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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca infecto-parasitaria, com
distribuicdo mundial, onde 90% dos casos estdo concentrados na india, Sudéo,
Nepal e Brasil. A cada ano ocorrem aproximadamente 300.000 casos de LV
globalmente, com mais de 20.000 casos fatais. O Brasil € responsavel por cerca de
96% dos casos das Américas, entre 2001 a 2017 foram notificados 57.582 casos de
LV. O diagnéstico de LV é confirmado parasitologicamente pela demonstragdo de
formas amastigotas nos esfregagos de medula éssea ou nos aspirados esplénicos
ou pela demonstracdo de anticorpos utilizando testes sorolégicos. O PCR
quantitativo (QPCR) é uma ferramenta promissora com alta sensibilidade que pode
contribuir para a identificacdo de casos assintomaticos ou de falha terapéutica. O
objetivo do trabalho realizar descrigao do perfil clinico-laboratorial de pacientes com
leishmaniose visceral em regido hiperendémica do nordeste brasileiro, utilizando
gPCR para monitoramento da doenga. Foram incluidos pacientes com LV atendidos
em servigos da rede publica de saude dos municipios de Petrolina-PE e Juazeiro-
BA. Os casos foram confirmados através de métodos parasitolégicos e soroldgicos.
Foi realizado qPCR de sangue periférico em quatro tempos: pré-tratamento (To),
pos-tratamento (T+4), 3 meses (T.) e 6 meses (Ts) pds tratamento. Um total de 11
pacientes foram incluidos no estudo, dentre os quais 6 mantiveram o
acompanhamento clinico. Houve prevaléncia do sexo masculino (82%) e média de
43,9 anos de idade. Os sintomas mais comuns foram perda de peso (100%), astenia
(91%) e febre (81%). Os dados laboratoriais evidenciaram o padrao de pancitopenia
com predominio de anemia, leucopenia e plaquetopenia. Todos os casos incluidos
apresentaram qPCR positivo em T,. Apenas um paciente apresentou qPCR negativo
no T4 porém positivou no T,. Apenas 1 paciente voltou a positivar no Ts. A taxa de
recidiva foi de 33%. O gqPCR de sangue periférico se mostrou uma ferramenta util
para o diagnostico e monitoramento de recidiva de LV, principalmente com a
necessidade de acompanhamento clinico pos-tratamento. Por ser um procedimento
nao invasivo, possui potencial de aplicagao na pratica clinica.

Palavras-Chave: leishmaniose visceral, PCR, diagnostico, doenca
negligenciada, tratamento.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is an infectious-parasitic disease, with worldwide
distribution, where 90% of cases are concentrated in India, Sudan, Nepal and Brazil.
Approximately 300,000 cases of VL occur globally each year, with more than 20,000
fatal cases. Brazil is responsible for about 96% of cases in the Americas, between
2001 and 2017, 57,582 cases of VL were reported. The diagnosis of VL is confirmed
parasitologically by demonstrating amastigote forms in bone marrow smears or
splenic aspirates or by demonstrating antibodies using serological tests. Quantitative
PCR (gPCR) is a promising tool with high sensitivity that can contribute to the
identification of asymptomatic cases or therapeutic failure. The aim of the study was
to realize a description of the clinical and laboratory profile of patients with visceral
leishmaniasis in a hyperendemic region of northeastern Brazil, using qPCR to
monitor the disease. VL patients seen at public health services in the municipalities
of Petrolina-PE and Juazeiro-BA were included. The cases were confirmed using
parasitological and serological methods. Peripheral blood qPCR was performed in
four stages: pre-treatment (T0), post-treatment (T1), 3 months (T2) and 6 months
(T3) after treatment. A total of 11 patients were included in the study, 6 of whom
maintained clinical follow-up. There was a prevalence of males (82%) and a mean of
43.9 years of age. The most common symptoms were weight loss (100%), asthenia
(91%) and fever (81%). Laboratory data showed a pattern of pancytopenia with a
predominance of anemia, leukopenia and thrombocytopenia. All cases included had
a positive qPCR at TO. Only one patient had a negative gPCR at T1, but it was
positive at T2. Only 1 patient was positive again at T3. The recurrence rate was 33%.
The peripheral blood qPCR proved to be a useful tool for the diagnosis and
monitoring of VL recurrence, mainly with the need for post-treatment clinical follow-
up. As it is a non-invasive procedure, it has potential for application in clinical
practice.

Keywords: visceral leishmaniasis, PCR, diagnosis, neglected disease,
treatment. .
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1 INTRODUGAO

A leishmaniose visceral (LV) €& uma doenca infecto-parasitaria, com
distribuicdo mundial, onde 90% dos casos estdo concentrados na india, Sudéo,
Nepal e Brasil (GUALDA et al.,, 2015). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
estima entre 200.000 e 400.000 casos de LV e 20.000 a 40.000 mortes por ano
(HOSSAIN et al., 2017; LINDOSO et al., 2018).

A LV é causada por diferentes espécies de Leishmania spp. em diferentes
areas geograficas. Na india, Nepal, Sudao, Sudao do Sul e Etiépia LV sdo causadas
por Leishmania donovani, apresentando um ciclo antroponético onde o humano é o
reservatorio. No Brasil, a LV é causada por Leishmania infantum, apresentando um
ciclo zoondtico onde os caes sao os principais reservatoérios periurbanos. Ambos L.
donovani e L. infantum sao transmitidos pelo mosquito Phlebotomus spp. (WHO,
2010).

O espectro da infeccdo por Leishmania donovani e Leishmania infantum-
chagasi varia de assintomatica a LV classica, ou kala-azar, caracterizada por febre e
por outros sintomas constitucionais, incluindo mal-estar, perda de apetite, astenia,
esplenomegalia, hepatomegalia; e varias anormalidades laboratoriais, incluindo
hipergamaglobulinemia, anemia, leucopenia, trombocitopenia, hipoalbuminemia,
marcadores inflamatorios agudos elevados e aumento das enzimas hepaticas. Além
disso, hiperpigmentagdo da pele pode ser observado em pessoas infectadas na
india e em Bangladesh. A linfadenopatia é vista em algumas pessoas na Africa
Oriental. A febre pode ser intermitente, com picos de temperatura duas vezes ao dia

ou menos comumente continuos (ARONSON et al., 2016).

Se no tratada, a LV é uma doenca fatal. E uma das principais causas de
mortalidade entre as doencgas tropicais negligenciadas no Brasil (MARTINS MELO et
al., 2016). Esta fortemente associada a pobreza e responsavel por altos custos
diretos e indiretos. Apesar dos altos gastos ao sistema de saude causada pela LV,
tem havido poucas tentativas de quantificar seus impactos econbémicos nas
comunidades (MARINHO et al., 2015).
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Atualmente, o diagndstico de LV é confirmado parasitologicamente pela
demonstracdo de formas amastigotas nos esfregacos de medula éssea ou nos
aspirados esplénicos ou pela demonstracdo de anticorpos utilizando o teste rapido
imunocromatografico o rKk39 (SUDARSHAN et al., 2015).

A quantificagdo da carga de Leishmania por PCR em tempo real no sangue
periférico também pode servir como um método confiavel, rapido e menos invasivo
para o diagnostico de LV e um método confiavel para monitoramento da resposta ao
tratamento medicamentoso em pacientes imunocompetentes (PIZZATO et al 2001,
SUDARSHAN et al 2011, HOUSSAIN et al 2017 e SALAM et al 2010).

O PCR quantitativo (qPCR) é uma ferramenta promissora que pode ser
empregada no diagnéstico de LV, pois distingue o paciente sintomatico do
assintomatico e tem a capacidade de diagnosticar LV de forma precoce
(SUDARSHAN et al., 2015). No presente estudo, procuramos realizar uma série de
casos prospectiva analisando aspectos clinico-laboratoriais e a carga parasitaria

medida por gPCR em pacientes com LV sintomatica.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

Segundo a Organizagdo Pan-americana da Saude (OPAS), em seu informe
epidemioldgico das Américas 2019, a LV é endémica em 12 paises e no periodo de
2001-2017 foram registrados 59.769 casos novos nas Américas, resultando em uma
meédia de 3.516 casos por ano (OPAS 2019). Cerca de 96% (57.582) dos casos
ocorreram no Brasil, entretanto, paises Sulamericanos como Argentina, Colémbia,
Paraguai e Venezuela estdo entre aqueles com maiores registros de casos (FIGURA
1). No ano de 2019 foram confirmados 1.241 casos de LV no Nordeste brasileiro
(representa 49,07% de todos os casos do Brasil), ja no estado do Pernambuco
forma confirmados 105 casos em 2019, sendo que 87 destes casos foram
notificados na microrregido do Vale do Sdo Francisco e Araripe, sendo 12 casos
diagnosticados em Petrolina-PE (BRASIL 2020).



Figura 1: Incidéncia de LV nas Américas em 2017

Fonte: Informe Epidemiolégico, OPAS 2019.
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Segundo o IBGE (2010), a macrorregiao do baixo-vale do Sao Francisco,
que engloba a Integracdo Pernambucana-Bahia (PEBA) Rede de Atencédo que
compreende o0s principais municipios de Petrolina (estado de Pernambuco) e
Juazeiro (estado da Bahia). Essa regidao forma um cinturdo hiperendémico com
taxas de incidéncia de LV de até 10 casos por 100.000 habitantes (BRASIL, 2014).

Entre 2010 e 2016, 181 casos de LV foram confirmados em os municipios de
Juazeiro e Petrolina, que respectivamente representaram 40,9% (n = 74) e 59,1% (n
= 107). As médias do numero de casos por ano durante o periodo estudado foram
de 9,5 em Juazeiro e 14 em Petrolina. A andlise das taxas de incidéncia dos dois
municipios revelou variagdes de 2-8,6 casos por 100.000 habitantes em Juazeiro e
de 2,8 a 6,1 casos por 100.000 habitantes em Petrolina (BRASIL, 2017).

Dados mais recentes do banco de dados SINAN demonstram que a taxa
global de mortalidade por LV no Brasil variou entre 3,2% e 8,5% entre os anos de
2010 e 2016. A mortalidade foi observada em 5,4% dos casos em Juazeiro e 2,8%
em Petrolina (BRASIL, 2017).

No Estado de Pernambuco, segundo dados do Departamento de Saude
Estadual, foram identificados 907 casos confirmados de VL entre 2006 e 2015.
Destes, 49,6% estdo concentrados em duas macrorregides: o Vale do Sao Francisco
e Araripe. Casos foram relatados nas 12 regides de saude (RES) Pernambuco e em
130 dos 185 municipios. Durante esse periodo, observou-se uma meédia anual de
90,7 casos. O RES com maior incidéncia foram VII com 65,88 casos por 100.000
habitantes, VIII com 48,86 casos por 100.000 e Xl com 37,34 casos por 100.000
habitantes (SOUSA; RAMALHO; MELO, 2018).

