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RESUMO

A LV é aforma das leishmanioses mais associadas a infec¢ao pelo HIV. O diagnéstico
da LV em pessoas com HIV é dificultado, com maior frequéncia de resultados falso-
negativos. Marcadores biolégicos podem ter grande utilidade, com potencial para
prever reativagdes da LV, guiar profilaxia pds-tratamento, ou ainda avaliar resposta
terapéutica. Para o controle da LV é determinante a identificagcdo dos casos de
coinfecg¢ao LV-HIV em uma area endémica, além da identificacao de outros potenciais
meios de transmissdo. Dessa maneira, idealizamos este projeto de pesquisa em
etapas: 1) discussao sobre a via sexual como potencial risco para transmissao da LV,
2) identificagdo de casos de LV em pessoas com HIV em uma area endémica; 3)
avaliagcao da citometria de fluxo como ferramenta complementar para o diagndstico
da LV em HIV positivos; e 4) andlise de citocinas nos coinfectados LV-HIV.
Identificamos a via sexual como potencial meio de transmissao em humanos, sendo
ja confirmada em animais como caes. A prevaléncia encontrada da coinfec¢ao LV-
HIV assintomatica foi de 9,11% (44/483). A citometria de fluxo mostrou boa
sensibilidade para diagnostico da LV em HIV positivos (sendo superior inclusive a
métodos soroldgicos utilizados na pratica clinica), e se mostrando uma potencial
ferramenta diagndstica nessa populagédo. No grupo LV-HIV sintomatico encontramos
niveis aumentados de IL-17A e de IL-6. Nao houve diferenca nos niveis das citocinas
avaliadas entre individuos LV-HIV assintomaticos e os controles saudaveis. Sao
necessarios estudos de seguimento desses pacientes coinfectados para que esses
resultados possam ser melhor avaliados e correlacionados com achados clinicos,
tratamento e desfecho.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; HIV; coinfeccao.
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Biosciences and Biotechnology in Health) — Aggeu Magalhdes Institute, Fiocruz,
Recife, 2021.

ABSTRACT

VL is the form of leishmaniasis most associated with HIV infection. When in coinfection
with HIV, VL is more severe, with a lower cure rate and with a higher relapses rate
when compared to cases in HIV-negative patients. The diagnosis of VL in HIV-positive
individuals is also difficult, with a higher frequency of false-negative results. Biological
markers might be useful, potentially predicting VL reactivations, guiding post-treatment
prophylaxis, or even assessing therapeutic response. To detect VL-HIV coinfection
cases in a VL endemic area, to identify other possible means of transmission, and to
search new diagnostic tools are crucial aiming the control of VL. Thus, we designed
this project in some stages: 1) discussion about the potential risk of sexual
transmission of VL; 2) identification of VL cases in HIV-positive individuals in an
endemic area; 3) evaluation of flow cytometry as a complementary tool for the
diagnosis of VL in HIV-positive individuals; and 4) cytokine analysis in VL-HIV
coinfected individuals. We identified sexual intercourse as a potential way of
transmission of VL in humans, which has already been confirmed in animals such as
dogs. We found a prevalence of 9.11% (44/483) of asymptomatic VL-HIV coinfection
cases. Flow cytometry has shown good sensitivity for diagnosing VL in HIV-positive
patients (being superior to serological methods used in clinical practice), and proving
to be a potential diagnostic tool in this population. In the symptomatic VL-HIV group
we found increased levels of IL-17A and IL-6. There was no difference in cytokine
levels evaluated between asymptomatic, VL-HIV and healthy controls. Follow-up
studies of coinfected patients are necessary. Thereby, these results can be better
evaluated and correlated with clinical findings, treatment options and outcome.

Keywords: visceral leishmaniasis; HIV; coinfection.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

LISTA DE ILUSTRAGCOES

Esquema grafico do ciclo de vida da Leishmania nas

YA 01121 (o= 1= TP RUPRUPRPRN

Distribuicdo mundial de casos de LV no ano de

Distribuicdo dos casos de LV no mundo, por espécie............

Casos de LV entre 2010 e 2019 em Pernambuco por

macrorregiao de residéncia.............ccccevvvvieiiiiiiiiee e,

Numero estimado de pessoas com HIV no ano de 2016 por
regido da OMS..... ...

Casos de coinfecgao LV-HIV em Pernambuco entre 2010 e

2019 por macrorregiao de residéncia.............cccceevvvvevvvnncnennn.

Algumas das citocinas envolvidas na imunopatogénese da

18

19

20

21

22

26

35



AEC
AIDS
ALT
AST
CBA
CD4
DAT
DNA
Fiocruz
HIV
IAM
IBGE
IFAT

IFN

kDNA
LV
MIG

MmRNA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Antes da era comum

Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
Alanino aminotransferase

Aspartato aminotransferase

Cytometric Bead Array

Cluster of differentiation Linfocito T CD4+
Teste de Aglutinacao Direta

Acido desoxirribonucleico

Fundacao Oswaldo Cruz

Virus da imunodeficiéncia humana
Instituto Aggeu Magalhaes

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Imunofluorescéncia indireta

Interferon

Imunoglobulina G

Interleucina

Oxido nitrico sintetase

Proteina-10 induzida por interferon gama
Regido espacadora interna transcrita ribossémica
Espacador interno transcrito 1

Janus tirosina cinase

DNA repetitivo do cinetoplasto
Leishmaniose visceral

Monocina induzida por interferon gama

Acido ribonucleico mensageiro



NK

OMS

PCR
PVHIV
rK39-ELISA
rK39-ICT
ROS

SAE
SINAN
SSU rRNA
SUS
TARV
TGF-b

Th

TLR

TNF

Células natural killers

Organizagao Mundial da Saude

Reacao em cadeia da polimerase

Pessoa vivendo com o virus da imunodeficiéncia humana
Ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica rK39

Teste rapido imunocromatografico rkK39

Espécies reativas de oxigénio

Servigo de Assisténcia Especializada em HIV/AIDS
Sistema nacional de agravos de notificagéo

RNA ribossdmico de subunidade pequena

Sistema Unico de Saude

Terapia antirretroviral

Fator de crescimento beta

T helper

Receptor toll like

Fator de necrose tumoral



SUMARIO

1 INTRODUGAO ......eoeieeeieeeieneeese e saesee e sss e ssssessssessssessessssesssssssesessssenssssnssssnsnsensns 13
2 REVISAO DE LITERATURAL.......ocoiecteisictcsse e sessessessessssssssssessssssssssssssssssssnssssans 16
2.1 Leishmaniose VISCeral .......ccuuuuiiiiiiiiiiiiiiiisses s s s s s s s s s s e s s s nnnnnnsssssnns 16
2.1.1 Agente etiolOGICO € VEION ........uuiiiiiiiiiiiiiiii et 17
2.1.2 EPIAEMIOIOIA .....ccoieiiiieee ettt a e e e e e e e 18
22HIVIAIDS ... rr e e e e e e s s s s e s s e s s asmmmmnnne e s e e e e e e e e e e e eeenannnnnn 21
2.2.1 Resposta imune na infecga@o pelo HIV..........ooormiiiiii 23
2.3 CoinfecGao LV-HIV.......... s 24
2.3.1 Apresentacao clinica e classificacdodaLVem PVHIV.............ccccoeeiiiiiinnnnnn. 26
2.3.2 Diagnostico laboratorial da LV em PVHIV ..., 27
2.3.2.1 EXames iMUNOIOGICOS ...ttt 27
2.3.2.2 EXAMES MOIECUIAIES .............ccceeeeeeeeeeeeee ettt 30
2.3.2.3 Exame parasitOIOQICO .............cccuuueeiiieeeeeeeeeee e 31
2.3.3 Tratamento da LV em PVHIV ... 32
2.3.4 Imunopatogénese da coinfecgao LV-HIV ... 34
S UUSTIFICATIVA .....ceemeeecer e e e e e e e e s e s s s s e e ammmmmnnn e e s e e e e e e e e e e e eeannnnnnan 40
4 OBJETIVO GERAL .......coo oo ccccssssssssnnee e s s s s e s s e s s e e s s s s s s s s s smmmmmnn s s n e s e e e e e e s 41
4.1 Objetivos eSpecCifiCoS.......ccciiiiiiiiiieeerr 41
5 IMETODO ......cciucureieueassseseesssssesesssssssesssssse st as s st as s st st s s st st s sssnssesssansnenes 42
5.1 Referente ao objetivo especifico A.........ccocciiimri e 42
5.2 Referente ao objetivo especifico B.........ccccciiimmminiii s 42
5.2.1 Desenho do €StUdO..........ooiiiiiiiiiee e ———————— 42
V22248 ooz e [ I =13 (U o o 1N PPPPRPRRR 42
5.2.3 POPUIAGA0 € @MOSIIa.......cooveiiiiiiiiieee e 42
5.2.4 Protocolo de investigagao de Leishmaniose Visceral.............cccoovvvvvvviiiinnnnnnnnn. 43
5.2.4.1 Avaliagdo epidemiolOQiCa ..............ooeeeeemeeeeeieeeeeee ettt 43
LN B ANVZ |- Tor= To o | (o= I 43

5.2.4.3 AvaliaGao 1aboratorial ...................coeeeeemmeeeieeeee et 44



5.2.4.4 Diagnostico laboratorial de LV ... 44

5.2.5 Andlise estatistica dos dados ........ccccoviiiiiiiiiiiiie s 47
5.3 Referente ao objetivo especifico C.........ccccciiiiimrirr s 47
5.3.1 Desenho, local, populac@o € amostra ..........ccooeeeiiiiiiiiiiiiiece e 47
SIRC IV o (o) (o ToTo] [ Jo [T 0 T=T=To [ U] 1= PSP 48
5.3.2.1 DiagnOStiCO Aa LV.........ccooeeeeeeeee e 48
5.3.2.2 Teste de imunofluorescéncia indireta (IFAT) ..........coooemeeeiiieiiiiiieeee 48
B.B.2.3ELISA.... ettt naaaas 49
5.3.2.4 Citometria d@ fIUXO.........cccceeeeeeeeeeeeeeeeee ettt a e e e 49
5.3.3 Andlise estatistiCa...........cooeiiiiiiiici - 50
5.4 Referente ao objetivo especifico D........cccccciiiimmmiimiir s 51
5.4.1 Desenho, local, populagdo € amostra .............oooevviiiiiiiiiiiiie e 51
5.4.2 Protocolo de avaliagao laboratorial...............ooovriiiiiiiiiiii e 51
5.4.3 Andlise estatistica doS dadOS ........cccceiiiiiiiiiiiiie s 52
6 CONSIDERAGOES ETICAS.......coeceeeereeereeeeenssesesssssesessssesessssssessssssssssssassssssas 53
T ARTIGOS ...t r e s e s s s s s s s s s e ssmmmsn s e e e e e e e e e e e e e eeeeeesanann s nnnnnnnnnn 54

7.1 Artigo 1: Sexual transmission of visceral leishmaniasis: a neglected story55

7.2. Artigo 2: Asymptomatic Leishmania infection in HIV-positive outpatients on

antiretroviral therapy in Pernambuco, Brazil ..., 59

7.3 Artigo 3: A flow cytometry-based serological assay to detect visceral

leishmaniasis in HIV-infected patients ... 71

7.4 Artigo 4: Comparison of cytokine profile of symptomatic and asymptomatic

HIV-Leishmania coinfected individuals from a VL-endemic area....................... 80
8 CONCLUSOES .......occuiererecessssessessssesessssssse e st ssssse s se s sssss s ssssnenes 97
REFERENCIAS .......cootiuiertriesasesesessssesese s ssssess s ssss st s s s st st s s s st s s sssnssessssassnenes 99
APENDICE A — TCLE (ObBjJEtiVo B).....coceurueeeeerereeesseeesssesesssasesssssesssssssssssssasaes 112
APENDICE B — QUESTIONARIO (Objetivo B) ........ccceeeuereeerreeeseessseseesssesesssssaenes 114

APENDICE C — TCLE (ODJEtIVO D)...eeveveeeereeereeseeesesssesesesesessssssesesessssasessessseasens 118



13

1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é a forma clinica das leishmanioses mais
associada a infecgéo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (CARVALHO et
al., 2013). Causada pelos parasitas Leishmania infantum e L. donovani, a LV é
classificada como uma doenga oportunista (MARLIER et al., 1999). Pessoas vivendo
com o HIV (PVHIV) residentes em areas endémicas para LV estdo sob risco mais
elevado para adquirir essa doenga quando comparadas aquelas negativas para o HIV
(ALVAR et al., 2008). Ressalta-se ainda o risco de pior prognostico da LV nos casos
de coinfecgédo com o HIV (ALVAR et al., 2008; FAUCHER; PIARROUX, 2011).

