
N de Casos Vélidos 46

a. 1 células (25,0%) esperam contagem menor do que 5. A contagem minima esperada é 2,74.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2
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Tabulacdo cruzada

persal
- ]
]
Positivo Negativo Total

- "
|
gPCRsalmil De 1 a 1000 parasitas Contagem 26 9 35

% dentro de gPCRsalmil 74,3% 25,7% 100,0%

Maior que 1000 parasitas Contagem 9 5 14

% dentro de gPCRsalmil 64,3% 35,7% 100,0%
Total Contagem 35 14 49

% dentro de gPCRsalmil 71,4% 28,6% 100,0%

Testes de chi-quadrado
Sig. Assint. (2 Sig exata (1
Valor df lados) Sig exata (2 lados) lado)

- """
|
Chi-quadrado de Pearson 490a 1 ,484
Correcdo de continuidadeb 123 1 726
Razdo de probabilidade ,478 1 ,489
Fisher's Exact Test ,503 ,356
Associagdo Linear por ,480 1 ,488
Linear
N de Casos Validos 49

a. 1 células (25,0%) esperam contagem menor do que 5. A contagem minima esperada é 4,00.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2



Tabulacdo cruzada

persal
]
]
Positivo Negativo Total
- "
|
gPCRsanguemil De 1 a 1000 Contagem 28 11 39
parasitas
% dentro de 71,8% 28,2% 100,0%
gPCRsanguemil
Maior que 1000 Contagem 5 5 10
arasitas
barastas % dentro de 50.0% 500%  100.0%
gPCRsanguemil
Total Contagem 33 16 49
% dentro de 67,3% 32,7% 100,0%
PCRsanguemil
Testes de chi-quadrado
Sig. Assint. (2 Sigexata (2  Sig exata (1
Valor df lados) lados) lado)
-
|
Chi-quadrado de 1,719a 1 ,190
Pearson
Correcgdo de 871 1 351
continuidadeb
Razdo de probabilidade 1,642 1 ,200
Fisher's Exact Test 261 74
Associagéo Linear por 1,684 1 194
Linear
N de Casos Validos 49

a. 1 células (25,0%) esperam contagem menor do que 5. A contagem minima esperada é 3,27.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2

Resumo de modelo e estimativas de parametro

Variavel dependente: gPCRsangue

Resumo do modelo

Equacéo R Quadrado F dfl df2 Sig.
Linear ,107 6,361 1 53 ,015

A varidvel independente é gPCRsal.

Correlacdes

gPCRsal gPCRsangue

coeficiente

Sig. (2 extremidades) ,000

N 56 55
gPCRsangue Correlacdes de ,629** 1,000

coeficiente

Sig. (2 extremidades ,000

N 55 61

**, A correlacdo é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).

94

Estimativas do
parametro

Constante

0,3271085447
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