2.2 ETIOPATOGENIA

No continente americano, a leishmaniose visceral mais frequentemente é
causada por protozoarios da espécie Leishmania (Leishmania) infantum, visualizado
na Figura 2 (BERMAN, 2006). No Brasil normalmente é transmitida por insetos do
género Lutzomyia. (ANTINORI et al., 2007; BOURGEOIS et al., 2008).
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O agente causador da LV na Africa Oriental e na india é L. donovani,
enquanto na Europa, norte da Africa e América Latina é L. infantum. No
subcontinente indiano, a doenga € uma zoonose transmitida exclusivamente pelo
flebétomo Phlebotomus argentipes (HOSSAIN et al., 2017).

Figura 2: Formas amastigotas de Leishmania ssp

Fonte: banco de fotos do proprio autor.

Sua transmissao pode da-se de humano para humano, ou de um reservatorio
animal, principalmente canideo, para humanos através da picada de insetos vetores
pertencentes ao género Lutzomyia, como ilustrada na figura 3 do ciclo de vida da
LV (CARVALHO et al., 2007; DANTAS TORRES; FIGUEIREDO; BRANDAO FILHO,
2006). Existem outras formas de transmissao séo: congénitas, transfusionais e pelo
compartilhamento de seringas contaminadas. Esta ultima forma de transmissao tem

sido recentemente referenciada como a principal transmissdo de LV em paises do
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Mediterraneo entre usuarios de drogas endovenosas (CRUZ; NIETO; MORENO,
2006).

Figura 3. Ciclo de vida da Leishmaniose Visceral
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2.2.1 ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA LV

A susceptibilidade as doencgas infecciosas envolve um processo complexo
que depende da relagao entre a destruicdo do microrganismo invasor e a resposta
imune do hospedeiro. Fatores genéticos do hospedeiro desempenham uma fung¢ao
importante no controle da infecgdo e desenvolvimento da doenga (ABBEL, 1997). A
variabilidade na gravidade da doenga entre individuos da mesma regiao infectados
pela mesma espécie de parasita pode ser explicada, pelo menos em parte, pelo tipo
de resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro (BLACKWELL, 1996).

Segundo Jawed et al. (2019), o conjunto de células T tém papel importante
nas doencas inflamatdrias e desempenham papel vital para prevenir a ativacao hiper

imune, autoimunidade, imunodeficiéncia e a execucdo completa de doencas
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infecciosas que podem resultar no aparecimento dessas condi¢gdes. Na LV,
descobriu-se que o estabelecimento bem-sucedido da infeccdo aumenta a
populacdo de células Th2 e Treg que secretam de forma aumentada IL-10 e
citocinas como TGF-3 que desenvolvem doenga imunossupressora grave. Por outro
lado, a populacdo elevada de linfocitos Th-17 e as células Th1 secretam varias
citocinas pro-inflamatérias que resistem ao inicio da infecgdo (JAWED et al., 2019).

Kip et al. (2015) corrobora ao afirmar que a recuperagao da LV esta ligada
principalmente a resposta imune mediada pelos linfocitos T CD4. Mais
especificamente, a resposta Th1 é geralmente associada a ativagcdo dos
macrofagos, ocasionando resisténcia do hospedeiro e protegdo contra parasitas de
Leishmania, levando ao controle da doenca. Por outro lado, a resposta Th2 esta
associada com diminui¢gado da atividade dos macrofagos, levando a progressao da
doenca (KIP et al., 2015).

As citocinas mais estudadas sao as proé-inflamatérias IFN-y e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e os fatores regulatorios a interleucina-10 (IL-10). O aumento
das concentragdes de IL-10 em pacientes com LV foi confirmada em varios paises,
incluindo, india, Brasil e Etiopia (KHOSHDEL et al., 2009). Queda dos niveis de IL-
10 foram encontrados apdés o sucesso do tratamento (CALDAS et al., 2005).
Curiosamente, A IL-10 mostrou-se positivamente correlacionada com a carga
parasitaria no sangue de pacientes com LV (DUTHIE et al., 2014). O TNF-a é uma
citocina produzida principalmente por macrofagos ativados e foram
significativamente aumentadas pacientes com LV ativa (PERUHYPE-MAGALHAES
et al., 20006).

Embora seja frequentemente assumido que a imunossupressdo ocorre
durante a atividade leishmaniose visceral em humanos, o sistema imunoldgico é de
fato altamente ativado e produz citocinas ativadoras de macréfagos, como IFN-g e
TNF-a, bem como citocinas desativadoras de macrofagos, como IL-10 e TGF-b.
Esses processos de alta ativagdo e desativacdo provavelmente ocorrem
principalmente no bago e no figado, e é provavel que o sangue periférico as células
mononucleares respondem mal aos antigenos de Leishmania porque o antigeno
esta envolvido os linfocitos ficam presos nos o6rgaos linfoides (GOTO; PRIANTI,
2009).
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2.3 MANIFESTAGOES CLINICAS

As manifestagdes clinicas classicas associadas a LV sao: febre prolongada,
hepatoesplenomegalia, emagrecimento, pancitopenia e hipergamaglobulinemia.
Infelizmente, a maioria dos casos apresenta manifestagdes atipicas dificultando o
diagndstico clinico da doenga (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; ORSINI et al.,
2012; COTA et al., 2014). Na infancia, o quadro clinico € semelhante ao quadro em
adultos, onde os principais sinais e sintomas descritos sao: febre, palidez, aumento
do volume abdominal, anorexia, perda de peso, desnutricdo, edema, hepatomegalia
e esplenomegalia (REY et al 2005).

Diversos fatores clinicos e laboratoriais sdo descritos como associados a
maior gravidade e mortalidade dos pacientes com LV e sao descritos no manual
‘Leishmaniose Visceral — Recomendacgdes para redugdo da mortalidade” do MS
(2011) e apresentados na Tabela 1.

TABELA 1: Fatores ligados a mortalidade por LV. 13.

Fatores associados

Idade inferior a 1 ano

Idade superior a 40 anos

Infecgao bacteriana

Recidiva ou reinfeccado da LV

Presenca de nauseas e vomitos

Edema

Febre por mais de 60 dias

Ictericia

Fendbmenos hemorragicos

Sinais de toxemia

Desnutrigdo grau lll

Comorbidades

Leucécitos abaixo de 1.000 e acima de 7.000 cél/mm3
Neutrofilos abaixo de 500 cél/mm?3

Plaquetas abaixo de 50.000/mm?

Creatinina acima do valor de referéncia

Atividade de protrombina abaixo de 70% e INR > 1,14
Bilirrubinas acima do valor de referéncia

Enzimas hepaticas (AST, ALT) 5 vezes acima do valor de
referéncia

Albumina menor que 2,5 g/dL

Fonte: Manual de Tratamento de LV, MS 2011
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Segundo Dayakar et al. (2019), Febre, perda de peso, anemia, pancitopenia,
hiperpigmentacéo da pele e hepatoesplenomegalia sdo algumas das manifestagbes
de LV. Criangas menores de a idade de 1 ano e adultos acima de 50 anos séo
altamente suscetiveis a LV (Figura 4). Fatores genéticos do hospedeiro suscetivel,
estado nutricional, especialmente desnutricdo e imunolégico a supressdo melhora o
resultado clinico da doenca (DAYAKAR et al., 2019).

FIGURA 4: Paciente adulto com LV.

Fonte: BRASIL, MS 2011

A hipoalbuminemia observada na LV esta associada com edema e outras
caracteristicas de desnutricdo (Figura 5). A diarréia pode ser resultado da
parasitizagao e ulceragao intestinal. A fungcéo hepatica pode ser normal ou alterada,
em estagios posteriores da doenca a produgado de pré-trombina diminui. Com a
progressdo da doencga, a LV néo tratada pode causar grave sangramento devido a
trombocitopenia. Além disso, a diminuigdo dos leucdcitos faz com que os pacientes
com LV se comportem como imunossuprimidos e infec¢gdes bacterianas acabam
sendo causa de morte nesses pacientes (NYLEN; KUMAR, 2012).
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FIGURA 5: Paciente crianga com LV.

Fonte: BRASIL, MS 2006

2.4 METODOS DIAGNOSTICOS DA LV

Os métodos parasitoldégicos (observagdo na microscopia ou cultura) sao
considerados como o padrao—ouro ja que constata a presenca do parasita, mas a
utilizacdo de métodos de coleta invasivos é uma limitacdo dos mesmos (BABIKER,
2007). Mesmo assim, é indiscutivel que a especificidade deste teste é alta, mas a

sensibilidade varia dependendo do tipo de amostra, ou seja, 90-93% em aspirado
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esplénico; 53-86% em medula 6ssea e, 53-65% em linfonodos (CHAPUIS et al.,
2007).

Considerando o diagnostico através dos meétodos sorologicos, o teste de
Aglutinacédo Direta (DAT) e os que utilizam o antigeno recombinante rK39 sdo os
mais utilizados na pratica clinica nos servicos de saude. Estudos de Meta-analise
verificaram sensibilidades e especificidades semelhantes em ambos os testes,
sendo sensibilidade variando de 94-95% e especificidade de 86-91% (CHAPUIS et
al., 2007; CHAPUIS et al., 2006; SUNDAR et al., 2010; MAIA; GUILHEM; FREITAS,
2008; COTA et al., 2017). Ja nos pacientes com HIV o desempenho destes testes
diminui significativamente, variando sua sensibilidade de 66 a 100% e especificidade
de 67 a 96,2%. Em geral, sdo métodos simples, ndo invasivos e sensiveis. No
entanto, ndo conseguem distinguir infecgbes passadas e, além disso, deve-se
considerar que nos pacientes imunossuprimidos a concentracido de anticorpos é
baixa gerando assim resultado falso-negativo (SUNDAR et al., 1998; ZIJLSTRAT et
al., 2001; ABBASS et al., 2015).

Os métodos moleculares que se utilizam da técnica de Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR), mostram-se com bom desempenho tanto no diagndstico quanto
ao monitoramento e ao seguimento de pacientes co-infectados, principalmente, no
acompanhamento da eficacia da terapia e em casos de recidivas (ANTINORI et al.,
2007). No entanto, seu desempenho depende de fatores inerentes ao protocolo de
extracdo de DNA, tipos de iniciadores, genes alvos, tipos de amostras e tipo de
“‘primer” utilizados (MOLINA et al., 2003; RUITER et al., 2014; ORSINI et al., 2012).

Silva et al. (2013) afirma que os testes de imunoensaios tém limitagbes. O
indirect fluorescent antibody test (IFAT) tem baixa especificidade, apresenta reacdes
cruzadas, e requer pessoal treinado. O DAT tem boa sensibilidade e especificidade,
e €& caracterizado por um melhor desempenho do que o IFAT, mas requer
equipamentos, como placas de microtitulacdo e micropipetas, profissionais bem
treinados e controles de qualidade regulares (CHAPPUIS et al., 2007).