Quando nao diagnosticada e tratada, a LV é fatal (VAN GRIENSVEN; DIRO,
2012). Ainda que exista uma variedade de testes diagnosticos, esses séo limitados.
Por isso é recomendada a associagdo de testes, objetivando o aumento na
sensibilidade do diagnéstico (COTA et al.,, 2013b). Especialmente nas PVHIV, o
diagndstico da LV é dificultado pelo impacto que o virus exerce na resposta imune
delas e pela caracteristica do parasita de permanecer de forma intracelular — e em
muitos casos infectando 6rgaos néo tipicos, como intestino e pulmbes (DIRO et al.,
2015a). Isso se reflete também em aumento no risco de letalidade nessas pessoas
coinfectadas com LV e HIV devido ao atraso no diagnéstico (DRIEMEIER et al., 2015).

Outra consequéncia do n&o diagndstico de LV nas PVHIV é o potencial desses
individuos coinfectados passarem a carregar os parasitas de forma “silenciosa”,
facilitando a manutencgéo do ciclo de transmiss&o da LV onde residem (MOLINA et al.,
2020). Em outras palavras, as PVHIV coinfectadas com LV podem algumas vezes se
manterem assintomaticas, porém apresentando parasitas circulantes em niveis
infectantes para o inseto vetor. Esse € um dos fatores que poderiam dificultar o
sucesso de programas de eliminagao da LV, principalmente em seus estagios finais.
Dessa forma, a testagem para LV nas PVHIV é determinante para a identificacdo de
casos assintomaticos/latentes de LV e deveria ser rotina nos servigos de saude,
especialmente nas areas endémicas para LV. Ainda outra preocupagao em relagao
ao controle e eliminagao da LV é sobre as vias de transmissao da doenga. Além da
maneira mais conhecida, através da picada de insetos vetores (fleb6tomos), discute-

se o risco da transmissao vertical e ainda através de transfusdes sanguineas. Um
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outro potencial meio de transmissao, através de relagdes sexuais, deveria receber

também atencéo.

A identificacdo de portadores assintomaticos de LV entre PVHIV, entretanto,
nao é suficiente para o controle e a erradicagao da LV, e pode pouco impactar na
economia de recursos financeiros em saude e na reducio da letalidade. Por outro
lado, a pesquisa por marcadores biolégicos que funcionem como preditores de
reativagao de LV latente, por marcadores que sinalizem riscos de maior gravidade e
pior progndstico na LV ativa, e por marcadores que possam guiar de forma segura os
critérios de alta hospitalar e de profilaxia secundaria, poderiam ser determinantes.
Teriamos entdo: 1) o beneficio individual, com redugdo de morbimortalidade e
letalidade; e 2) o beneficio coletivo, com menor custo a saude publica (menos
internamentos ou menor tempo de hospitalizacdo, menor uso de medicamentos e

menor risco para efeitos adversos).

Tanto a Leishmania quando o HIV, ao infectarem células dendriticas e
macrofagos, impactam negativamente o processamento e na apresentagdo de
antigenos. Essa relagédo entre os dois patégenos, descrita como simbidtica, altera a
resposta imunomodulatoéria favorecendo a replicagédo de ambos (OKWOR; UZONNA,
2013). Nos coinfectados LV-HIV sao observados indices mais baixos de curada LV e
maiores taxas de reativacao e de letalidade da LV quando comparados aos individuos
HIV-negativos (CASADO et al., 2015). Para que haja o controle da infeccéo pela
Leishmania, o hospedeiro depende de uma pronta resposta imune celular,
principalmente das células T (ADRIAENSEN et al., 2018; IBARRA-MENESES et al.,
2016). Por outro lado, a infecgcao pelo HIV leva uma importante redugdo nessa
resposta — mais especificamente pela destruicdo de linfécitos T CD4+ (VIDYA
VIJAYAN et al., 2017). Esse comportamento justifica a classificagdo da LV como uma

infeccao oportunista.

Até o momento ndo ha consenso sobre biomarcadores que possam predizer
de forma segura a evolugédo dos casos de LV (cura, obito, laténcia etc). Citocinas,
moléculas produzidas por linfécitos e que atuam na resposta imune e na inflamacéo,
sdo alguns dos marcadores estudados para essa finalidade. E essa foi a nossa opgao
para este projeto de pesquisa, com a dosagem de niveis séricos de algumas citocinas

em casos de coinfecgao LV-HIV.
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Este projeto de doutorado foi executado em quatro etapas. Na primeira,
discutimos, através de uma revisdo narrativa, a possibilidade da transmissao da LV
por via sexual. Na segunda, realizamos um estudo de transversal para identificar
casos de coinfecgédo LV-HIV através da testagem para LV em pessoas HIV-positivas
acompanhadas em um ambulatoério especializado para o atendimento de casos de
HIV no municipio de Petrolina, Pernambuco, estimando assim a prevaléncia na area
de estudo. Na terceira etapa avaliamos o uso da citometria de fluxo para o diagndstico
da LV em pessoas com HIV a partir da detecg¢ao de anticorpos anti-Leishmania nesses
pacientes. Por fim, a partir dos casos identificados de coinfeccado LV-HIV procedemos
a dosagem de algumas citocinas dos perfis Th1, Th2 e Th17, comparando os niveis

dessas citocinas com entre sintomaticos e assintomaticos.

Esperamos, assim, contribuir com conhecimento sobre novas formas de
transmissao, possiveis novas ferramentas para diagndstico, além de contribuir com
dados epidemioldgicos e laboratoriais relacionados a coinfecgdo LV-HIV em
Pernambuco. Com isso, poder auxiliar politicas publicas que visam o controle e
erradicagao da LV neste estado, e ser o inicio para novos projetos de pesquisa nessa

area.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Dividimos a revisao de literatura em trés partes, trazendo separadamente a
leishmaniose visceral, em seguida o HIV, e por ultimo a coinfecgao leishmaniose

visceral e HIV.
2.1 Leishmaniose visceral

As leishmanioses sao algumas das doengas mais antigas que se tem registro.
O género Leishmania provavelmente evoluiu na era mesozoica (252-66 milhdes de
anos atras) antes do rompimento do supercontinente Pangeia. O primeiro fossil de um
parasita similar a Leishmania foi encontrado em uma fémea de uma extinta espécie
de flebdétomo (Palaeomyia burmitis) preservada em ambar e datado de 100 milhdes
de anos (STEVERDING, 2017).

E relatada infeccéo por Leishmania donovani no Egito Antigo por volta do ano
2.000 antes da era comum (AEC). Acido desoxirribonucleico (DNA) mitocondrial de
Leishmania foi encontrado através de um estudo paleoparasitolégico em mumias
egipcias de uma tumba da época do Médio Império, localizadas a oeste da cidade de
Tebas. Através de sequenciamento genético foi possivel identificar que se tratava de
Leishmania donovani (AKHOUNDI et al.,, 2016). A leishmaniose também é
mencionada no Papiro Ebers, um dos tratados médicos mais antigos e importantes
que se conhece, escrito no Egito antigo e datado do ano de 1.500 AEC
(STEVERDING, 2017).

Nao existem relatos confiaveis de descricdo da LV anterior ao século XIX. O
primeiro surto da doenca foi descrito no ano de 1824 e ocorreu na india, em uma
localidade proxima a Bengal (GIBSON, 1983). Relatada como kala-azar, termo hindi
cunhado no final do século XIX e que significa “febre preta” (ou ainda “febre fatal”, pois
kala também tem esse significado em hindi) por conta da coloragao acinzentada da
pele de pessoas acometidas pela doenga (SAKKAS; GARTZONIKA; LEVIDIOTOU,
2016; STEVERDING, 2017).
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2.1.1 Agente etiolégico e vetor

O parasita Leishmania pertence ao reino protista. Tem como classe a
Kinetoplastida, subclasse Metakinetoplastina. E da ordem Trypanosomatida, da
familia Trypanosomatidae e subfamilia Leishmaniinae, chegando ao género
Leishmania. As espécies de Leishmania sao heteroxénicas — ou seja, sdo capazes de
colonizar dois hospedeiros. Eles vivem nos fagocitos do sistema reticulo-endotelial de
mamiferos e no trato intestinal de flebotomineos (AKHOUNDI et al., 2016). O género
Leishmania possui alguns subgéneros, sendo o Viannia e o Leishmania, os quais
parasitam mamiferos, os de maior importancia na saude publica uma vez que séo os
agentes causadores da leishmaniose cutanea e da leishmaniose visceral em humanos
e em outros animais (CUPOLILLO et al., 2000).

As espécies de Leishmania de mamiferos exibem uma distribuicdo mundial.
Elas estao presentes em areas tropicais e subtropicais, incluindo América do Norte,
Central e do Sul. Também estdo presentes em localidades que margeiam o Mar
Mediterraneo, Sudeste da Europa, Oriente Médio, Asia Central e Sudeste da Asia,
além do subcontinente indiano e Africa (AKHOUNDI et al., 2016).

A Leishmania spp apresenta duas formas evolutivas principais: a amastigota e
a promastigota. No inseto vetor o parasita € encontrado em sua forma promastigota,
infectante para os mamiferos. Durante o repasto sanguineo de fémeas do fleb6étomo,
as formas promastigotas s&o inoculadas e, no organismo do hospedeiro final, infectam
principalmente macrofagos. Nessas células, passam a forma amastigota e passam a
se multiplicar por divisdo simples (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE,

2019). O esquema grafico do ciclo de vida da Leishmania pode ser visto na figura 1.

A LV é causada por parasitas do género Leishmania (BURZA et al., 2018). No
Brasil, a espécie Leishmania (Leishmania) infantum é o principal agente etioldgico.
Alguns casos de visceralizagdo a partir da doenga cutdnea causada por outras
espécies, como a Leishmania amazonenses, também sao relatados (THAKUR et al.,
2018; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012).
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Figura 1 - Esquema grafico do ciclo de vida da Leishmania nas Américas.
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Fonte: Adaptado da Organizagdo Pan-Americana da Saude (2019)

O principal vetor da L. infantum em nossa regiao € o inseto flebétomo Lutzomyia
longipalpis (LAINSON; RANGEL, 2005) — discute-se ainda o papel de outras espécies
vetores no ciclo de transmissao da L. infantum, como a Lutzomyia migonei (COSTA,
P. et al., 2013). A transmissao entre pessoas também pode ocorrer entre usuarios de
drogas injetaveis por agulhas contaminadas, sendo esta uma via importante em
alguns paises europeus (MOLINA; GRADONI; ALVAR, 2003). Além dessa, existe a
preocupagao sobre a possibilidade de transmissao através de transfusdes de sangue
(FRANCA et al., 2018; MICHEL et al., 2011; SILVA et al., 2020).