O teste imunocromatografico rK39 é considerado um método excelente para
aplicacdo de campo, mas mostra reatividade cruzada com malaria, febre tiféide e
tuberculose (CHAPPUIS et al., 2006).

O teste de aglutinagdo de latex (KAtex) foi introduzido pela Kalon Biological
Ltd para a detecgdo de Leishmania antigenos na urina de pacientes afetados com

LV ativa. Em alguns estudos, este teste mostrou sensibilidade de 68-100% e
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especificidade de aproximadamente 64-100% (SALAM et al., 2011; SUNDAR et al.,
2005). KAtex teve melhor desempenho do que qualquer outro teste sorolégico. No
entanto, alguns resultados negativos para KAtex podem ser encontrados nos casos
de baixa parasitemia, o que representa uma limitagdo deste teste no que diz respeito
a deteccao de baixos niveis de antigenos para Leishmania na urina (SALAM et al.,
2011).

O ensaio kKDNA PCR se mostra uma técnica util quando o sangue periférico &
utilizado. Diferentes resultados foram obtidos utilizando diferentes iniciadores de
kDNA PCR em amostras de sangue periférico, e identificando o DNA de Leishmania
sp em portadores assintomaticos e co-infectados (ALONSO et al.,, 2010;
SRIVASTAVA et al., 2011; COTA et al., 2014; COTA et al.,, 2017; ORSINI et al.,
2012). Segundo Riera et al. (2004), é possivel diagnosticar infecgado para VL / HIV
varias semanas antes do aparecimento clinico da doenca.

Segundo Ruiter et al. (2014) ha importancia e necessidade de conhecer a
eficiéncia destes testes moleculares frente a deteccdo de LV em pacientes com HIV/
AIDS em protocolos definidos. As pesquisas tentam identificar outros métodos
indiretos que mantenham boa especificidade e sensibilidade, que ndo possuam
carater invasivo e que possam fornecer outras informacdes relevantes tal qual
prognostico (DE PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015).

Diagnésticos baseados em métodos de biologia molecular sdo muito
promissores, tanto em imunocompetentes quanto em infectados pelo HIV. Em geral,
eles tém grande sensibilidade e especificidade e podem ser realizados com uma
variedade de amostras: medula d&ssea, linfonodos, bago e sangue periférico
(LINDOSO et al., 2018; LIMA et al., 2017). Reagao de cadeia de Polimerase (PCR) é
o principal método, com grande sensibilidade e especificidade. Desempenho da
PCR depende das amostras e primers usados para amplificar sequéncias de DNA
(LIMA et al., 2017). A amplificagdo de regides de kDNA parece ser uma boa opgao

e, provavelmente, o DNA alvo mais sensivel (LINDOSO et al., 2018).

Nenhum dos métodos diagndsticos, tanto parasitologicos diretos como
soroldgicos, ndo se mostraram eficientes para controle de resposta ao tratamento e
de cura. Assim, ndo podem ser utilizados como critério para suspensio precoce do

tratamento evitando assim complicagdes associadas (LACHAUD et al., 2001).
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Nessa lacuna metodoldgica os testes moleculares, mais especificos, possuem
um potencial tedrico de quantificagcdo parasitaria por determinados métodos que
porventura podem representar associagado diagndstica com o desfecho clinico (DE
PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015).

2.5 TRATAMENTO

O panorama de drogas disponiveis para LV é limitada aos antimoniais
(estibogluconato de sodio [SSG] e antimoniato de meglumina [MA]), paromomicina
(PM), miltefosina oral (MF), e anfotericina B, esta ultima em duas formulacbes, a
forma de desoxicolato livre e formulacdes lipidicas, com anfotericina B lipossomal
(LAB) entre as mais recentes (ALVES et al 2018).

Os tratamentos de LV progrediram muito nos ultimos 15 anos. As opgdes de
tratamento passaram de uma dependéncia de monoterapia com antimoniato para o
desenvolvimento de novos tratamentos, incluindo diferentes formulagdes lipidicas de
anfotericina B, a droga oral MF, e PM injetavel (ALVES et al 2018; CHAPPIUS et al
2007; SUNDAR et al 2000).

Nos ultimos anos, dados clinicos mostraram que o mesmo medicamento e o
regime de dosagem pode ndo ter a mesma eficacia, dependendo da area geografica
de uso. Além disso, as particularidades das populagdes de pacientes, como genética
e caracteristicas antropométricas, estado imunologico e também o contexto social e
epidemioldgico, pode influenciar o resultado (RIJAL et al 2003; ALVES et al 2018;
THAKUR et al 1999). Apesar das melhorias alcangadas na ultima década no
desenvolvimento de novos medicamentos, a necessidade de uma terapia inovadora
que seja segura e possa ser implantado em areas remotas onde ocorre LV, de
preferéncia com eficacia pangeografica, € muito necessario. Além disso, as
caracteristicas de cada medicamento podem determinar quais devem ser escolhidos
no nivel individual ou no coletivo de uso (WHO 2005).

Na Ameérica Latina, a terapia de primeira linha € o MA por 20 a 30 dias, com
base nas diretrizes da OMS. Um grande ensaio clinico multicéntrico randomizado foi
patrocinado pelo Ministério da Saude do Brasil (MS) para avaliar a segurancga e
eficacia dos tratamentos recomendados de anfotericina B desoxicolato (1 mg / kg /
dia i.v. por 14 dias), LAB (3 mg / kg / dia i.v. por 7 dias, dose total de 21 mg / kg), e
uma combinagao de LAB (10 mg / kg em uma dose unica i.v.) e MA (20mg Sb5 / kg /

dia i.v. por 10 dias) em comparagdo com o tratamento de primeira linha de MA (20
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mg Sb5 / kg / dia i.v. por 20 dias). O objetivo final era fornecer ao Ministério da
Saude evidéncias para orientar a mudanca de politica publica (ROMERO et al 2017).

A partir dos dados de seguranga obtidos na analise deste ensaio, uma
mudanca de politica foi implementada, com LAB substituindo anfotericina B
desoxicolato como tratamento de segunda linha, devido a alta toxicidade deste
ultimo. As taxas de eficacia em 6 meses foram de 77,5% para MA, 87,2% para LAB
e 83,9% para LAB-MA. No entanto, LAB era mais seguro do que os dois bragos
envolvendo MA. Com base nesses resultados, o Ministério da Saude esta avaliando
uma nova mudanga na politica publica de tratamento de LV para que LAB seja o
tratamento de primeira linha no Brasil e MA o tratamento de segunda linha
(ROMERQO et al 2017; BORGES et al 2017).

No Brasil, as op¢des de tratamento sdo muito limitadas. MA permanece por
enquanto o tratamento de primeira linha, apesar de seu perfil altamente todxico,
causando descontinuacdo em mais de 10% dos casos em tratamento (SILVEIRA et
al 2015). Embora n&o tenha sido estabelecida, a toxicidade antimonial pode ser um
dos fatores associados a alta taxa de mortalidade no Brasil, uma das mais altas do
mundo (MARTINS-MELO at al 2014).

A LAB é a segunda linha tratamento e tem amplas indicagdes, utilizada em
pelo menos 30% dos casos de LV. Além disso, os pacientes que nio toleram MA
devem ser transferidos para LAB, aumentando seu uso para mais de 40% dos
pacientes com LV no pais. Uma analise de custo-efetividade das opcdes de
tratamento poderia fornecer informagdes adicionais para informar a tomada de
decisao (CARNIELLI et al 2014).

Uma potencial utilidade da MF para o tratamento da LV no Brasil ainda nao
esta clara. Um ensaio clinico para avaliar a eficacia e seguranga de MF foi realizado
em 2005 em Teresina e Montes Claros, embora nunca tenha sido publicado,
mostraram eficacia insatisfatoria de 43% em 6 meses em pacientes tratados com 2,5
mg / kg / dia por 28 dias e de 67% em pacientes tratados com o mesmo regime por
42 dias, o que resultou no encerramento antecipado do estudo. Esta menor taxa de
cura observada no Brasil em comparagdo com os resultados obtidos na india pode
ser atribuida a uma menor suscetibilidade das espécies de parasitas da LV no Brasil
(CARNIELLI et al 2014).



25

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Descrigao do perfil clinico-laboratorial de pacientes com leishmaniose visceral
em regido hiperendémica do nordeste brasileiro.

3.2 Objetivos especificos

a) Descrever as caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes com LV;

b) Realizar quantificagcdo da carga parasitaria através de qPCR dos pacientes
com LV nas seguintes situagdes: pré tratamento, pds tratamento, 3 meses
apos final do tratamento e 6 meses apds final do tratamento.

c) Verificar a aplicabilidade da quantificagdo da carga parasitaria determinada
por gPCR no monitoramento de recidiva clinica;

4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Area de estudo
O estudo foi realizado na macrorregiao de Petrolina - PE e Juazeiro - BA,

localizada na Mesorregido do Rio Sdo Francisco (IBGE, 2010).

Populagao de estudo e periodo de referéncia

O estudo foi desenvolvido com pessoas encaminhadas pelos servigos do
Programa de Atencao Primaria a Saude e pela Vigilancia Epidemilégica dos estados
de Pernambuco e Bahia, na regido que compreende os municipios pertencentes a
mesorregido do Vale do Sdo Francisco e foram atendidas no ambulatorio de
infectologia da Prefeitura de Petrolina (SEINPe) bem como pessoas atendidas no
Hospital de Alta Complexidade da Rede de Atencdo a Saude Pernambuco / Bahia,
Hospital Universitario — UNIVASF, sintomaticas para Leishmaniose Visceral. Foram
entrevistadas todas as pessoas atendidas na unidade hospitalar (em consultorio
meédico com cadeiras e macas apropriadas respeitando a privacidade e conforto do
paciente no momento da realizagdo da entrevista e coleta de amostras), e no

ambulatério do estudo (que € consultério médico com cadeiras e macas apropriadas
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para realizagao da entrevista e coleta das amostras, de modo a garantir a seguranga
e privacidade dos participantes, sigilo e confidencialidade das informagdes colhidas),
de ambos os sexos, com idade igual ou maior que 18 anos que aceitarem participar
da pesquisa e que, através de critérios de inclusdo, se enquadrem no estudo
(FIGURA 6).

FIGURA 6. Fluxograma de atendimento dos casos de LV.

(+)

Desenho de estudo

Foi realizado estudo de série de casos, visando incluir casos novos ja
identificados de infecgdo por Leishmania bem como o seguimento dessas pessoas
durante o tratamento hospitalar e/ou ambulatorial com o seguimento ambulatorial por

um periodo nao inferior a seis meses.