2.1.2 Epidemiologia

A LV é uma doenga de distribuigdo mundial, sendo endémica em mais de 60

paises. Entretanto, mais de 90% do numero de casos de LV no mundo estdo em
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apenas sete paises, que sdo: Brasil, Etidpia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e
Sudéao (BURZA et al., 2018). Por ano, cerca de 20 mil casos de LV ocorrem em todo
o mundo (RUIZ-POSTIGO; GROUT; JAIN, 2020). O mapa da Organizagao Mundial
da Saude (OMS) com a distribuicdo geral da LV no mundo pode ser visto na figura 2.
A distribuicao global de casos de LV por espécie do parasita pode ser vista na figura
3.

Figura 2 - Distribuigdo mundial de casos de LV no ano de 2018

Paises que notificaram L Numero de novos casos de LV notificados, 2018
casos de LV importados
>1 000

Uganda - 64 -
Etiopia - 49 Reino Unido - 2 - 500 - 999
Brasil - 6 Colémbia - 1
Grécia - 2 Jordania - 1 I 100 - 499 ] sem notificacao de casos autéctones
Italia - 2 Lituania - 1
Nepal - 2 Portugal - 1 [ <100 [ sem dados
Suécia - 2 Arébia Saudita - 1 \:l 0 \:l Nao se aplica

Fonte: Adaptado de Organizagdo Mundial da Saude (2019).

Nas Américas, a LV provavelmente foi trazida junto com colonizadores durante
a ocupacgao europeia no século XVI através de animais infectados (LIMA et al., 2018;
MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000). A partir dai tornou-se endémica, sendo
relatada inicialmente como doenca de localidades semiaridas e rurais (LIMA et al.,
2018), e posteriormente expandindo-se para areas urbanas (COTA et al.,, 2014,
DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; LIMA et al., 2013).
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Figura 3 - Distribuicdo dos casos de LV no mundo, por espécie

Hiperendémico para L. infatum/L. Chagasi

Fonte: Adaptado de Sundar e Singh (2018).

Reconhecida no Brasil primeiramente no ano de 1932, a LV desde entéo
passou por mudangas em suas caracteristicas demograficas e epidemiologicas. Um
estudo a partir do Rio Grande do Norte (LIMA et al., 2018), observando o periodo entre
os anos de 1990 a 2014, reporta 0 aumento da LV em areas urbanas, reafirmando
esse fendbmeno. Sao fatores que podem ter contribuido para essa urbanizagao da LV:
1) migragéo de pessoas de areas rurais endémicas para areas urbanas; 2) adaptacgao
do vetor a ambientes peridomésticos; e 3) transporte de caes infectados para areas
urbanas durante as migragbes humanas. Ainda, fendmenos climaticos, como por
exemplo E/ Nifio e La Nifia, os quais, através da influéncia nas chuvas e na humidade,
altera a densidade dos insetos vetores alterando, assim, a incidéncia da LV. Outra
mudanc¢a demografica na LV, citada por esse estudo norte-rio-grandense, foi a queda
na incidéncia de casos em criangas e aumento no numero de casos em adultos.
Importante ainda é a observagao de que a LV é mais frequentemente observada em
pessoas que habitam areas de pobreza (LINDOSO; LINDOSO, 2009).

No continente americano, a LV esta presente em 13 paises. Porém 97% dos
casos ocorre apenas em um pais, o Brasil (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE, 2020). Anualmente sdo notificados entre 4.200 e 6.300 casos, distribuidos
em todas as regides brasileiras (BEZERRA et al., 2018). Entre os anos de 1990 até

2016 foram registrados quase 85 mil casos de LV no pais, com uma taxa de letalidade
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proxima a 8%. A regidao nordeste do Brasil € onde se encontram a maioria dessas
pessoas infectadas (HARHAY et al., 2011; SOUSA-GOMES et al., 2008). Pernambuco
€ considerado um estado endémico para LV (BEZERRA et al., 2018) e responde por
2,4% dos casos no Brasil, sendo o Vale do Sao Francisco a macrorregiao
pernambucana mais afetada (SOUSA; RAMALHO; DE MELO, 2018), com uma rapida
expansdo entre os municipios do estado (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO,
2006).

Na figura 4 é possivel ver informag¢des do Sistema Nacional de Agravos de
Notificagcdo (SINAN) com o numero de casos notificados entre 2010 e 2019 em
Pernambuco por macrorregidao de residéncia dos individuos afetados. Nota-se uma
tendéncia de aumento dos casos nas regides Agreste e Vale do Sdo Francisco
(SISTEMA DE INFORMACAO DE AGRAVOS DE NOTIFICACAO, 2020), locais para

onde este estudo direciona a atengéo.

Figura 4 - Casos de LV entre 2010 e 2019 em Pernambuco por macrorregido de residéncia

AGRESTE METROPOLITANA
SERTAO e=\/ALE DO S.FRANCISCO E ARARIPE
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Fonte: Sistema Nacional de Agravos de Notificagao (2020)

2.2 HIV/ AIDS

De acordo com o ultimo relatério da OMS, publicado no ano de 2020, em 2019
38 milhdes de pessoas viviam com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e 690

mil pessoas morreram por causas relacionadas a Sindrome de Imunodeficiéncia
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Adquirida (AIDS) (PROGRAMA CONJUNTO DAS NACOES UNIDAS SOBRE
HIV/AIDS, 2020). No Brasil, do inicio de 1980 até junho de 2020, foram detectados
pouco mais de um milhdo de casos de AIDS. Somente no ano de 2019, foram
notificados 41.919 novos casos de HIV no Brasil (14.778 no Nordeste) e 10.565 6bitos
por AIDS (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DE HIV E AIDS, 2020).

Entre os anos de 1980 e 2020 foram notificados em Pernambuco 37.674 casos
de AIDS (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DE HIV E AIDS, 2020). Nos primeiros dez
anos da epidemia de AIDS, a maioria dos casos estavam localizados na regiao
metropolitana do Recife. A partir da segunda metade da década de 1990 foi observado
um aumento do numero de casos no agreste e sertdo do estado (SISTEMA DE
INFORMACAO DE AGRAVOS DE NOTIFICACAO, 2012).

Em relagdo a casos de HIV (ndo-AIDS), no periodo de 2007 a 2020 foram
notificados cerca de 342 mil casos no Brasil. Os casos da regidao nordeste
corresponderam a 19% desse total. Na figura 5 vemos o mapa com a distribuicao
mundial de HIV de acordo com a OMS. No Brasil, muitas das pessoas com HIV sao
acompanhados em nivel ambulatorial nos Servigos de Assisténcia Especializada
(SAE), principalmente casos de maior complexidade (falhas de tratamento e

coinfecgdes, por exemplo) (BRASIL, 2018).

Figura 5 - Numero estimado de pessoas com HIV no ano de 2016 por regido da OMS

Namero de pessoas, por regiao da OMS
Mediterraneo oriental: 360.000 [290.000-500.000] Américas: 3.300.000 [2.900.000-3.800.000] Total: 36 700 000
Pacifico ocidental: 1.500.000 [1.200.000-2.000.000] B Sudeste Asiatico: 3.500.000 [2.500.000-8.200.000] [30 800 000-42 900 000]
Europa: 2.400.000 [2.300.000-2.600.000] | Africa: 25.600.000 [22.900.000-28.600.000] 0 500 Khrn et
-I_

Fonte: Adaptado de Organizagdo Mundial da Saude (2017).
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2.2.1 Resposta imune na infecgao pelo HIV

A infeccao pelo HIV se estabelece no organismo do hospedeiro como uma
infeccdo crénica. Inicialmente, células T CD4+ na mucosa do hospedeiro sao
infectadas, ocorrendo uma queda consideravel nos niveis dessas células (VIDYA
VIJAYAN et al.,, 2017), e em seguida havendo inicio de uma resposta inata com
macrofagos e demais linfécitos (MOGENSEN et al., 2010; SCAGNOLARI;
ANTONELLI, 2018).

Uma das caracteristicas importantes da infe¢cao pelo HIV e progressao para a
AIDS é a chamada ativagao imune cronica, onde, além da destruicdo de células T
CD4+, ocorre grande ativacdo do sistema imune com altas taxas de divisdo das
células T CD4+, T CD8+, natural Killers e células B (VIDYA VIJAYAN et al., 2017).
Essa ativacao é caracterizada por altos niveis de citocinas pro-inflamatdérias, como IL-
6, IL-8 e TGF-B. Outros marcadores, como a citocina anti-inflamatéria IL-10, aparecem
em altos niveis séricos durante a infecgdo aguda e podem estar associadas a rapida

progressao para AIDS.

A produgdo de algumas citocinas é afetada durante a infecgéo pelo HIV,
havendo, por exemplo, aumento do TNF e reducéo da IL-2. Com a redugao dos niveis
de IL-2, ha impacto na regulagéo da resposta imune, uma vez que essa citocina esta
relacionada com o desenvolvimento das células Treg (HOANG; PAIARDINI, 2019;
SOKOYA et al., 2017). IFN-y é produzida como parte da resposta imune inata e, na
presenca dessa, pode também, por exemplo, haver reducdo dos niveis de células T.
Os niveis de IL-4 também podem também ter reducdo a medida que a infeccao
progride e o numero de células responsaveis pela sua produgdo diminuem (SOUSA
etal., 2001). Além disso, a infecgao pelo HIV leva a perda substancial de células Th17
em mucosas, com consequente translocacao microbiana — evidenciada por altos
niveis plasmaticos de LPS e sCD14 (SOKOYA et al., 2017; VIDYA VIJAYAN et al.,
2017).

Células Treg inibem a ativagao das células T CD4+ e a replicagao viral,
reduzindo o impacto dessa ativagdo imune crénica (HASENKRUG; CHOUGNET;
DITTMER, 2018; KARKHAH; JAVANIAN; EBRAHIMPOUR, 2018; SEDDIKI;
BREZAR; DRAENERT, 2014). Apesar de as células Treg serem, a principio,

suscetiveis ao HIV, isso ndo é visto em pessoas infectadas, tendo essas células
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funcionamento igual aos em pessoas HIV-negativas (HASENKRUG; CHOUGNET;
DITTMER, 2018).

2.3 Coinfecgao LV-HIV

A LV é a forma clinica das leishmanioses mais associada a infec¢ao pelo HIV
(CARVALHO et al., 2013), necessitando de atengao especial por levar a um pior
progndéstico quando se apresenta como coinfecgdo (ALVAR et al., 2008; FAUCHER,;
PIARROUX, 2011).