Amostra

A amostra foi composta por pacientes confirmados de LV na Macrorregido de
Petrolina-PE e Juazeiro-BA segundo MS 2019, e foram incluidos em um grupo de
estudo onde verificaremos os critérios de gravidade e indicagdo de tratamento
medicamentoso segundo o manual de recomendagdes clinicas para o tratamento de
Leishmaniose Visceral do Ministério da Saude (MS) de 2016 que estabelece o uso
da anfotericina B lipossomal para pacientes com critérios de gravidade (que foram
descritos abaixo) e Antimoniato Pentavalente para os pacientes sem critérios de
gravidade. Os pacientes incluidos no estudo apresentaram quadro clinico-
laboratorial suspeito de LV que preencherem os critérios de selecdo e inclusao

constantes deste protocolo, que fizeram a leitura do Termo de Consentimento Livre
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e Esclarecido e, que apds aceitarem participar do estudo, registrarem seu aceite

através da assinatura do Consentimento Livre e Esclarecido.

Protocolo de investigagao de Leishmaniose Visceral

Avaliagao epidemioldgica e clinica

As seguintes informagdes foram obtidas na entrevista com as pessoas e
registradas em formulario préprio, bem como através de revisdo de prontuario
médico apds autorizacao prévia do TCLE: procedéncia (cidade onde mora), cor da
pele; antecedentes médicos (diagndstico de patologias cronicas e/ou em
tratamento), co-infegdo com HIV e Hepatite C, data de nascimento e idade (em
anos); sexo; presenca e tempo de febre; astenia, sangramentos, desconforto
abdominal, diarréia, perda de peso; se ja fez uso de anfotericina B ou Glucantime;
presenca € mensuragao (em centimetros) de hepatomegalia (medido através de fita
meétrica a partir do rebordo costal direto na linha hemi-clavicular direita) ou
esplenomegalia (medido através de fita métrica a partir do rebordo costal esquerdo
na linha hemi-clavicular esquerda); palidez cutanea; lesbes em pele ou mucosa.

Avaliagao laboratorial

Contagem dos ultimos 30 dias de leucocitos, neutrofilos e linfocitos;
hemoglobina, plaquetas, AST, ALT, Fosfatase alcalina, GGT, ureia, creatinina;
albumina sérica, bilirrubina, globulina, sédio, potassio, TP, INR, anti-HIV, anti-HCV.
Todos estes exames citados anteriormente foram realizados por todos os pacientes
atendidos e incluidos no projeto de pesquisa e seus resultados impressos foram
entregues ao paciente. A coleta do PCR foi realizada pré tratamento da LV, pos-
tratamento, 3 e 6 meses apds o tratamento farmacoldgico respectivamente.

Diagnéstico de LV

Aspirado _de Medula Ossea: Realizado por médico hematologista com

experiéncia na coleta de aspirado medular. A coleta foi realizada preferencialmente
na crista iliaca posterior ou no manubio esternal sob anestesia local com Lidocaina
2% por via subcutédnea a critério do médico e da pessoa a ser submetida ao
procedimento. Apos aspirado foi realizado esfregaco em lamina para posterior
coloragdo com método Giemsa e analise citologica por dois hematologistas

individualmente. Este exame é realizado na rotina do diagnéstico de LV, portanto, foi
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realizado independentemente dos pacientes serem incluidos ou ndo nesse projeto

de pesquisa.

Teste de imunocromatografia: utilizando o rK39 (rK39) - O teste rapido

utilizara uma membrana (inBios, Seattle, WA, USA) como suporte para o antigeno
rk39 e uma gota de soro na base da membrana, sendo absorvido, e acrescenta-se
trés gotas de tampéao de teste. Essa mistura entdo migra pela membrana por agéo
capilar. Apos 10 minutos surge uma linha vermelha superior indicando a presencga
de IgG (controle), o que valida o kit. O aparecimento de outra linha vermelha abaixo
indicara a presencga de IgG anti-rK39, sendo considerado nesse caso um resultado
positivo. Este exame é realizado na rotina do diagndstico de LV, portanto, foi
realizado independentemente de os pacientes serem incluidos ou n&o nesse projeto

de pesquisa.

gPCR: a quantificacdo da carga parasitaria foi realizada através de PCR em
tempo real utilizando sondas TagMan (Thermo Fisher) seguindo o protocolo de
Dantas-Torres et al. (2017). O DNA genbmico foi obtido através de sangue total
utilizando a técnica de salting out adaptada de Miller (1988). Os ensaios foram
realizados por PCR em tempo real Line Gene (Bioer Technology, China) no Instituto
Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ/Recife. Este exame nao € realizado na rotina do
diagnéstico de LV, portanto, somente foi realizado nos pacientes incluidos nesse
projeto de pesquisa. A carga parasitaria por qPCR foi realizada nos seguintes
tempos: pré-tratamento (T,), pds-tratamento (T+), 3 meses (T,), e 6 meses (T3) pos-

tratamento.

Critérios de inclusao

Idade igual ou maior que 18 anos, ter suspeita clinico-laboratorial de
Leishmaniose Visceral definida por febre associada a citopenias (anemia e/ou,
leucopenia e/ou plaquetopenia) e/ou visceromegalias (hepatomegalia e/ou

esplenomegalia).

Critérios de Exclusao
Foram excluidos do projeto de pesquisa os pacientes que nao realizaram as

coletas de PCR para LV durante execucao do estudo.
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Estratégia de operacionalizagao da pesquisa

As pessoas atendidas no ambulatério de infectologia da Prefeitura de
Petrolina-PE e Hospital Universitario — UNIVASF (que aceitaram participar da
pesquisa e assinaram o Consentimento Livre e Esclarecido foram submetidas a
exames de triagem para LV com testes soroldgicos para pesquisa de anticorpos
(rk39 e/ou Aspirado de Medula Ossea).

Depois de verificado que atendem aos critérios de inclusdo da pesquisa,
foram esclarecidos sobre a finalidade do estudo, por meio do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Depois dos esclarecimentos que se fizeram
necessarios, a pessoa usuaria foi convidada a assinar o Consentimento Livre e
Esclarecido.

Uma vez autorizada a pesquisa pela pessoa, o pesquisador aplicou o roteiro
padronizado do questionario e buscou dados no prontuario médico. Na sequéncia, o
préprio pesquisador responsavel, foi realizado aspirado de medula éssea (em sala
apropriada no ambulatério de infectologia de Petrolina ou na sala de procedimentos
do HU/UNIVASF) pelo médico hematologista colaborador com coleta de 4ml de
medula 6ssea em tubo com EDTA para PCR e esfregago em lamina para analise
citolégica. Posteriormente o pesquisador disponibilizou ao entrevistado tubos
plasticos, identificado com o nome, e/ou o numero do registro do prontuario
hospitalar e orientou sobre a realizagdo de uma pungéo venosa periférica, seguindo
as normas de biosseguranga. Dois tubos foram usados para coleta de amostras de
sangue, cada um com capacidade para 5mL, sendo um deles seco (para sorologias)
e outro com EDTA (para PCR), onde foram coletados 4mL de sangue para cada
tubo.

O material coletado (sangue e medula) foi acondicionado em caixa térmica
sob refrigeragéo e foi enviado, no mesmo dia da coleta, Laboratorio de Microbiologia
e Imunologia Animal da UNIVASF em Petrolina para a realizagdo dos exames
soroldgicos e o PCR foi enviado para realizagdo no Instituto Aggeu Magalhaes
(Fiocruz - Recife). Os resultados estavam disponiveis em cerca de cinco dias. Foram
enviadas duas copias impressas e assinadas dos laudos aos locais de origem, uma
para a pessoa e outra anexada ao prontuario dela. Além da pessoa, o médico(a)

assistente foi informado(a).
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Os casos que apresentaram sintomas clinicos e positividade para exames de
rK39 e/ou mielograma para LV foram encaminhados para tratamento
medicamentoso com Anfotericina B lipossomal 4mg/kg/dia por 5 dias ou com
Antimoniato Pentavalente de meglumina 20mg/kg/dia por 20-30 dias no
HU/UNIVASF ou tratamento ambulatorial.

Definigdo de caso de LV
Foi considerado caso de Leishmaniose Visceral aquele que apresente pelo

menos um dos testes positivo para LV acrescido de quadro clinico compativel.

Definigao de recidiva de LV
Recidiva — recrudescimento da sintomatologia, em até 12 meses apos cura

clinica.

Coleta e analise dos dados

Para todas as pessoas que concordarem em participar da pesquisa foram
aplicados questionarios padrdo, com identificacdo, antecedentes pessoais e
interrogatério  sintomatolégico. Foi realizada uma analise descritiva com

representacdo das meédias, medianas e frequéncias relativas e absolutas.

5 CONSIDERAGOES ETICAS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (CEP/UNIVASF) sob o CAAE:
99849718.2.0000.5196, na data de 25 de fevereiro de 2019.

6 RESULTADOS

Neste estudo, foram incluidos 11 pacientes no presente estudo, sendo 08

pacientes do Estado do Pernambuco (04 procedentes de Petrolina, 01 de Lagoa
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Grande, 01 de Parnamirim, 01 de Cabrobdé e 01 de Trindade), bem como 03
pacientes do estado da Bahia (02 procedentes de Juazeiro, 01 de Sento Sé).
Destes, 3 pacientes (27%) s&o oriundos de zonas urbanas e 8 pacientes (73%) de
zonas rurais dos municipios descritos. Os pacientes foram diagnosticados com LV
principalmente nas unidades hospitalares da macrorregido de Petrolina-PE e
Juazeiro-BA (10 pacientes, cerca de 91% dos casos), apenas 01 foi diagnosticado
inicialmente no ambulatorio de infectologia de Petrolina-PE.

Todos os 11 pacientes incluidos no protocolo da pesquisa realizaram coleta
do PCR para LV nos momentos pré-tratamento e pos-tratamento. Foram realizados
em todos os pacientes pelo menos um exame diagndstico para LV, rK39 (100% dos
pacientes), Mielograma (73% dos pacientes).

Durante o seguimento ambulatorial, 06 pacientes continuaram a realizar as
consultas e exames de seguimento, todos os 06 pacientes realizaram coleta do PCR
para LV no 3° més ap0ds final do tratamento e 05 pacientes realizaram coleta do PCR
para LV no 6° més apos o final do tratamento (TABELA 2). Os 05 pacientes que nao
mantiveram o acompanhamento ambulatorial relataram diversos motivos para o
abandono como baixas condicdes econdbmicas para se deslocarem as consultas
meédicas, outros pacientes relataram quadro de depressio, dependéncia quimica e

alcodlica.

Tabela 2: Acompanhamento da adesao dos pacientes ao longo do estudo.