Desde a descoberta do HIV, dois fenébmenos vém ocorrendo: o aumento no
numero de casos de LV em centros urbanos, e o avanco dos casos de HIV em areas
rurais. O surgimento da epidemia pelo HIV e da AIDS, na década de 1980, coincidiu
com o inicio da disseminacao dos casos de LV em areas urbanas no Brasil (HARHAY
et al., 2011). Ja a LV, antes mais frequentemente observada em pessoas moradoras
de areas rurais, vem sendo diagnosticada em individuos residentes em centros
urbanos (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006). O encontro entre essas duas
doencgas no Brasil (ORSINI et al., 2012) e em alguns outros paises (DESJEUX;
ALVAR, 2003), naturalmente favoreceu a um aumento no numero de casos de

coinfec¢ao LV-HIV em todo o mundo.

A prevaléncia da coinfecgdo LV-HIV varia de acordo com a regido e com o
método diagndstico empregado (HIRVE et al., 2016). Outro fator também importante
para a quantificagcdo da prevaléncia é a notificacdo das doencas. Antes do ano de
2014, apenas os casos de AIDS eram notificados (BRASIL, 2014), impactando no
conhecimento sobre a prevaléncia de HIV n&o-AIDS entre pessoas com diagndstico
de LV previamente a 2014. Além disso, na ficha de notificagdo de casos de LV existe
0 campo para identificacdo de caso de coinfeccao com HIV, porém em apenas 65%
das notificagdes essa informacado esta presente (SOUSA-GOMES; ROMERO;
WERNECK, 2017).

Para além dos problemas citados, a partir dos dados oficiais existentes, no
Brasil, de maneira geral, a prevaléncia da coinfeccdo LV-HIV vem aumentando — de
0,75% em 2001, passando para 3,82% em 2010 (SOUSA-GOMES; ROMERO;
WERNECK, 2017), a até 8,5% em 2012 (LINDOSO et al., 2014). Em Pernambuco, em

um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, e no qual o critério empregado
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para definir coinfec¢ao foi ter ao menos um teste positivo para LV, foi observada uma
prevaléncia de 16,9% dessa coinfeccdo em PVHIV internadas em trés hospitais de
referéncia para doencgas infecciosas no Recife (GUEDES et al., 2018). Em outros dois
estudos semelhantes, onde a definicdo de caso de coinfeccdo LV-HIV também foi a
presenca de pelo menos um exame positivo para LV em PVHIV, foram observadas
prevaléncias de 16% no Distrito Federal e 20,2% em Minas Gerais (CARRANZA-
TAMAYO et al., 2009; ORSINI et al., 2012). Outros estudos em diferentes estados do
Brasil reportam prevaléncias entre 4,5% a 48,4% (COUTINHO et al., 2017; CUNHA et
al., 2020; MACHADO et al., 2021; SANTOS et al., 2019; VIANA et al., 2017).

Observando dados do SINAN sobre notificagbes de coinfecgdo LV-HIV em
Pernambuco no periodo de 2010 a 2019 (SISTEMA DE INFORMACAO DE
AGRAVOS DE NOTIFICACAO, 2020), nota-se um numero baixo de casos (Figura 6).
Presumimos que haja uma alta taxa de subnotificagdo da coinfecgao LV-HIV, o que
reforca a importancia de estudos com busca ativa de casos em areas endémicas.
Além disso, a casuista dependera da origem das amostras investigadas: ambulatério,

hospital, entre outros.

Associado a isso, os sintomas classicos de LV (por exemplo febre,
hepatomegalia, perda de peso) sdo menos frequentes nas pessoas coinfectadas com
HIV quando comparadas aquelas afetadas apenas por LV, além de sintomas atipicos
como dispneia e diarreia poderem estar presentes nos coinfectados (DAHER et al.,
2009; FERNANDEZ-GUERRERO et al., 1987; HENN et al., 2018). Ainda, quando em
coinfeccdo com HIV, a LV pode se manifestar em localizagbes atipicas, como
intestinos e pulmdes (DIRO et al., 2015a). Por tudo isso, poderia haver um retardo no
diagndstico e consequentemente maior risco de pior prognéstico e maior letalidade
(BRASIL, 2011).
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Figura 6 - Casos de coinfecgédo LV-HIV em Pernambuco entre 2010 e 2019 por macrorregiao de
residéncia

m AGRESTE = METROPOLITANA mSERTAO mVALE DO S.FRANCISCO E ARARIPE
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Fonte: Sistema Nacional de Agravos de Notificagao (2020)

2.3.1 Apresentacao clinica e classificagao da LV em PVHIV

Em relagdo a apresentagao clinica da LV nas PVHIV, podemos utilizar uma
classificagao de casos assintomaticos ou sintomaticos, ou de casos ativos ou latentes.
Definimos assintomatica toda pessoa com ao menos um teste para LV positivo, porém
nao apresentando nenhum sintoma tipico da LV (febre, palidez, perda de peso,
hepatomegalia ou esplenomegalia). O sintomatico, por sua vez, apresenta ao menos
um teste para LV positivo e sintomas tipicos (BRASIL, 2015). Entretanto essa
apresentacao clinica classica da LV nem sempre é observada em pessoas que vivem
com HIV (LIMA et al., 2013; SRIVASTAVA et al., 2011), fato esse responsavel por um

diagndstico de LV mais tardio nas pessoas com HIV.

Para os casos ativos ou latentes, poderiamos usar a mesma classificacdo de
sintomatico para os casos ativos, e de assintomatico para os casos latentes.
Adicionalmente, a definicdo de latente poderia se aplicar em duas situacdes: das
pessoas que foram infectadas e nunca desenvolveram a doencga; e das pessoas que
tiveram a doencga ativa e foram tratadas, estando agora assintomaticas (HASKER et
al., 2013; MOLINA et al., 2020).
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Idealmente, o diagndstico de um caso ativo de LV seria a detecgéo do parasita
em medula éssea (BRASIL, 2015). Principalmente nas PVHIV com AIDS, nas quais
sintomas como febre e perda de peso sdo comuns (também por outras infecgdes
oportunistas) (BRASIL, 2018), para qualquer outro teste positivo para LV que n&o o
parasitolégico haveria o risco de um falso diagnéstico de LV ativa, o que poderia expor
essas pessoas a tratamentos desnecessarios e ao atraso no diagndstico de alguma
outra doenga. Além disso, o exame para detecgéo dos parasitas (aspirado de medula
0ssea) é um teste mais invasivo, doloroso e que demanda pessoal especializado para
a coleta e leitura do material. Por isso, a busca por marcadores mais sensiveis,
especificos € menos invasivos é determinante para um diagndstico rapido e um

tratamento seguro.

Além dessas formas previamente comentadas, a particular condicido de
portador assintomatico € atualmente uma das preocupacgdes principalmente em
localidades com programas de controle e erradicagdao da LV, uma vez que essas
pessoas poderiam atuar como carregadores silenciosos do parasita Leishmania spp,

mantendo o ciclo ainda ativo na localidade (MOLINA et al., 2020).

2.3.2 Diagndstico laboratorial da LV em PVHIV

Para o diagnéstico da LV, existem os testes imunologicos (detecgcao de

anticorpos ou antigeno), moleculares ou parasitologicos.

2.3.2.1 Exames imunolégicos

Exames imunoldgicos para detecgado de anticorpos ou de antigenos podem
apresentar bons resultados desde que sejam complementares a uma bem
fundamentada suspeita clinica de LV (BANGERT et al., 2018). Sao testes simples,
nao invasivos e na populagao geral apresentam boa sensibilidade (ABASS et al.,
2015; COTA et al., 2012). Os testes sorolégicos sdo métodos indiretos para detectar
anticorpos anti-Leishmania aplicados no contexto do diagndstico da LV. Entretanto,
em imunocomprometidos, os testes soroldgicos tendem a ser menos sensiveis (COTA
et al., 2013b). Com a finalidade de aumentar a sensibilidade e a especificidade dos
testes diagndsticos para LV em humanos, muitas moléculas foram purificadas para a

obtencao de proteinas recombinantes especificas do género Leishmania como, por
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exemplo, glicoproteinas de membrana (gp63, gp72, gp70), rK39, rK26, SLA, Rgpb,
H2A, H2B, Rlack, rP20, rPSA-2 e A2 (BADARO et al., 1996; CARVALHO et al., 2002),

além de mais recentemente a rLiHyS (DIAS et al., 2018).

No Brasil, o teste imunocromatografico rK39 (rK39-ICT) tem sido muito
utilizado, sendo também disponivel nos laboratérios publicos estaduais a
imunofluorescéncia indireta (IFAT) (BRASIL, 2015). O rK39 é um teste derivado de
um epitopo imunodominante presente em uma proteina relacionada ao cinetoplasto
(uma organela presente em alguns protozoarios, incluindo a Leishmania) e que é
altamente conservada entre as espécies de Leishmania viscerotropicas (L. donovani,
L. infantum e L. chagasi) (MNIOUIL et al., 2018). Pode ser encontrado no formato de
ensaio de imunoabsorg¢ao enzimatica (rK39-ELISA) ou no formato de teste rapido — o
acima mencionado rK39-ICT. Baseiam-se na deteccgao de anticorpos, sendo descritos

como um testes com altas sensibilidade e especificidade (VAISH et al., 2012).

Normalmente o teste rK39 é realizado a partir de soro, porém ha autores que
relatam o uso de urina e saliva para o mesmo teste (MOHAPATRA; SAMANTARAY;
GHOSH, 2016). A sensibilidade do teste rK39 varia em diferentes localidades e
populagées (BANGERT et al., 2018; BHATTACHARYYA; BOELAERT; MILES, 2013;
COTA et al., 2013b). Apesar de muito utilizado no Brasil na testagem de LV em
pessoas com HIV, apresenta em nosso pais uma sensibilidade de apenas 46% nessa
populacdo (COTA et al.,, 2013b) — é, portanto, melhor indicado para pessoas HIV-
negativas, onde a sensibilidade é descrita como acima de 90% (BRASIL, 2015). Além
disso, pode ainda variar com o tipo de amostra utilizada (MOHAPATRA;
SAMANTARAY; GHOSH, 2016; VAISH et al., 2012). Em um estudo para validagéao do
rK39-ICT na Espanha, foi observada uma sensibilidade no diagndstico de LV de 83%
nas pessoas HIV-negativas e de 67% nas HIV-positivas (BANGERT et al., 2018). Em
um estudo brasileiro sao descritas, em pessoas HIV-negativas, sensibilidade entre 92
e 93% e especificidade entre 92 e 98% para o rK39 (MACHADO et al., 2016).
Entretanto, apesar de suas boas sensibilidade e especificidade, nao € um teste util
para o seguimento dos pacientes apos o tratamento, uma vez que nao tem valor como
critério de cura nem como preditor de reativagdo da LV (SUNDAR; SINGH, 2018).

Outro exame é o teste de aglutinacao direta (DAT), desenvolvido na década de
1980, sendo validado em varias areas endémicas e usado em paises como o Sudao

e a Etiopia (DE ASSIS et al., 2011). Baseia-se numa suspenséo liofilizada de cultura
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fixada e corada de promastigotas de L. donovani, tratada com tripsina. Esse teste
detecta a presencga, através de reagao de aglutinagao, de anticorpos circulantes que
sdo produzidos contra os antigenos de superficie dos parasitas invasores nos casos
de LV (ADAMS et al., 2012). Pode ser utilizado em formatos de kits comerciais ou
ainda ser desenvolvido protocolos préprios in-house (OLIVEIRA et al., 2013). E um
teste semiquantitativo e os resultados sdo mostrados em titulagdo (por exemplo,
titulacdo acima de 1:6.400 é considerada positiva). O DAT apresenta boas
sensibilidade e especificidade, com relatos de variagdo entre 93,4 a 97% e 81 a 98%,
respectivamente (DE ASSIS et al., 2011). Em um estudo espanhol, foi observada uma
maior sensibilidade para o DAT quando comparados os grupos com LV apenas e os
coinfectados LV/HIV — 84% e 91%, respectivamente (BANGERT et al., 2018). No
Brasil, € reportada sensibilidade de 99% e especificidade de 98% para o DAT
(OLIVEIRA et al., 2013), porém em pessoas com HIV essa sensibilidade cai para 89%
(COTA et al., 2013b).