Paciente Pré- Pos- 3 6
tratamento tratamento meses meses

1 X X X X
2 X X X X
3 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X

7 X X

8 X X

9 X X

10 X X

11 X X

Total 11 11 6 5

Fonte: Dados do Autor



32

Ao analisar as caracteristicas clinicas observamos uma frequéncia
significativamente maior dos casos de LV no sexo masculino com 9 pacientes (82%),
com prevaléncia em pacientes que se identificaram como negros com 5 pacientes
(46%) e média de idade de 43,9 anos (TABELA 3). Os sintomas mais comuns foram
perda de peso identificado em 11 pacientes (100%), astenia em 10 pacientes (91%)
e febre 9 pacientes (81%), porém desconforto abdominal em 7 pacientes (64%),
diarréia 4 pacientes (36%) e sangramentos em 4 pacientes (36%) também foram
relatados. A média de dias de febre até o diagndstico de LV foi de 53 dias, nenhum
dos pacientes foram diagnosticados co-infecgcbes com HIV e/ou Hepatite C. As
principais co-morbidades identificadas foram Hipertensao arterial em 2 pacientes
(18%), diabetes em 2 pacientes (18%), doenca hepatica em 1 paciente (9%) e
doenca cardiaca em 1 paciente (9%).

Em relagdo aos sinais aferidos durante exame fisico: a palidez cutdnea 8
pacientes (73%) e ictericia 6 pacientes (55%) foram os mais prevalentes, tamanho
do figado teve média 5,5 cm e o tamanho do bago 11,2 cm. O tratamento
medicamentoso mais utilizado foi Anfotericina B Lipossomal em 9 pacientes (82%) e
o Antimoniato Pentavalente de Meglumina em 2 pacientes (18%), evidenciando
resposta adequada do tratamento clinicamente curado em 9 pacientes 82% dos
casos, em 1 paciente (9%) foi considerado parcialmente curado e ocorreu 01 ébito
durante esse periodo correspondendo a 9% de mortalidade.

Tabela 3: Caracterizacao clinico-laboratorial dos pacientes com LV incluidos no

estudo.

Variavel Caracter Des
izagao Clinico- vio-padrao
laboratorial
(Média)

(Dados
pré-tratamento)

ldade 43,9 13,5

Sexo 82%:18
% (M:F)

Cor da pele (%)

Branca 3 (27%)
Parda 3 (27%)
Negro 5 (46%)

Febre 9 (82%)

N° de dias 53 23,1
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Astenia 10 (91%)
Desconforto Abdominal 7 (64%)
Sangramentos 4 (36%)
Diarréia 4 (36%)
Perda de Peso 11
(100%)

Co-infecgoes

HIV

HCV 0 (0%)
Co-morbidades 0 (0%)

Hipertenséao Arterial

Diabetes 2 (18%)

Doencga Hepatica 1(9%)

Doencga Cardiaca 2 (18%)
Tamanho do Figado 1(9%) 5,3

5,5¢cm

Tamanho do Bago 11,2 cm 5,2
Ascite 2 (18%)
Ictericia 6 (55%)
Palidez cutanea 8 (73%)
LesbGes de mucosa 2 (18%)
Tratamento

Anfotericina B 9 (82%)
Lipossomal

Antimoniato de 2 (18%)
Meglumina
Resposta ao Tratamento

Curado 9 (82%)

Resposta parcial 1(9%)

Sem resposta 0 (0%)

Obito 1 (9%)

Fonte: Dados do proéprio autor.

Os dados laboratoriais evidenciaram o padrdo de pancitopenia com
predominio de anemia (média da hemoglobina 8,8 mg/dl), leucopenia (média de
leucdcitos 2.570 cel/mm?®) e plaquetopenia (média de plaquetas 90.000 p/mm?3),
aumento das enzimas hepaticas AST, ALT, bilirrubinas, fosfatase alcalina e gama-
GT (exames que caracterizam lesdo hepatica), alargamento dos valores médios de
Tempo de Protrombina, bem como hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia.
Importante observar que os valores médios das medidas de ureia e creatinina (que
determinam lesao renal) foram normais, como também os valores médios de sédio e

potassio séricos que foram normais (TABELA 3).
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Todos os pacientes realizaram pelo menos um exame diagnostico para LV,

onde 75% dos pacientes apresentaram Mielograma positivo para LV e 82% dos

pacientes apresentaram rK39 positivo (TABELA 4).

Tabela 4: Dados Laboratoriais dos pacientes com LV

Variavel Dados Valor de Referéncia
Laboratoriais
Mediana (Min. - Max)
Hemoglobina 8,8 (8,0-10,2) 12,5-15,5¢/dI
Leucocitos 2.570 (800- 4.500-10.000 cél/mm?
Neutrofilos 4.600) 2.610-6.600 cél/mm?3
Linfocitos 1.512 (0-2392) 900-3.000 cél/mm?
Plaquetas 873 (0-1.932) 150 x 10°-450 x 10° p/
90 x 10 (12 x mm?
Uréia 103-313 x 103)
Creatinina 30 (19-131) 10-40 mg/dl
AST 0,7 (0,5-1,6) 0,4-1,3 mg/dl
ALT 88 (10-514) Ate: 54U/L
Bilirrubina Total 51 (28-156) Até 47U/L
Fosfatase 1,9 (0,3-4,6) 0,3-1,2mg/dI
Alcalina 383 (85-1.381) 53-128U/L
Gama-GT 209 (47-1.102) <55U/L
Saddio 136 (123-142) 135-145 mEq/L
Potassio 4,2 (3,4-4,7) 3,9-5,5mEq/L
Albumina 2,3 (1,4-3,5) g,gjég;g:
Globulina 4,5 (1,0-6,5) 2:0_3:09
INR 1,0(0,9-1,5) 10-14 seg.
Tempo de 16,6 (11,9-62,3)
Protrombina
Mielograma
Positivo 6 (75%)
Negativo 2 (25%)
rk39
Positivo 9 (82%)
Negativo 2 (18%)

Fonte: Dados do proéprio autor.

Em relacédo a determinagéo da carga parasitaria por gqPCR kDNA para LV, foi
realizado um recorte dos 6 pacientes que continuaram em acompanhamento clinico
e que dosaram a carga parasitaria nos momentos: pré-tratamento, pés-tratamento, 3

meses apos final do tratamento e 6 meses apods o final do tratamento.
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A Tabela 5 mostra o panorama do recorte dos pacientes em

acompanhamento prospectivo do estudo até o 6° més pds-tratamento de LV.

Tabela 5: Monitorizacdo da carga parasitaria KDNA em pacientes com LV.

N PCR |PCR |PCR |PCR PCR kDNA parasitas/ml
» |ldade|Sexo |Mielograma |rK39* |kDNA |kDNA |KDNA |kDNA T0 T1 T T3
(TO) [(T1) [(T2) [(T3)

1(42 M Pos Pos Pos Pos Neg |Neg 79,5 0,0 0,0 0,0
2|57 F Neg Pos Pos Pos Neg |Neg 0,5 0,1 0,0 0,0
3|51 M - Pos Pos Pos Neg |Neg 2696 |04 0,0 0,0
4|27 M Pos - Pos Pos Neg |Pos 32,4 10,5 0,0 0,1
5149 M - Pos Pos Pos Neg |Pos 1183,8 (0,2 0 0

6|67 M Pos Pos Pos Neg |Pos - 0,8 0,0 471 -

*Pos = Positivo, Neg = Negativo, - = Ndo ha valores disponiveis.
Fonte: o proprio autor.

Podemos evidenciar que todos os pacientes da tabela 4 tiveram resultado de
gPCR para LV positivo pré-tratamento, corroborando com o resultado da pesquisa
de rK39 dos pacientes que realizaram o exame (um dos pacientes avaliados nao
realizou rK39).

Apenas 01 paciente (paciente numero 6) apresentou qPCR negativo logo
apos o tratamento, os outros 05 negativaram o qPCR no 3° més pds tratamento.
Todos os pacientes apresentaram melhora clinica e laboratorial imediatamente pés-
tratamento (PT).

Importante destacar que o paciente numero 6, ao retornar para consulta de
acompanhamento no 3° més PT apresentava quadro de febre, calafrios, astenia,
perda de peso e aumento do volume abdominal. Foi diagnosticado com quadro de
recaida da LV, sendo submetido a novo tratamento com Anfotericina B lipossomal. O
resultado do gqPCR deste paciente no 3° més PT foi novamente positivo, com
quantificacédo de 47,1 parasitos/mL, maior do que identificado na dosagem pré-
tratamento (que foi 0,8 parasitos/mL).

Nos outros 5 pacientes que realizaram coleta do qPCR no 6° més PT,
apresentaram resultado negativo (pacientes 1,2 e 3) e 01 apresentou resultado
positivo (paciente 5). O paciente que apresentou qPCR positivo no 6° més PT estava
assintomatico. Apesar do qPCR positivo, a carga parasitaria foi menor do que a
identificada pré-tratamento.
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Em relacdo ao tratamento medicamentoso, 05 pacientes foram tratados com
anfotericina B lipossomal (pacientes 2,3,4,5,6), e 01 paciente foi tratado com
Antimoniato Pentavalente de Meglumina (paciente 1). 02 pacientes tiveram leséo
renal durante o tratamento (paciente 2 e 4). Todos os 6 pacientes em
acompanhamento foram classificados como LV grave pelos critérios do MS. Nesse
recorte ndo houve nenhum 6bito associado a LV.

No Grafico 1 podemos observar a quantificagdo da carga parasitaria dos 6
pacientes em acompanhamento, foi identificado reducdo significativa na carga
parasitaria em relagcdo as dosagens pré-tratamento e pds-tratamento, bem como
manutengdo de baixas cargas parasitarias nas dosagens subsequentes. Exceto na
dosagem 3° més PT do paciente 6 que apresentou elevagdo da carga parasitaria
provavelmente por conta da recidiva clinica da LV.

O Gréfico 1 foi montado para que se possa visualizar a redugéo da carga
parasitaria ao longo do periodo de acompanhamento dos 6 pacientes onde cada
paciente esta destacado com uma linha do tempo de cor diferente. Nota-se
semelhante ao Grafico 1, a importante reducdo da carga parasitaria a partir da
dosagem PT e mantendo-se apdés os demais meses de acompanhamento.
Novamente, exceto o paciente 6, destacado em linha vermelha que apresentou

elevacgao da carga parasitaria no 3° més PT.
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Gréfico 1: Quantificacdo de parasitas em sangue periférico de 6
pacientes em tratamento para LV no curso do acompanhamento por 6 meses.
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7 DISCUSSAO

Neste estudo, acompanhamos 6 pacientes diagnosticados com LV através da
quantificacdo da carga parasitaria através da detec¢cado de kDNA da L. infantum pela
técnica de gPCR, por um periodo que foi desde o momento pré-tratamento da LV
até 6 meses apos o término do tratamento medicamentoso. Foram incluidos no total
11 pacientes, porém 5 destes perderam seguimento clinico, realizando apenas
coleta de carga parasitaria nos momentos pré e pos-tratamento.