De forma alternativa aos testes soroldgicos citados anteriormente, foi
desenvolvido pela Fiocruz um teste chamado Lci2, apresentando, quando usado para
diagnodstico de LV em pessoas com HIV, melhor sensibilidade em comparagdo ao
rkK39 e ao DAT (94% do Lci2 contra 75% do rK39 e do DAT), tendo ainda a vantagem
de baixo custo e facil execucado (RAMOS et al., 2021).

A detecgédo de antigeno de Leishmania na urina, através do teste chamado
KAtex, vem se mostrando promissora no diagndstico de LV em pessoas com HIV,
incluindo uma possivel diferenciacdo entre doenca ativa e latente e como um
parametro de cura. Isso porque, por ser um teste de detecgéo de antigeno, o resultado
aparentemente sofre pouca influéncia da condi¢ao imunolégica do hospedeiro, além
de ser um teste nao invasivo e de facil realizacao e interpretacéo. O teste se baseia
em uma reacgao de aglutinagédo, onde antigenos liberados na urina do paciente irdo
reagir com particulas de latex de poliestireno revestidas com anticorpos anti-antigeno
de L. donovani (SALAM; KHAN; MONDAL, 2011). Em um estudo recente com
pacientes coinfectados na Etidpia, o KAtex apresentou sensibilidade de 84% e
especificidade de 99% (MELSEW et al., 2018). Em uma série de casos realizada em
Pernambuco, Brasil, o KAtex foi positivo em trés de quatro pacientes HIV positivos

com confirmagéao parasitolégica de LV (CAVALCANTI et al., 2012). Além disso, esse
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teste pode vir a ser um bom preditor de reativagao da LV durante o seguimento desses
pacientes coinfectados LV-HIV apds o tratamento (VAN GRIENSVEN et al., 2018).

2.3.2.2 Exames moleculares

A maioria das espécies de Leishmania foram sequenciadas e sabe-se que
conservam entre si a estrutura génica e cromossémica. Assim, a sensibilidade da PCR
depende basicamente do tipo de amostra biolégica analisada e dos primers utilizados
para amplificar a sequéncia alvo. Os alvos de amplificagdo mais usados s&o o gene
do RNA ribossémico de subunidade pequena (SSU rRNA), o DNA repetitivo do
cinetoplasto (kDNA), genes mini-exon e regido espacadora interna transcrita
ribossémica (ITS) (SUNDAR; SINGH, 2018).

Em areas endémicas, uma proporcao substancial de individuos sem LV ativa
apresenta PCR positiva (infecgdo assintomatica por Leishmania). I1sso indica que um
teste positivo deve ser interpretado associado a uma suspeita clinica e, de forma ideal,
associado a algum outro teste, como sorologia. Os testes moleculares, por
apresentarem precisdo proxima aos métodos convencionais, provavelmente serao
cada vez mais utilizados em areas endémicas com recursos limitados (VAN
GRIENSVEN; DIRO, 2019).

Uma limitacdo no uso de DNA PCR é que, uma vez que sdo baseados na
deteccao de DNA de Leishmania spp, esse DNA pode permanecer detectavel em
material biolégico mesmo em pessoas assintomaticas para LV (GARCIA-GARCIA et
al., 2006). Ainda, utilizando a PCR em sua forma convencional, mesmo com suas
elevadas sensibilidade e especificidade nem sempre podemos inferir se ha infecgao
ativa ou latente (COTA et al., 2013b). Para contornar esse problema, uma alternativa
seria a PCR quantitativa, com a possiblidade de avaliar carga parasitaria de
Leishmania spp (VAN GRIENSVEN; DIRO, 2019). Alguns métodos de PCR
quantitativa podem informar o resultado de forma rapida e com a necessidade de
pouco volume de amostra bioldgica, incluindo sangue periférico (DANTAS-TORRES
et al., 2017). A quantificacdo de carga parasitaria provavelmente poderia também ser
utilizada no seguimento pés tratamento como preditor de reativagado da LV (MOLINA
etal., 2013).
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Outra possivel solucdo para diferenciar infeccao assintomatica de infecgao
ativa seria o uso da PCR em tempo real com amplificacao de RNA de Leishmania spp
(SUNDAR; SINGH, 2018). Isso seria importante pois € possivel que, em pessoas com
HIV, um exame DNA PCR positivo na presencga de sintomas como febre e perda de
peso nao significar ser um caso de LV ativa, e sim outra infecgdo oportunista como
tuberculose ou histoplasmose, por exemplo. Além disso, em regides endémicas essa
diferenciagao € util no controle coletivo da doenca, visto que o portador assintomatico
pode ter um papel importante na manutengao do ciclo do parasita (MOLINA et al.,
2020).

Destacamos, por fim, que, até o momento, nenhum método disponivel para o
diagndstico de LV em pessoas com HIV apresenta sensibilidade e especificidade
altas, associadas a baixo custo e facilidade na realizagdo dos exames. Por isso, &
sugerida a associac¢ao de diferentes métodos para melhores indices de positividade e
para diagnosticos mais precisos (COTA et al., 2013b; VAN GRIENSVEN; DIRO,
2019).

2.3.2.3 Exame parasitolégico

O padrédo ouro no diagnéstico da LV é o exame parasitolégico (VAN
GRIENSVEN; DIRO, 2019), sendo o aspirado de medula 6ssea para detecgédo da
forma amastigota de Leishmania spp frequentemente utilizado, com sensibilidade
acima de 90% (COTA et al, 2013b; PAGLIANO; ESPOSITO, 2017; VAN
GRIENSVEN; DIRO, 2019). Entretanto em individuos imunocomprometidos esse
diagndstico torna-se mais desafiador (PAGLIANO; ESPOSITO, 2017). Apresentagoes
atipicas da doenca nao sao incomuns, onde parasitas sdo encontrados apenas em
locais atipicos, como o intestino (VAN GRIENSVEN; DIRO, 2019), e a aspiragao da
medula éssea ou do bago pode ser negativa. Além disso a pungao aspirativa € um
método invasivo, doloroso, e que requer profissional especializado e equipamentos
nem sempre disponiveis nas areas endémicas (ROSENTHAL et al., 2000). Por outro
lado, a dependéncia do diagndstico parasitolégico por cultura, mais sensivel, em
muitos casos poderia retardar o inicio do tratamento em até quatro semanas,

aumentando as chances de pior desfecho clinico (LIMA et al., 2013).
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2.3.3 Tratamento da LV em PVHIV

A LV sintomatica nao tratada é quase sempre fatal. Assim, todos os pacientes
sintomaticos com LV precisam de tratamento com drogas anti-Leishmania (VAN
GRIENSVEN; DIRO, 2019). O tratamento da LV em pessoas com HIV no Brasil é feito
utilizando-se a anfotericina B, preferencialmente na sua forma lipossomal, uma vez
gue essa apresenta menor toxicidade e seu uso leva a um melhor progndstico quando
comparada ao desoxicolato de anfotericina B e ao antimoniato, além de menor
duracao do tratamento (BRASIL, 2015; COTA et al., 2013a). Ainda, a anfotericina B
lipossomal oferece a vantagem de ser absorvida seletivamente por macréfagos. Como
desvantagem, o tratamento com a anfotericina B lipossomal apresenta um custo mais
elevado em comparagdo as outras drogas anti-Leishmania (AKBARI; ORYAN;
HATAM, 2017). A dose total de tratamento com a anfotericina B lipossomal pode variar
entre 20mg a 40mg por quilograma de peso corporal. Apesar de ser a droga de
escolha, em alguns paises da Africa e da América Latina é descrita uma menor
resposta a esse tratamento (VAN GRIENSVEN; DIRO, 2019).

Uma estratégia diferente é a associagao de drogas no tratamento da LV, onde,
além de potencialmente haver melhor resposta, haveria diminuicdo da indugao de
resisténcia aos farmacos no parasita e ainda diminuicdo do tempo e do custo da
terapia (VAN GRIENSVEN et al.,, 2010). Em um estudo realizado na Etiopia o
esquema de anfotericina B lipossomal na dose total de 30mg/kg combinada com
100mg diarios de miltefosina mostrou superioridade quando comparado ao esquema
com a anfotericina B lipossomal em monoterapia, e sem aumento de efeitos adversos
maiores (DIRO et al., 2019). A miltefosina tem a seu favor as caracteristicas de ser
uma droga de apresentacéo oral e de nao necessitar hospitalizagao para seu uso,
mas com a desvantagem de maior risco de induzir resisténcia (AKBARI; ORYAN;
HATAM, 2017).

No Brasil a miltefosina ndo é licenciada para uso em humanos, apenas em
caes. Mesmo com o tratamento adequado e melhora clinica, a taxa de reativagao nos
individuos com HIV sao superiores aos imunocompetentes (COTA et al., 2014), sendo
essas reativagdes observadas em uma fase de maior imunocomprometimento
causado pelo HIV (MOLINA; GRADONI; ALVAR, 2003).
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Novas abordagens terapéuticas baseadas em nanotecnologia comegam a
surgir. Estratégias como, por exemplo, a de direcionar substancias bioativas para o
vacuolo parasitéforo do macrofago, onde as formas amastigotas de Leishmania estéao
localizadas. Ou, ainda, a criacdo de novos dispositivos de liberacdo de farmacos,
como nanoparticulas, microparticulas, lipossomos e nano emulsdes, objetivando o
transporte do farmaco anti-Leishmania para a célula-alvo, de forma mais especifica e,
com isso, minimizando os efeitos toxicos para as células normais (AKBARI; ORYAN;
HATAM, 2017; GUTIERREZ et al., 2016).

A resposta imune do hospedeiro é um fator determinante no tratamento e no
controle da LV, agindo em sinergia com os farmacos anti-Leishmania. Em pessoas
imunocomprometidas, o tratamento apenas com drogas convencionais como a
anfotericina B pode ndo ser suficiente. Assim, a imunoterapia, definida como o uso de
moléculas bioldgicas ou farmacos que modulam a resposta imune, seja de maneira
direta ou através da combinagdo com outras drogas, aparece como mais uma
possibilidade na terapéutica da LV (ADRIAENSEN et al., 2018; FALEIRO et al., 2016;
TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018). Além disso, o inicio ou ajuste da terapia
antirretroviral (TARV) é essencial para o sucesso do tratamento da LV em pessoas
com HIV (VAN GRIENSVEN et al., 2013). Outro ponto importante nos casos de LV
em individuos coinfectados com HIV é a prevencgao das recidivas ou reativacdes, com
a instituicdo de uma profilaxia secundaria, onde uma droga leishmanicida (mais
frequentemente a anfotericina B ou a pentamidina) € administrada em doses semanais
ou quinzenais a fim de reduzir os riscos dessas reativagdes, mais comuns dentro do
primeiro ano pdés-tratamento (COTA; DE SOUSA; RABELLO, 2011; DIRO et al.,
2015b). Em pessoas com HIV, essa profilaxia € guiada pela contagem de CD4+ e
pode vir a ser suspensa. Porém em pessoas em tratamento com imunobiolégicos,
essa conducéo € ainda incerta (ARONSON et al., 2017).

Para que essas novas abordagens terapéuticas possam ser desenvolvidas e
melhoradas, € necessario o conhecimento detalhado sobre a resposta imune do
hospedeiro contra a Leishmania. Assim, saber o perfil imunolégico em casa situagao
clinica (assintomaticos, em doenga ativa, pos-tratamento, pré-reativagdo) é

determinante para a criacao de intervencgdes terapéuticas especificas.
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2.3.4 Imunopatogénese da coinfecgao LV-HIV

O controle da LV esta associado a uma resposta imune com grande liberagao
de IL-2 e IFN-y (ADRIAENSEN et al., 2018; IBARRA-MENESES et al., 2016). Ja a
infeccao pelo HIV, por sua vez, leva a uma importante redug¢ao na resposta imune do
hospedeiro — mais especificamente pela destrui¢cao de linfécitos T CD4+ (Th1) (VIDYA
VIJAYAN et al., 2017), que sdo uma das principais células protetoras contra a infecgéo
por Leishmania. Assim, a infecdo pelo HIV desvia a resposta imune do hospedeiro
para uma resposta Th2 e, nas pessoas coinfectadas com LV, facilita uma maior
replicacéo da Leishmania (ADRIAENSEN et al., 2018). Dessa forma ha uma redugao
na produgao de IFN-y e um aumento na producéo de IL-4 e IL-10 (D’'ETTORRE et al.,
2006; WOLDAY et al., 2000).

A LV em PVHIV induz a ativacdo de células do sistema imunoldgico,
notadamente das células dendriticas e dos macréfagos, com impactos negativos no
processamento e na apresentagao de antigenos (OKWOR; UZONNA, 2013). Ainda, o
parasita Leishmania induz as células dendriticas a producédo de citocinas como a
interleucina (IL)-6 e o fator de necrose tumoral (TNF), levando a maior replicacéo do
HIV e acelerando a progressao para AIDS (GARG et al., 2009). A IL-6, por exemplo,
acaba exercendo um papel na inibicao da diferenciacdo do LTCD4+ para o perfil T
helper (Th)1 (DIEHL et al., 2000), o que impacta negativamente no controle da infecao

por Leishmania.

E descrito que a infeccdo por HIV eleva o risco de desenvolver LV em 100 a
2.320 vezes em pessoas que vivem em areas endémicas (ALVAR et al., 2008). Isso
pode ser explicado pois: 1) a entrada do HIV em pessoas com Leishmania reduz a
producao de interferon (IFN)-y e aumenta a produgéo de IL-4 e IL-10 (WOLDAY et al.,
2000); 2) na presencga da Leishmania em pessoas com HIV ocorre falha na produgao
de IFN-y (NIGRO et al., 1999); 3) pacientes coinfectados com LV e HIV tem niveis
reduzidos de IL-15 (D’ETTORRE et al., 2006), citocina responsavel também pela
ativacdo da IFN-y e portanto relacionada a resposta Th1. Tudo isso mostra que a
infecgao por Leishmania em pessoas com HIV modula a resposta imune para a via
Th2, associada a progressao da LV (MIRZAEI et al., 2021).

Figura 7 - Algumas das citocinas envolvidas na imunopatogénese da LV-HIV
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Fonte: O autor.

Os macréfagos sédo um importante reservatério para o HIV e para a Leishmania,
e funcionam como um veiculo na disseminacdo desses patdgenos por todo o
organismo do hospedeiro. Esses dois agentes infecciosos podem ainda interagir entre
si e aumentar a supressao da resposta imune através de alteracdes na apresentacao
de antigenos (ADRIAENSEN et al., 2018). E descrita, por isso, uma relacdo de
simbiose entre o HIV e a Leishmania (OKWOR; UZONNA, 2013). A L. infantum, em
sua forma amastigota, induz, dentre outras citocinas, a producgéo de IL-6 e TNF por
células dendriticas e linfécitos T CD4+, e com isso ha aumento da replicagdo do HIV
(GARG et al., 2009). Ainda, relata-se que a presenga de formas amastigotas de
Leishmania spp no trato intestinal promove lesées na mucosa desse 6rgéao, facilitando
a translocacgéao bacteriana para a corrente sanguinea e provocando uma resposta proé-
inflamatdria sistémica e ativagdo imunolégica (CASADO et al., 2015; SANTOS-
OLIVEIRA et al., 2013).

Ap0s fagocitarem parasitas Leishmania, os macrofagos passam a produzir IL-
12, que, por sua vez, estimula células Natural Killers (NK) a produzirem IFN-y, além
de também estimular a producéo de espécies reativas de oxigénio pelos macréfagos
(ROS), importante para a destruicao intracelular das amastigotas de Leishmania
(DAYAKAR et al., 2019). Assim, ap0s essa invasao inicial pelos parasitas Leishmania,

comumente ocorre uma resposta Th1, iniciada pela IL-12. A via Th1 é conhecida pela
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resposta protetora contra a leishmaniose, sendo mediada pelo IFN-y e pelo TNF
(NASCIMENTO et al., 2015).

Para escapar da resposta inata do hospedeiro, a Leishmania utiliza de taticas
como: o bloqueio de parte do sistema complemento; reducido da expressao de CD40
(necessaria para atividade antiparasitaria das células T); modificagdo na sinalizagao
dos Toll-like Receptors (TLR)-2 e TLR-4, e também da Janus tyrosina kinase (JAK),
afetando a cascata de citocinas e alterando o perfil de expressao dessas. Além
desses, é relatado que parasitas L. donovani poderiam escapar da resposta oxidativa
intracelular por inibicdo da expressédo do acido ribonucleico mensageiro (MRNA) da
oxido nitrico sintetase (INOS) (DAYAKAR et al., 2019).

A gravidade dos casos de LV pode estar relacionada a baixos niveis de IFN-y
e a niveis elevados de IL-10. Gama et al relatam que em criangas com LV, e com
nenhum ou apenas um sinal de gravidade, os niveis de IFN-y e IL-10 estavam
elevados (GAMA et al., 2013). Em casos sintomaticos de LV, com doenga ativa,
normalmente o IFN-y, o TNF e a IL-10 sdo detectados em niveis elevados (COSTA,
A. etal., 2012). Ainda, IFN-y e as quimiocinas IP-10 (IFN-y-inducible protein-10) e MIG
(monokine-induced-by-IFN-y) séao apontados como marcadores de boa resposta ao
tratamento contra a LV (IBARRA-MENESES et al., 2017), onde esses marcadores
estavam, em pessoas curadas, em niveis significativamente aumentados quando

comparadas aos dos casos de LV ativa.

Para que essa resposta com o IFN-y aconteca, é determinante o papel da IL-2
como promotora da resposta anti-Leishmania pelas células T, em especial as CD4+
(CHAUHAN et al., 2019; DAYAKAR et al., 2019; MURRAY et al., 1993). Em um estudo
experimental, a inativagdo da IL-2 através de anticorpos monoclonais sucedeu-se
falha no controle da replicagéo parasitaria no figado (MURRAY et al., 1993). De forma
interessante, a adigao de IL-2 a amostras de sangue de pacientes com LV estimulou
o aumento dos niveis de IFN-y mas n&o alterou os niveis de IL-10 (CHAUHAN et al.,
2019). Maiores niveis de IL-2 s&o encontrados em pessoas assintomaticas ou curadas
para LV (COSTA, A. et al., 2012; IBARRA-MENESES et al., 2016). Ja em pacientes
com LV ativa, a detecgao de IL-2 é baixa ou ausente (IBARRA-MENESES et al., 2016,
2017). Apos o tratamento para LV, é observada rapida elevagao dos niveis dessa
citocina (DAYAKAR et al., 2019).
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Envolvida tanto na resposta inata como na adaptativa, o TNF é descrito como
citocina com tendo papel protetor para LV por sua agédo de ativagdo de macrofagos
para a morte intracelular de parasitas (DAYAKAR et al., 2019). O papel do TNF no
controle da infecgao por Leishmania € demonstrado em um estudo onde TNF e IFN-y
foram neutralizados através do uso de anticorpos monoclonais anti-TNF e anti-IFN-y
(SINGH; SUNDAR, 2018). Nas amostras com a neutralizagdo dessas citocinas, houve
aumento do numero de parasitas quando comparada a amostras sem esse bloqueio
imune. Ainda nesse estudo, foi observado que esse duplo bloqueio ndo afeta os niveis
de IL-10, porém induz a producédo de IL-4 nas amostras estudadas. Em concordancia
com os estudos experimentais, sdo reportados dezenas de casos de LV em pessoas
em uso de medicamentos anti-TNF para tratamentos em doengas reumatoldgicas
(CATALA et al., 2015). Em coinfectados LV-HIV também ha relato de niveis mais altos
de TNF quando comparados aos das pessoas apenas com HIV (BARBOSA JUNIOR
et al., 2020).

Maior carga parasitaria nos casos de leishmaniose cutanea (VERMA et al.,
2010), por exemplo, ou em pessoas com LV ativa (COSTA, A. et al., 2012), séo
relatados como sendo correlacionados a maiores niveis de IL-4. Niveis mais elevados
de IL-4 foram também reportados em pessoas coinfectadas com LV-HIV quando
comparadas as infectadas apenas com HIV (BARBOSA JUNIOR et al., 2020), em um
estudo onde todos os individuos estavam em uso de antirretrovirais e os niveis de
CD4 nos coinfectados era trés vezes maior. Existe, pois, um papel supressor da IL-4
na resposta imune do tipo Th1 do hospedeiro frente a infeccdo por Leishmania. O
impacto negativo na resposta Th1 seria, portanto, ndo apenas secundario a inibicao
da producao de IFN-y por linfocitos T CD4+, mas também devido ao estimulo que a
IL-4 exerce em linfécitos T CD4+ naive para uma resposta Th2 (DAYAKAR et al.,
2019). Por outro lado, um estudo experimental em animais observou o papel da IL-4
endégena como adjuvante no tratamento dos animais com LV por L. donovani
medicados com antimoniato de meglumina (ALEXANDER et al., 2000) — sendo essa
uma das drogas disponiveis para o tratamento da LV em humanos, porém nao

recomendada para os casos de coinfeccdo com HIV.

IL-6 € uma citocina produzida, entre outras células, por mondcitos e linfécitos
T. Exerce um papel importante na diferenciagdo de mondcitos em macréfagos

(DAYAKAR et al.,, 2019). Em modelo experimental na infecgdo por outro
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tripanossomatideo, o Trypanosoma cruzi, foi observado com camundongos com
deficiéncia na producao de IL-6 houve grande aumento da produgao de 6xido nitrico
em resposta a infecgao parasitaria intracelular (SANMARCO et al., 2017). Concluiu-
se que essa citocina tem papel regulador da resposta oxidativa por NO. Sabe-se ainda
que a IL-6 influencia a produgéo de IL-17 (KHADER; GOPAL, 2010).