Na analise das caracteristicas clinicas dos pacientes com LV, nosso estudo
identificou uma frequéncia maior dos casos de LV no sexo masculino (82%), com
prevaléncia em pacientes que se identificaram como negros (46%) e mediana de
idade de 43,9 anos. Simao et al. (2020), mostrou predominancia dos casos de LV
em pessoas do sexo masculino 63%, com faixa etaria de maior frequéncia entre 20 a
59 anos (40,1%), onde 46,9% se consideram afro-brasileiros. Ja Cota et al. (2017),
em seu estudo com pacientes que tiveram diagndstico de LV e co-infectados LV-
HIV, mostrou frequéncia maior dos casos no sexo masculino (88%), na faixa etaria

predominante de 31 a 52 anos. Hossain et al. (2017), em seu estudo em Bangladesh
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evidenciou uma freqiéncia menor entre os casos do sexo masculino (60%), numa

faixa etaria entre 20 a 31 anos.

As principais co-morbidades identificadas no nosso estudo foram: hipertensao
arterial (18%), diabetes (18%), doenca hepatica (9%) e doenca cardiaca (9%).
Simao et al. (2020) mostrou como co-morbidades principais: doenga cardiaca
(2,1%), doenga pulmonar (2,6%), co-infeccdo com HIV (9,6%), diabetes (1,4%).

Em relac&o aos sinais e sintomas pesquisados, nos destacamos: febre (82%)
com média de 53 dias, astenia (91%), perda de peso (100%), palidez cutéanea (73%)
e ictericia (55%), tamanho do figado teve média 5,5 cm e o tamanho do bago 11,2
cm, corroborando com os achados de Aoun et al. (2009).

O tratamento medicamentoso mais utilizado nesta pesquisa foi Anfotericina B
Lipossomal (82%) e o Antimoniato Pentavalente de Meglumina (18%), evidenciando
resposta adequada do tratamento com paciente clinicamente curado em 82% dos
casos, em 9% os pacientes foram considerados parcialmente curados e ocorreu 1
obito durante esse periodo correspondendo a 9% de mortalidade.

Pizzuto et al. (2001) evidenciou sinais e sintomas clinicos: febre (100%),
anemia (66,6%), esplenomegalia (62,3%), hepatomegalia (58,3%). Enquanto Sim&o
et al. (2020) demonstrou resultados semelhantes nos sintomas clinicos: ictericia
(5,8%), hepatomegalia (73%), esplenomegalia (75,3%), palidez (53%), bem como
em relacdo aos medicamentos utilizados para tratamento: anfotericina B
desoxicolato (3,9%), anfotericina B lipossomal (75,8%), antimoniato de Meglumina
(20,3%).

Nossos dados laboratoriais evidenciaram o padrdo de pancitopenia com
predominio de anemia (mediana da hemoglobina 8,8 mg/dl), leucopenia (mediana de
leucdcitos 2.570 cel/mm? ) e plaquetopenia (mediana de plaquetas 90.000 p/mm?3),
aumento das enzimas hepaticas AST, ALT, bilirrubinas, fosfatase alcalina e gama-
GT (exames que caracterizam lesdo hepatica) que vem a ser confirmados nos
resultados apresentados por Bossolasco et al. (2003) e Salam et al. (2010), bem
como hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia.

Importante observar que os valores médios das medidas de uréia e creatinina
(que determinam les&o renal) foram normais tanto no nosso estudo como no estudo
de Simao et al. (2020).
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Durante o nosso estudo identificamos recidiva em 1 paciente dos 6
acompanhados, que corresponde a 16,6% dos casos, o paciente em questédo
apresentava lesédo renal crénica como co-morbidade. Aoun et al. (2009) em seu
estudo de acompanhamento longitudinal de carga parasitaria por qPCR de 46
pacientes na Tunisia, evidenciou recidiva em apenas 1 caso apés 7 meses do
tratamento.

Bossolasco et al. (2013) em seu estudo de carga parasitaria por PCR para LV
e acompanhamento pos tratamento com 25 pacientes co-infectados com LV-HIV,
evidenciou que 7 pacientes apresentaram recidiva poés tratamento de LV, 3
pacientes apos 268 dias do tratamento e 4 pacientes apds 78 dias do tratamento (os
4 pacientes ndo estavam realizando profilaxia secundaria para LV). O autor
observou que a persisténcia de carga parasitaria para LV esta relacionada a alto
risco de recidiva da doenca, independente da resposta clinica ao tratamento.

Cota et al. (2017) em seu estudo de acompanhamento de pacientes co-
infectados LV-HIV evidenciou recidiva em 16 dos 32 pacientes do estudo, sendo que
dois ter¢cos dos casos de recidiva ocorreram nos 6 primeiros meses de seguimento.
O autor relata que em pacientes imunocompetentes o clareamento da carga
parasitaria € rapido e mantido apdés o inicio da terapia medicamentosa. Seus
achados estdo de acordo com os dados apresentados por Pizzuto et al. (2001), onde
observaram que a persisténcia da carga parasitaria para LV (kDNA) em sangue
periférico é preditor de recidiva clinica nos meses de seguimento.

Segundo Siméo et al. (2020), em seu estudo de acompanhamento de 571
pacientes diagnosticados e tratados com sucesso para LV em um Hospital Estadual
da cidade de Bauru-SP, a taxa de recidiva foi 6,8%, nos pacientes que obtiveram
sucesso no tratamento apresentaram média de 6 meses para recidiva dos casos. O
principal fator identificado nos casos de recidiva foi a co-infecgdo com HIV com
23,7% dos casos de recidiva em seu estudo.

Na avaliacao clinico-laboratorial do paciente do nosso estudo que apresentou
recidiva, ele apresentou leucopenia com linfopenia, alteragao de transaminases ALT
com 2 vezes o valor de referéncia pré tratamento, ferritina persistentemente elevada
(pré-tratamento 1.487 — poés tratamento 1.529). Importante notar que avaliamos o
hemograma pré-tratamento dos 11 pacientes incluidos no estudo com caracteristica

marcante de linfopenia (mediana de linfocitos 873 cél/mm?), autores com estudos
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semelhantes como Simao et al. (2020) e Pourabas et al. (2013) ndo citam a
contagem de linfécitos como variavel laboratorial analisada.

Khatun et al. (2017), no seu estudo com 26 pacientes com LV foi para
determinar se o0 qPCR pode ser usado para diagnostico e compara-lo aos métodos
aspirado esplénico, cultura para LV, aspirado de medula éssea com microscopia
direta e o teste imunoldgico rK39. Esse estudo mostrou sensibilidade de 98,08% e
especificidade de 100% em todas as amostras analisadas. Em conclusao,
identificacdo de Leishmania sp em amostras de medula 6ssea ou aspiragao
esplénica poderia ser substituido pela detecgdo em sangue periférico para do
complexo circulante de L. donovani por PCR sem comprometer a eficiéncia
diagnostica de LV em Bangladesh.

No nosso estudo todos os 11 pacientes incluidos no estudo apresentaram
PCR para LV positivo pré-tratamento, enquanto o rK39 apresentou 2 resultados
negativos. Maurya et al. (2005) destaca a importancia do PCR para LV como método
diagnéstico de grande acuracia, outros estudos mostram que o PCR para LV em
sangue periférico pode ser utilizado como método diagndstico de exceléncia e
menos invasivo do que, por exemplo, submeter o paciente a realizar aspirado de
medula éssea para mielograma (POURABAS et al., 2013; KHATUN et al., 2017)

Molina et al. (2003) cita que as técnicas de biologia molecular tém se
mostrado valiosas para o diagnostico de LV e que sua realizagao esta cada vez mais
simples apresentando alta sensibilidade e especificidade.

Semelhante ao desenho do nosso estudo de acompanhamento longitudinal
de carga parasitaria através de dosagem kDNA de LV, Pourabas et al. (2013)
realizou estudo com 21 pacientes do Iran com diagnéstico de LV através de
sintomas clinicos e testes como IFI e rK39, onde foi realizada dosagem de carga
parasitaria para LV através de detecgdo de KDNA nos intervalos pré-tratamento,
durante o tratamento e 90 dias ap6s o tratamento.

Pourabas et al. (2013) observou na fase pré-tratamento: todos os 21
pacientes apresentaram carga pararitaria positiva de KDNA, a carga parasitaria nao
teve relagcao com titulagdo de anticorpos, tempo de febre ou idade dos pacientes.
Neste estudo também identificamos em todos os 11 pacientes na fase pré-
tratamento PCR para LV positivo, apresentando maior sensibilidade para diagnostico

do que rK39 onde 2 pacientes tiveram resultados negativos.
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Nos 6 pacientes acompanhados no momento pods-tratamento, 5 ainda
apresentaram PCR positivo pds-tratamento, contudo somente 16,6% pacientes
apresentaram mais de 1 parasita/mL na dosagem da carga parasitaria. Pourabas et
al. (2013) mostrou que no pos-tratamento: dosado no 28° dia pds tratamento obteve
menos de 1 parasita/mL em 95% dos pacientes tratados, no 90° dia pés tratamento
todos os pacientes apresentaram carga parasitaria menor que 1 parasita/mL. 1
paciente apresentou recaida no dia 135 pdos-tratamento.

Aoun et al. (2009) e Pourabas et al. (2013) ainda sugerem que sejam
estabelecido ponto de corte na carga parasitaria para ser usado como método
diagnéstico para LV, seria maior que 1 a 3 parasita/mL de ponto de corte. Sudarshan
et al. (2015) e Lachaud et al. (2000) afirmam que o gPCR apresenta alta
sensibilidade principalmente para detectar precocemente infeccdo em pacientes
assintomaticos. Em nosso estudo todos os pacientes apresentaram algum sintoma
relacionados a LV, portanto ndo podemos extrapolar o nosso estudo para pacientes
assintomaticos, porém identificamos que como acompanhamento de pacientes ja
tratados para LV pode ser um marcador importante para recidiva clinica da LV e/ou
falha terapéutica.

Sudarshan et al. (2011), em seu estudo na india com 46 pacientes
diagnosticados com LV foi determinado a carga parasitaria através de kDNA de
Leishmania que foram tratados com Anfotericina B lipossomal e Anfotericina B
complexo lipidico para determinar eficacia do tratamento com essas drogas durante
o acompanhamento desses pacientes no periodo de 6 meses. O autor dosou a
carga parasitaria nos dias 0, 3, 5, 7 e 30 dias, bem como 6 meses apos o
tratamento.

Neste estudo foi demonstrada a utilidade de gPCR na determinacdo de uma
associagao entre carga parasitaria e sintomas clinicos em pacientes em tratamento
para LV. No diagndstico, carga parasitaria no sangue periférico se correlacionou
significativamente com o aspirado esplénico.