Niveis aumentados de IL-6 estdo relacionados também a replicacdo do HIV
(BORGES et al.,, 2015; TANAKA; KISHIMOTO, 2014), e por isso provavelmente
maiores niveis dessa citocina deve ser observado em coinfectados LV-HIV que nao
estejam em terapia antirretroviral ou que estejam com falha terapéutica e com cargas
virais vais elevadas quando comparados com pessoas com carga viral de HIV
indetectavel. Também é descrita uma correlagdo negativa entre IL-6 e contagem de
CD4, onde maiores valores de CD4 se correlacionam com menores niveis de IL-6
(BORGES et al.,, 2015). Estudos anteriores relacionam ainda a IL-6 com maior
gravidade dos casos de LV (COSTA, D. et al., 2013; DOS SANTOS et al., 2016),
sendo esse fato atribuido a dois mecanismos: pela inibicdo do TNF na fase inicial da
infecgcao e, apds essa fase inicial, pela influéncia da IL-6 na inibicdo da resposta Th1
(DOS SANTOS et al., 2016).

A IL-10 é uma citocina regulatéria secretada por varios tipos de células do
sistema imune, como macrofagos, células NK, células dendriticas, células B e células
T (GAUTAM et al., 2011). Em LV esplénica foi demonstrado que células T CD4*CD25~
Foxp3~ estavam associadas como grande fonte de IL-10 mRNA (NYLEN et al., 2007).
A IL-10 atua auxiliando outras citocinas, como a IFN-y, o TNF e a IL-2, para uma
resposta efetiva contra a LV (Th1). Por outro lado, de forma contraditéria, niveis altos
de IL-10 foram associados também a uma maior replicagéo parasitaria (VERMA et al.,
2010), podendo estar relacionado a maior gravidade de doencga. Isso ser explicado
pois a IL-10 inibiria a fagocitose, além de afetar a habilidade dos macréfagos em
destruir parasitas intracelulares (NASCIMENTO et al., 2015). Refor¢ando essa ultima
observacao, em estudos experimentais utilizando anticorpos anti-IL-10 foi observado
significante redugcdo da carga parasitaria (FALEIRO et al., 2016; GAUTAM et al.,
2011), provavelmente pelo efeito secundario de aumento nos niveis de IFN-y (citocina
relacionada a resposta Th1, e portanto, a resposta antiparasitaria) (FALEIRO et al.,

2016). Em humanos, em um estudo espanhol baixos niveis de IL-10 foram vistos em
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casos assintomaticos de LV — ja em pessoas com LV ativa, o contrario também foi

observado, com valores mais altos dessa citocina (IBARRA-MENESES et al., 2016).

Outra citocina relacionada a infeccédo por Leishmania é a IL-17, relacionada a
resposta Th17. A IL-17 é majoritariamente produzida por células T CD4+ e CD8+
ativadas, além das células Th17. Na presenca de IL-6 e fator de crescimento beta
(TGF-b), células T naive séo ativadas a Th17. A IL-17, por sua vez, induz a produgao
de IL-6, o que estimula novamente a producao de células Th17. O papel da IL-17 é
duplo, podendo agir como protetora ou estar relacionada a progressdo da doenca
(DAYAKAR et al., 2019), e esse papel parece ser determinado por diferentes causa,
como espécie do parasita e fatores relacionados ao hospedeiro (GONCALVES-DE-
ALBUQUERQUE et al., 2017). Valores mais elevados de IL-17 s&o descritos como
relacionados a protegcéo nos casos de LV por L. donovani (DAYAKAR et al., 2019;
PITTA et al., 2009). A IL-17 € uma citocina pré-inflamatéria presente durante a infegao
ativa de leishmaniose, sendo observada queda nos niveis apos tratamento eficaz
(NASCIMENTO et al., 2015). E descrita, ainda, como intimamente relacionada ao
recrutamento de neutréfilos. Experimentos em camundongos mostram alta produgao
de IL-17 durante o pico de carga parasitaria. Essa citocina age de forma sinérgica com
IFN-y, potencializando a produgédo de éxido nitrico e a atividade leishmanicida dos
macrofagos (NASCIMENTO et al., 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

O numero de novos casos de pessoas com HIV aumentou nos ultimos anos em
Pernambuco (PERNAMBUCO, 2018). Para essas pessoas, uma vez que vivem em
area endémica para LV, e dada a condigéo de pior prognéstico da coinfecgédo LV-HIV
quando comparada a infeccéo por LV apenas, € importante saber sobre sua possivel
condigdo de coinfectadas. Entretanto, as estatisticas sobre coinfecgdo LV-HIV no
estado tém sido feitas a partir da notificagdo de pessoas doentes pela LV. Ainda,
estima-se que apenas 65% das notificacdes de LV tém o campo “coinfeccdo com HIV”
preenchidos. Optamos por realizar o estudo no municipio de Petrolina, local onde séo

notificados a maior parte dos casos de LV em Pernambuco.

Existe ainda, como desdobramentos de estudos de prevaléncia de casos
assintomaticos de LV em areas endémicas, a necessidade — observada através da
auséncia de estudos sobre — de se conhecer a potencial (ou alternativa) meio de
transmissao da LV que é a via sexual. Discute-se isso também na perspectiva de se
saber mais sobre o papel dos portadores assintomaticos de LV, podendo esses serem

um importante fator na manutencéo da transmiss&o da doenga (MOLINA et al., 2020).

Como foi explicitado na revisao de literatura, existe a dificuldade no diagnéstico
da LV em pessoas com HIV, principalmente com relagdo aos testes imunoldgicos.
Dada essa limitagéo, propusemos o uso de uma nova ferramenta diagndstica, a partir
de um equipamento, ja acessivel no acompanhamento das pessoas com HIV, que é

o citdbmetro de fluxo.

Por fim, lembramos que até o momento ndo ha consenso sobre biomarcadores
que indiquem de forma clara a evolugao ou o desfecho dos casos de LV (cura, ébito,
laténcia etc.). Além disso, uma consideravel parcela dos estudos sobre a resposta
imune de pessoas com LV ndo leva em consideracdo os casos de coinfeccdo com o
HIV. Citocinas, moléculas produzidas por linfocitos e que atuam na resposta imune e
na inflamagao, sdo alguns dos marcadores estudados para essa finalidade. Dessa
forma, e por ndo haver ainda estudos sobre niveis de citocinas em pessoas
coinfectadas com LV e HIV no estado de Pernambuco, justificamos esse projeto de

pesquisa.
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4 OBJETIVO GERAL

Conhecer o perfil epidemioldgico, clinico e laboratorial da coinfecgédo LV-HIV

no estado de Pernambuco.

4.1 Objetivos especificos

a) Analisar por meio de uma revisao narrativa a transmissao sexual da LV como
uma via alternativa em humanos;

b) Determinar a prevaléncia da coinfeccéo LV-HIV e sua relagdo com aspectos
epidemioldgicos e laboratoriais em Petrolina, Pernambuco;

c) Avaliar o desempenho da citometria de fluxo na detecgdo de anticorpos anti-
Leishmania infantum em pacientes infectados pelo HIV;

d) Comparar os niveis das citocinas IFN-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17
encontradas nos coinfectados LV-HIV assintomaticos com os encontrados em

coinfectados LV-HIV sintomaticos.
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5 METODO
5.1 Referente ao objetivo especifico A

Trata-se de uma revisao narrativa, em formato de artigo de opinidao/férum. Foi
realizada uma busca na literatura sobre transmissdo sexual de Leishmania, em
animais e em humanos. Utilizamos, nas bases PubMed e Web of Science os termos
(sexually OR semen OR veneral OR horizontal) AND (leishmaniasis OR leishmania).
Foram encontrados 166 artigos. Artigos em inglés, portugués, espanhol ou francés

foram avaliados.
5.2 Referente ao objetivo especifico B

Sobre o objetivo de determinar a prevaléncia da coinfecgdo LV-HIV e sua

relagdo com aspectos epidemioldgicos e laboratoriais em Petrolina, Pernambuco.
5.2.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo de corte transversal/inquérito epidemiolégico para
identificacdo dos casos de coinfeccédo LV-HIV. Com isso, foi estimada a prevaléncia

da coinfeccéo LV-HIV no local estudado.
5.2.2 Local do estudo

Nessa etapa, o estudo foi realizado no municipio de Petrolina, estado de
Pernambuco, no Servigo de Assisténcia Especializada em HIV/AIDS (SAE), vinculado
ao Sistema Unico de Saude (SUS). Petrolina, segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) possui um territério de 4.561km? e uma populagéo no
ano de 2018 estimada em 343.865 habitantes, e € o municipio com mais casos de LV
notificados em Pernambuco (DINIZ; SOUZA; CARMO, 2018).

5.2.3 Populagédo e amostra

A populacéo do estudo foi composta por pessoas com HIV atendidas no SAE

Petrolina, onde estdo cadastradas cerca de 600 pessoas com HIV. Considerando uma
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prevaléncia de 16,9% de coinfecgao LV-HIV (GUEDES et al., 2018), o tamanho
minimo da amostra deveria ser de 159 individuos (para um intervalo de confianga de
95%). Para o calculo da amostra foi utilizada a plataforma virtual OpenEpi (disponivel

em https://www.openepi.com).

A amostra foi composta por PVHIV de ambos os sexos, de idade igual ou
superior a 18 anos e que, de forma consentida (APENDICE A), aceitaram participar
do estudo. Foi considerado caso de coinfec¢ado LV-HIV qualquer individuo com HIV
que viesse a apresentar ao menos um teste positivo para LV dentre os testes que

foram realizados neste estudo.
5.2.4 Protocolo de investigacao de Leishmaniose Visceral

O protocolo de investigagao de leishmaniose visceral foi dividido em avaliagao
epidemioldgica, avaliagao clinica, avaliagao laboratorial e diagndstico laboratorial da
LV.

5.2.4.1 Avaliagéo epidemiolbgica

As seguintes informagdes foram obtidas em entrevista clinica e registradas em
formulario proprio (APENDICE B): sexo/género, idade, escolaridade, estado civil,
ocupacgao; presencga de animais em casa; e casos de leishmaniose no domicilio ou na

vizinhancga; uso de drogas injetaveis.
5.2.4.2 Avaliagéo clinica

Foram coletadas as seguintes informagdes clinicas, através de consulta a
prontuario médico: presenca de comorbidades; presenca e tempo de febre; presenca
de falta de ar e cansacgo, sangramentos, tosse, diarreia, perda de peso; presencga de
hepatomegalia ou esplenomegalia; rarefagdo de pelos; palidez cutanea; lesbes em
pele ou mucosa; data de diagndstico e tempo de infecgédo pelo HIV; uso de TARV e
tempo de uso; histérico de diagndstico prévio de leishmaniose; histérico de uso de

anfotericina B, antimoniato de meglumina ou pentamidina.
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5.2.4.3 Avaliagéo laboratorial

Foram coletados os seguintes resultados de exames por meio de consulta a
prontuario: contagem de leucdcitos, neutrofilos e linfocitos; hemoglobina, hematécrito,
plaquetas, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia,
creatinina; albumina e globulina séricas. Também foram avaliadas carga viral de HIV

e contagem de linfécitos T CD4+ e CD8+.

5.2.4.4 Diagnostico laboratorial de LV

Para o diagndstico de LV em pessoas com HIV atendidas no SAE Petrolina
foram utilizados quatro testes para LV, que sao: rK39-ICT, DAT, KAtex e PCR
convencional em sangue periférico. Foi considerado como caso de coinfecgédo LV-HIV

todo individuo com pelo menos um desses testes positivo (BRASIL, 2011).