Assim como nosso estudo, Salam et al. (2010) e Sudarshan et al. (2011)
analisaram a cinética do parasita em termos de carga antes tratamento e em
diferentes intervalos de tempo apdés a administragdo do medicamento a fim de
observar a eliminagao do parasita, e concluiu que monitorar a carga do parasita por
gPCR pode indicar cura completa ou deteccdo precoce do tratamento falha ou

recaida.
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O ressurgimento de parasitemia e, mais importante, o aumento da carga
parasitaria esta correlacionada com recaidas clinicas (PIZZUTO et al.,, 2001,
SUDARSHAN et al., 2015; SALAM et al., 2010). Estudos anteriores com LV em
pacientes imunocomprometidos indicam que uma recaida clinica esta associada a
um certo nivel de parasitemia, e estima-se que um aumento acima de 10 parasitas/

mL de sangue percebe uma recaida clinica (SUDARSHAN et al., 2015).

8 CONCLUSAO

Evidenciamos maior prevaléncia em pacientes do sexo masculino (86%) e cor
da pele negra (46%), média de idade de 43,9 anos. Exames laboratoriais mostraram
pancitopenia, predominancia de linfopenia, lesdo hepatica, hipoalbuminemia e
hipergamaglobulinemia.

Em ultima analise, no presente estudo a carga parasitaria foi <1 parasita/mL
em 84,4% dos pacientes logo apos o tratamento. Trés meses apds o tratamento, 5
pacientes apresentaram PCR negativo carga parasitaria <1 parasita/mL, um unico
paciente apresentou PCR positivo no 3° més PT e carga parasitaria >1 parasita/mL
(sendo este o paciente que recidivou clinicamente).

A quantificacdo da carga de Leishmania por PCR em tempo real também
pode servir como um método confiavel, rapido e menos invasivo para o diagnostico
de LV e um método confiavel para monitoramento da resposta ao tratamento
medicamentoso em pacientes imunocompetentes. Assim como a monitorizaciao da
carga parasitaria por gqPCR pode identificar quadro de recidiva da LV mesmo que o
paciente ndo apresente sintomas clinicos naquele momento, corroborando com os
estudos de Pizzuto et al. (2001), Sudarshan et al. (2015), Hossain et al. (2017) e
Salam et al. (2010).

A determinagédo de carga parasitaria por KDNA de Leshmania por técnica de
gPCR tem se mostrado, através de diversos estudos clinicos apresentados nesta
pesquisa, uma ferramenta substancialmente importante para o diagnéstico,
acompanhamento e como possivel preditor de quadros de recidiva da LV e falhas
associadas ao tratamento.

Além de que a quantificagdo da carga parasitaria pode ser realizada através

de sangue periférico, o que torna o procedimento menos invasivo e mais simples do



43

ponto de vista de coleta do que o método tradicional de aspirado de medula 6ssea
ou aspirado esplénico.

Em comparagdo com exames imunoldégicos, como o rK39, evidenciamos
superioridade no que diz respeito ao diagnostico de pacientes com sintomas clinicos
de LV, tendo a vantagem de poder ser utilizado para acompanhamento desses
doentes tanto pré-tratamento quanto em dosagem de acompanhamento pos-
tratamento.

Devemos salientar as dificuldades em se realizar um estudo clinico
prospectivo de acompanhamento por longo periodo, onde tivemos desisténcias
substanciais de 5 participantes do estudo que, na maioria das vezes, relataram
dificuldades so6cio-econémicas para continuarem com o acompanhamento clinico.

Entendemos que a realizacdo de gqPCR requer investimentos em novas
tecnologias laboratoriais em saude e que o custo inicial por vezes é elevado, mas
também ressaltamos o quanto esse tipo de investimento pode impactar nas
estratégias de diagnostico e tratamento de doencas negligenciadas que assolam
NOSSo pais.

Apresentamos uma série de casos clinicos em acompanhamento prospectivo,
que apesar do numero pequeno de participantes na pesquisa pode tragar um
paralelo singular com outros estudos clinicos mais robustos tanto nacionais como
internacionais, para que possamos fazer uso de uma ferramenta eficaz no

diagndéstico e monitoramento da LV na regido Sub-médio do Vale do S&o Francisco.
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Determinagdo de fatores associados a diminuigdo da carga parasitaria em pacientes
com Leishmaniose visceral

Data (coleta): | ! ! | Prontuaric HU: CINPe: Cidade:

Mome completo:

Qual a data do seu nascimentio !
Ocupagao: Escolaridade (anos de estudaj: | Estadao Ciwvil:
Sexo: | 1. Masc. 2. Fem. |Corde pele: 1. Branca 2. Parda 3. Negro 4.ndic 5. Outro [
Cidade/Estado (mora) Telefone | ( 1
Febre: 1. Sim 2. Nio Tempo da febre (dias):
Sintomatologia: |
1. Astenia 3. Sangramenfios 5. Perda de peso
2. Desconforto abdominal 4. Diarréia G.0utros:
Co-infecgoes: 1. HIV: Sim [ ) Nao( )
Ja teve diagnastico de LV? 1. Sim 2. Mao
Quantas vezes? | ]
Fez uso de Anfotericina B elou Glucantime? 1. Sim 2. N30
Tabagismo: [ 1. Munca fumou 2. Ex-fumante 3. Fumante [
Investigagdo clinica.
Alem da LV existe outra doenca. 1. Sim 2. Mao 8. N3o sabe
Se sim, qual a outra doenga que o (a) senhor (a) tem ou teve.
1. Hipertensdo 2. Diabetes 3. Ouira:
Exame fisico
Peso: [guilo, gramas) [ Altura: {mietro, centimetro)
A {mmHg}
Abdome:
Hepatimetriacm): HAscite: 1. Sim 2. Nio
Esplemometrialem): Dor abdominal: 1. Sim 2. N3o

Aparelho Cardiovascular:

Aparelho Respiratonio:

Pele/Mucosas:
Ictericia: 1. Sim 2. N3o Palidez Cutanea: 1. Sim 2. Nio Lesoes de Mucosa: 1. Sim 2. Nio

Exames Laboratoriais

Hemoglobina: (! _J§ ) Hematodcrito: /I JVGM: " § ) Leucometria : L rr )
Neutrofilos - (/I )linfocitos - (4 ! }yPlaguetas : A

Ma: {75 YK |

Ferntina: { / f ) PCR: (& & ) WVHE: T

TP: (4§ ) INR: [/ ¢ )} Albumina: (/! ) Proteinas Totais : A
Globulina: [

AST: T N | ALT: Pl ) = { £ f ) BT /7 4 ) BD BI:
GGT: s ) FA: 4 f ) Anti-HIV: /4 )y Amti-HCW ; R e

Urgia: (I !}  Creatinina: i T

Mielograma:

ri.30{teste rapido): A

Elisa rk3g: ; Lo+

Regime de tratamento

[ ) Antimoniate de Meglumina | } Anfotericina B desoxicolato { ) Anfotericina B complexo lipidico
[ ) Anfotericina B lipossomal

Resposta ac tratamento:

Observagoes:

ENTREVISTADOR:
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Abstract

We report a case of visceral leishmaniasis (VL)/HIV coinfection in a patient
undergoing regular antiretroviral therapy and treatment with thalidomide for erythema
nodosum leprosum. He presented at a health service with high fever, chills, asthenia,
pale skin, lower limb edema, hepatomegaly, and splenomegaly. VL was confirmed by
direct examination, serological and molecular tests. Serum levels of Th1/Th2
cytokines were measured. The patient began treatment with liposomal amphotericin
B, with good clinical response; however, VL recurred six months later. Treatment was
reinitiated, maintaining secondary prophylaxis with liposomal amphotericin B. The
patient showed clinical improvement with important recovery of CD4+ T lymphocyte

count.

Introduction
Visceral leishmaniasis (VL) is an infectious parasitic disease with worldwide
distribution; 90% of cases are concentrated in India, Sudan, Nepal, and Brazil. The
World Health Organization estimates that there are between 200,000 and 400,000
cases of VL and 20,000 to 40,000 deaths due to VL annually.?
It is estimated that approximately one third of people infected with HIV
around the world live in areas at a high risk of transmission of VL, and an increase in

the number of cases of VL-HIV coinfection has been reported in 35 countries.?* In
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Brazil, changes in the distribution of cases of HIV and VL, related both to an increase
in the number of cases of HIV in rural areas in the interior of the country and to the
urbanization of cases of VL, have elevated the risk of coinfection.?*

The municipality of Petrolina, located in the state of Pernambuco, in the
Northeast Region of Brazil, has undergone an intense process of immigration in
recent years, motivated by the expansion of fruit production in the region. In
conjunction with a lack of health infrastructure and basic sanitation, this disordered
growth has contributed to an increase in the incidence of diverse neglected infectious
diseases in the region, such as VL and leprosy.>® Co-occurrence of these diseases,
coupled with immunosuppression caused by HIV, has contributed to the appearance
of atypical clinical pictures that require cautious investigation.

In this case report, we describe a severe case of VL in a patient with HIV
infection who was also undergoing treatment for erythema nodosum secondary to

lepromatous leprosy.

Case Report

On October 11, 2017, a 40-year-old male patient was attended at the
municipal health service in Petrolina, Pernambuco, Brazil with 30-day-history of high
fever, chills, asthenia, and weight loss. Clinical examination revealed pale skin, lower
limb edema, and increased abdominal volume due to hepatomegaly and
splenomegaly. Laboratory tests revealed pancytopenia and renal dysfunction. The
patient had been followed by the service since 2014, for the treatment of HIV
infection, with regular use of tenofovir/lamivudine/efavirenz. At the time, his exams

showed CD4+ T lymphocyte count of 14 cells/mm? and viral load of < 40 copies. The
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patient also had erythema nodosum leprosum, and he had been undergoing
treatment with thalidomide 100 mg daily and prednisone 20 mg daily since 2015.

The patient was hospitalized, and diagnosis proceeded with chest
radiography, which showed no changes, abdominal ultrasound, showing
hepatomegaly and splenomegaly, negative blood cultures, and negative urine
culture. Microscopic examination of bone marrow aspirate revealed the presence of
numerous amastigote structures compatible with Leishmania, on the other hand,
immunochromatographic test (rK39) showed negative result. Then, samples were
sent to the Aggeu Magalhées Institute (IAM)/FIOCRUZ (Recife, PE) for serological
and molecular analysis, which demonstrated positive ELISA (rK39) for
antileishmanial antibodies, positive direct agglutination test (DAT) for VL (1:51,200),
positive urinary antigen for VL (KAtex) (+++) and positive gPCR.

Quantification of serum levels of the cytokines IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4,
and IL-2 was performed by multiplex fluorescent bead immunoassay (CBA, BD-
Biosciences, San Jose, CA, USA). The IL-10, and IL-6 levels were 7.75 pg/mL, 10.58
pg/mL, and 1.32 pg/mL, respectively. IFN-y, TNF-a, IL-4, and IL-2 were not detected
(Figure 1).

The patient began treatment with liposomal amphotericin B 4mg/kg daily for 5
days, showing good clinical response, with no fever on the second day of treatment.
Physical examination during treatment revealed reduction in the size of the liver and
spleen. The patient also showed laboratory improvement, with progressive increase
in leukocytes and platelets. The patient was subsequently discharged for outpatient
follow-up. During this period, the patient did not undergo secondary prophylaxis with

liposomal amphotericin B 4mg/kg every 15 days, and VL recurred approximately 6
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months after the first treatment, with the patient again presenting fever, chills,
asthenia, weight loss, and worsened hepatosplenomegaly.

The patient was hospitalized again in April 2018; a new bone marrow
aspirate was performed, revealing the presence of numerous amastigote structures
compatible with Leishmania. Liposomal amphotericin B 4mg/kg daily was reinitiated
for 5 days, and the patient once more evolved with good clinical and laboratorial
response.

Six months after the last treatment for VL, the patient was clinically cured,
undergoing secondary prophylaxis with liposomal amphotericin B 4 mg/kg every 15
days, in order to prevent recurrence of the disease. The patient currently shows
important recovery in CD4+ T lymphocyte count (144 cells/mm?®), maintaining
undetectable viral load.

Two years after the first treatment, the patient presents undetectable levels of
IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-4, and IL-2. Serum levels of IL-6 are almost undetectable
(1.17 pg/mL).

A summary of the patient’s timeline is shown in Figure 2.

Discussion

We have reported a case of VL-HIV coinfection in a hyperendemic area for VL
and leprosy; the patient was undergoing ART and receiving immunosuppressive

medications for treatment of erythema nodosum secondary to multibacillary leprosy.

In the reported case, the patient presented a typical clinical picture of visceral
leishmaniasis with presence of high parasite load by direct examination. In patients

with VL-HIV coinfection, clinical presentation may be similar to that in
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immunocompetent patients. However, as patients with coinfection have some
specific immunological characteristics, their clinical manifestations may differ from
those of patients who are not infected with HIV, making diagnosis challenging, due to
similarities with other opportunistic infections.” In addition, elevated parasite load is a
common finding in coinfected patients, due to compromised immune system

(reduced monocyte and macrophage function) and stimulation of viral replication.®*

Serological tests for antibodies normally show low performance for VL/HIV
coinfected patients. Freire et al. (2019)° demonstrated that, among serological tests
available in Brazil for diagnosing VL, DAT showed the highest sensitivity in
individuals with coinfection, and immunochromatographic assay (IT LEISH, rk39)
showed sensitivity of only 63.2%. Leishmania urine antigen tests using KAtex and
detection of parasitic DNA using molecular biology have shown good performance
both in patients with VL alone and in those with VL-HIV coinfection.=2 In this case
report, only immunochromatographic assay (rK39), which is recommended by the
Brazilian Ministry of Health for diagnosis of VL, showed a negative result. This
underscores the importance of implementing, in addition to immunochromatographic
assay, other tests with higher sensitivity for diagnosing VL in patients with

coinfection.

It is well-known that cytokines play a role in pathogenesis and hosts resistance
of VL. In this case report, serum levels of IFN-y, TNF-a, IL-4 and IL-2 were
undetectable before and after treatment. The patient did, on the other hand, express
IL-10 and IL-6 before treatment, but only IL-6 remained detectable after treatment.
Our results are in line with a previous study that found significantly high serum levels

of IL-10, IL-6 and IFN-y, while TNF-a, IL-2, and IL-4 were minimal in Indian patients
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with VL. Upon treatment, significant decrement in IL-10 and IL-6 levels were
observed, however, the level of IL-6 remained significantly elevated in comparison
with controls.* In addition, Caldas et al. (2005)> observed that IL-10 and IFN-y

circulating levels dropped dramatically 30 days after treatment.

It is important to highlight that the results found in the present case report
cannot be directly compared with previous studies in patients with VL only. Here, we
have a patient with VL and AIDS undergoing immunosuppressive treatment for
erythema nodosum leprosum. Therefore, this could explain, at least in part, the
absence of expression of other cytokines, such as IFN-y, which is produced mainly
by activated CD4 and CD8 T cells.’® In addition, lack of IFN-y may be related to the

presence of elevated levels of IL-10, its main suppressor.'

The lack of IFN-y may have contributed to the disease's progression in the
case described here. IFN-y is a key cytokine involved in host protection, it is
responsible for skewing Th1 response and stimulate the macrophages to produce
reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) for oxidative killing of
intracellular amastigotes.’” Accordingly, a recent study showed that asymptomatic
immune responders for Leishmania had high levels of IFN-y among HIV +

individuals, reinforcing the role of this cytokine in the resolution of the infection.®

In leishmaniasis pathogenesis, IL-10 plays a substantial role by causing the
downregulation of Th1 response, macrophage activation and antigen presentation by
dendritic cells (DCs).” Furthermore, IL-10 inhibits the leishmanicidal functions of
macrophages by diminishing the production of reactive nitrogen intermediates by
macrophages, IFN-y by T and natural killer (NK) cells, and IL-12 mediated activation

of macrophages.””? In a murine model of VL, overexpression of IL-10 during the
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initial phase of infection led to higher disease susceptibility due to decreased
multifunctional CD4 T cells. In addition, the severity of VL in human has been
associated with increased levels of IL-10 in serum as well as tissue lesions.?*%
Similarly, IL-6 has been associated with disease severity and death in patients with

VL.24’25

In individuals with VL-HIV coinfection, the chance of recurrence of VL is five
times greater than in individuals without coinfection.? The high rate of recurrence may
be associated with the inability to control replication of parasites due to an ineffective
immune response mediated by Leishmania-specific lymphocytes, resulting from
immunodeficiency caused by HIV.% In the reported case, the patient showed clinical
worsening six months after treatment of VL, as he did not follow up with secondary
prophylaxis. The establishment of secondary prophylaxis in these patients would,

thus, be of fundamental importance.
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Figure legends

Figure 1. Serum levels (pg/mL) of IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4, and IL-2 in a
patient with Visceral Leishmaniasis/HIV coinfection before and after treatment with

liposomal amphotericin B.
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Figure 2. Patient timeline showing diagnosis time, CD4 counts and therapy

scheme.
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uso de medicagio que compromete a imunidade; falha terapéutica ao antimonial pentavalente ou a outros

medicamentos utilizados para o tratamento da LV gestantes”.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo cbrigatdria:

5. O TCLE foi reformulado, atendendo as pendéncias pontuadas mo parecer anterier. Mo entanto, foi
solicitado observar a necessidade da inclusdo da forma de mitigagde dos riscos que serSo rescritos
conforme solicitagio 4. O pesquisador informouw na pagina 26 e Z7 do projeto gue: “porém todas as etapas
do procedimento como coleta de sangue, sera realizado por profissional
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habilitado, com larga experiéncia na realizagdo desses procedimentos, a coleta serd feita em =ala de
procedimentos elou consultéric médico com acomodagdes apropriadas e posicionamento favoravel para
coleta de sangue, utilizando material adequado e padronizade, resultando em menor desconforto e dor ao
paciente” . “Lembrando que todas as etapas do procedimento, desde a coleta de sangue e de medula
ossea, sera realizade por profissional habilitado, com larga experiéncia na realizagio desses procedimentos,
a coleta sera feita em sala de procedimentes e/ou consulidric médice com acomodagies apropriadas e
posicionamento favoravel para cada tipo de coleta wtilizando material adequado e padronizado, resultando
em menor desconforio e possibilidade de eventos nio desejados ao paciente”. “Em caso de ocorrer
qualguer dos efeitos adversos descritos acima, havera solicitacdo de avaliagdo médica para averiguar as
medidas necessarias a serem tomadas. Os pacientes que necessitarem de atendimento hospitalar serdo
transportados por meio de ambulincia do Servigo Atendimento Médico de Urgéncia do municipio de

Petrolina”.

Recomendagbes:

6. Recomendamos aprovacdo do projeto de pesquisa.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

7. O projeto foi comrigido e atende aos aspectos éficos de protecio aos participantes da pesquisa.
Consideragdes Finais a critério do CEP:

E com satisfagdo gue informamos formalmente a V2. 5. que o projeto "Determinacdo de fatores associados
a diminuigdo da carga parasitaria em pacientes com Leishmanicse visceral” foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da UNIVASF. A partir de agora, portanto, o vosso projeto pode dar inicio a fase
pratica ou experimental. Informamos ainda que no prazo maximo de 1 {um) ano a contar desta data devera

ser enviado a este comité um relatdrio sucinio sobre o andamento da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquiva Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_F | 24012019 Aceito
do Projeto ROJETC 1211416 pdf 18:54:08
TCLE / Termos de | TCLE docx 24/01/2019 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
Assentimento [/ 18:52:57 | Camno
Justificativa de
Auséncia
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Cwitros Carta_Resposta_ CEP_Samuel_Ricarte | 09/01/2019 [SAMUEL RICARTE Aceito
2.pdf 22:41:25 [DE AQUIND
Projeto Detalhado ! | Projeto_CEP_Samuel_Ricarte_Carta_R | 08/01/2018 [SAMUEL RICARTE Aceito
Brochura esposta_2 docx 22:39:22 DE AQUING
Hnvestigador
Folha de Rosto folharosto_pdf 03/12/2018 |Rodngo Feliciano do | Aceito
15:45:23 [ Cammno
Orgamento Crrcamento_Samuel. pdf 29/02/2018 | SAMUEL RICARTE Aceito
17:58:38  |DE AQUIND
Declaragao de DECLARACAO DE_COMPROMISSO_ ( 28082/2018 (SAMUEL RICARTE Aceito
Fesquisadores DO _PESQUISADOR_RESPONSAVEL_ 20028011 DE AQUINO
RODRIGO FELICIANO DO CARMO.p
Declaracio de termo_de_confidencialidade Samuel Ri| 28/02/2018 [SAMUEL RICARTE Aceito
FPesguisadores carte de Aguino.pdf 20:24:10 DE AQUING
Declaragdo da TERMO_DE_CONFIDENCIALIDADE_E | 28M02/2018 |SAMUEL RICARTE Aceito
FPesquisadores _SIGILO_RODRIGO_FELICIANDG_DO_ 20:23:48 |DE AQUIND
CARMO. pdf
Declaracio da termo_de_confidencialidade de lucys | 280082/2018 [SAMUEL RICARTE Aceito
|Pesguisadores Flavio Bezerma Diniz pdf 20:22:31 DE AQUIND
Declaracdo de carta_de_anuencia_HU_UNIVASF pdf 28/02/2018 | SAMUEL RICARTE Aceito
Instituigac e 20:21:51 DE AQUING
Infraestrutura
Declaragao de carta_de_anuencia_da_prefeitura_petrol| 28/08/2018 [SAMUEL RICARTE Aceito
Instituigdo & ina_pdf 20:21:27 | DE AQUIND
Infraestrutura

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagac da COMEP:

Mao

FETROLINA, 25 de Fevereiro de 2012

Assinado por:

Luciana Duccini
(Coordenador(a))
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