As informagdes sobre cada um dos testes e procedimentos sdo descritas a

sequir:

a) rK39-ICT — O teste foi realizado de acordo com as descri¢des do kit OnSite
(InBios International, Seattle, USA). Uma gota de soro é colocada na base da
membrana, sendo absorvida, e acrescenta-se trés gotas de tampao de teste.
Apds 10 minutos surge uma linha vermelha superior indicando a presenga de
imunoglobulina (Ig) G (controle), o que valida o kit. O aparecimento de outra
linha vermelha abaixo indica a presencga de IgG anti-rK39, sendo considerado
nesse caso um resultado positivo.

b) DAT — Para a realizacédo desse exame foi utilizado soro do paciente, obtido por
centrifugacéo do sangue (2.500 rpm por 10 min). O material foi processado de
acordo com o protocolo do kit DAT (Biomedical Research, AD Amsterdam).
Neste estudo foi considerado como resultado positivo uma titulagao igual ou
maior que 1:6.400 (EL HARITH et al., 1988).

c) KAtex — Deteccao de antigeno de Leishmania spp. em urina: Amostras de urina
foram obtidas dos pacientes, de forma nao invasiva, em recipientes limpos e
estéreis, e conservadas sob refrigeragcéo, por poucas horas, a temperatura de
2°C a 8°C, até o momento da analise, a qual foi realizada de acordo com o
protocolo KAtex (kit Kalon Biological Ltd, Guildford, UK).
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d) PCR — As extracbes de DNA foram feitas a partir de amostras sanguineas,
utilizando o protocolo in-house de Araujo et al. (2009), e adaptagdes, descritas
abaixo: 1) adicdo de 300 microlitros (uL) de sangue em um microtubo de
polipropileno de 2mL; 2) acréscimo de 500uL de SDS 20%, homogeneizagao
em vortex e incubagédo a 65°C por 15 minutos; 3) remogao do microtubo da
incubacéo, colocagao de 400uL de cloroférmio e homogeneizagéo em vortex;
4) adigao de 300uL de solugéo de precipitagao proteica e agitagdo em vortex
até completa homogeneizagao; 5) centrifugagado durante 10 minutos a 10.000
giros por minuto; 6) pipetagem da fase aquosa para um microtubo de 1,5 ml; 7)
adicdo de 1mL de alcool etilico a 100% ou alcool isopropilico, deixando
descansar por pelo menos uma hora sob refrigeragao; 8) retirada da incubagéao
e homogeneizagdo por inversao; 9) centrifugacdo durante trés minutos a
10.000 giros por minuto; 10) desprezo do sobrenadante por inversao e adigao
de 1mL de etanol a 70%; 11) homogeneizacao por inversdo e centrifugagao
durante 2 minutos a 10.000 giros por minuto; 12) repeticao das etapas 10 e 11
do protocolo por mais duas vezes; 13) desprezar o sobrenadante e inverter o
microtubo sob papel toalha, por aproximadamente 10 minutos; 14) terminar a
secagem do microtubo em speed-vac centrifugando a uma temperatura de
aproximadamente 30°C durante 10 minutos; 15) eluicdo da amostra em 100uL
de agua livre de nucleases ou de tampao TE. 16) apds cada extracdo, a
concentragdo e a pureza do DNA gendmico foram avaliadas por densidade
optica em espectrofotdmetro (NanoDrop® 2000/2000c). Como controle
enddgeno foi realizado PCR para o gene constitutivo humano de beta-globina,
onde se verificou questées como integridade e qualidade do material genético,
conforme especificacbes de Simonato et al. (2007). Os alvos utilizados foram
0S seguintes:

- ITS-1: A PCR foi realizada de acordo com as condi¢gdes descritas por
Schonian et al. (2003) — desnaturagédo inicial a 94°C por cinco minutos e 35
ciclos a 94°C por um minuto; 67°C por dois minutos; 72°C por um minuto e
uma extensao final a 72°C por cinco minutos — tendo como alvo o espacador
interno transcrito 1 (ITS-1), que produz um fragmento de 300 — 350 pb, a
depender da espécie de Leishmania spp. Os primers utilizados na reacao
foram LITSR (5-CTGGATCATTTTCCGATG-3') e L58S (5-
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TGATACCACTTATCGCACTT-3’), descritos pelos autores supracitados. A
amplificacdo do DNA foi realizada a um mix de reagao de 50pl, contendo 2yl
de DNA molde, 25ul de 2x GoTaq® Green Master Mix (Promega Corp,
Madison, WI) e 2,5ul (10pmol/ul) de cada primer. GoTag® Green Master Mix
apresenta as seguintes condigdes: 2x Green GoTaq reaction Buffer (pH
8.5),400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP e 3mM MgCI2.
A analise e registros do material dos resultados de PCR foram analisados
através de eletroforese em gel de agarose a 2,0% com coloragao pelo
brometo de etidio. As bandas de DNA separadas por eletroforese foram
visualizadas em transiluminador de luz ultravioleta e fotografadas com um
sistema de documentacédo L-Pix EX (Loccus Bioteclogia, Sdo Paulo, Brasil).
Os padrdes de bandas foram comparados aos descritos para cada espécie
por Schonian et al. (2003).

kDNA género: Para essa PCR, cujo alvo € o DNA do cinetoplasto (kDNA)
de Leishmania, foram utilizados os seguintes primers: 150 (5'-
GGG(G/T) AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA3) e 152
(C/IG)(C/G)(C/IG)(AIT)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC-3). Esses amplificam
um fragmento de 120 pares de base (pb) para todas as espécies de
Leishmania. Para essa PCR foram seguidas especificagbes conforme Souza
et al. (2010).

kDNA espécie: Para confirmacdo da espécie como L. infantum foram
utilizados os primers RLC2 (5-GGGAAATTGGCCTCCCTGAG-3’) e FLC2
(5’-GTCAGTGTCGGAAACTAATCCGC-3’), que amplificam um produto de
230 pb dessa espécie, segundo o protocolo de Gualda et al. (2015). A analise
e registros do material dos resultados de PCR foram através de eletroforese
em gel de agarose a 1,5% com coloracao pelo brometo de etidio. As bandas
de DNA separadas por eletroforese foram visualizadas em transiluminador
de luz ultravioleta e fotografadas com um sistema de documentagao Polaroid
MP4+ System™ (Sigma St. Louis, MA, USA).
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5.2.5 Analise estatistica dos dados

Os dados foram inseridos em planilhas do software Microsoft Excel
Professional Plus 2016 (Microsoft Corp., Redmond, WA, EUA). A analise dos dados
foi realizada no software Stata SE 12.0 para Windows (StataCorp, College Station,
TX, EUA). Os casos assintomaticos de coinfecgdo LV-HIV foram comparados com
pessoas que eram positivas para HIV apenas. Foram obtidas frequéncias e médias,
com intervalo de confianca de 95%, das variaveis de interesse. Para variaveis binarias
e categoricas foi utilizado o teste do qui-quadrado (nivel de significancia p < 0,05).
Para variaveis continuas, usamos o teste Mann-Whitney para duas amostras. As
variaveis que mostraram um valor de p menor ou igual a 0,1 na analise univariada

foram incluidas em uma analise multivariada por meio de regresséo logistica.

5.3 Referente ao objetivo especifico C

Sobre o0 objetivo de avaliar o desempenho da citometria de fluxo na detecg¢ao

de anticorpos anti-Leishmania infantum em pacientes infectados pelo HIV.

5.3.1 Desenho, local, populacdo e amostra

Estudo transversal, retrospectivo, realizado no Instituto Aggeu Magalhaes
(IAM) — Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz) Pernambuco. A populagdo do estudo foi
definida pela conveniéncia do tamanho da amostra de dois estados do Nordeste do
Brasil (Pernambuco e Piaui). Foram utilizados soros de 18 individuos coinfectados
com LV-HIV, todos diagnosticados por exame parasitoldgico para Leishmania através
de aspirado de medula 6ssea e por teste rapido para HIV, e 18 pacientes HIV-positivos
LV-negativos, bem como 18 individuos controles saudaveis, soronegativos para LV e

HIV — confirmados por testes soroldgicos convencionais rK39 (teste rapido) e DAT.
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5.3.2 Protocolo de pesquisa

As amostras de sangue total foram coletadas em tubos vacutainer (BD
Biosciences), processadas por centrifugagdo (1.000 g, por 10min, a temperatura
ambiente), inativadas por aquecimento (30min a 56°C) e centrifugadas a 4°C, a 1.000
g por 5 minutos. Apds centrifugagéo, o soro foi aliquotado e mantido a -20°C até o

momento do uso.

5.3.2.1 Diagnéstico da LV

Aspirados de medula éssea (1mL) foram obtidos para detecg¢ao de Leishmania
em esfregagos em Iaminas. As laminas foram coradas com kit de coloragéo pandptico
(Ranylab, Barbacena, Brasil) e avaliadas em microscopio éptico (objetiva de 100x).
Foram avaliados pelo menos trés esfregacos de medula éssea para cada paciente e
de acordo com Da Silva et al. (2005). Os testes rapidos baseados em rK39 (IT LEISH)
foram adquiridos da Bio Rad Laboratories (Marnes-la-Coquette, Franga), sendo
realizados de acordo com as instru¢des do fabricante. O DAT foi realizado de acordo
com as instrugdes do fabricante (Royal Tropical Institute, Amsterda, Paises Baixos),
sendo considerados positivos os soros com titulos de diluicdo de ao menos 1: 6.400
de acordo com El Harith et al (1988).

5.3.2.2 Teste de imunofluorescéncia indireta (IFAT)

O teste IFAT (indirect fluorescente antibody test) foi realizado com um protocolo
in-house, onde 20ul de uma suspensao antigénica de formas promastigotas de L.
infantum foram aplicados na regido delimitada das laminas IFAT (PERFECTLAB, Séo
Paulo, Brasil) e mantidos por duas horas a 37°C. As laminas foram ent&o revestidas
com 10ul de soro do paciente, em titulos variando de 1:20 a 1:320, diluido em PBS,
pH 7,2. Dois soros controle (positivo e negativo) foram adicionados a laminas e
incubados em camara umida por 30 minutos a 37°C. Apds a incubacdo, as laminas
foram lavadas trés vezes por imersdao em PBS, em intervalos de 10 minutos.
Posteriormente, foi adicionado IgG anti-humano conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (Sigma Chemical Corp., St. Louis, Estados Unidos da América -

EUA) preparado em azul de Evans (40 mg) em PBS (previamente diluido na proporg¢ao
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de 1:10 no mesmo tampé&o) foi adicionado as laminas em uma diluicdo de 1:50 e
incubado nas mesmas condigdes mencionadas anteriormente. As laminas foram
entdo lavadas trés vezes por 10 minutos em PBS e deixadas em temperatura
ambiente. A montagem foi feita com glicerina tamponada pH 8,5 e as laminas foram
observadas por microscopia fluorescente, com objetiva de 100x. Os soros foram

considerados positivos a partir da diluicao 1:40.

5.3.2.3 ELISA

O teste ELISA foi realizado conforme descrito por Oliveira et al. (2011),
utilizando 600ng por pogo de antigeno bruto de L. infantum testado com os varios
soros diluidos a 1:900, seguido de incubagdo com o anti-IlgG conjugado com
peroxidase (Calbiochem, EMD Millipore, Billerica, EUA) diluido a 1:2.000. Apds a
detecg¢ao enzimatica com o-fenilenodiamina e H202, a reacao foi parada pela adigcao
de 2M H2SO4 (50ul/pogo) e as placas foram lidas a 490 nm (Spectra Max 190,
Molecular Devices, Sunnyvale, EUA ou MRX Il, Dynex Technologies, Chantilly, EUA).
Controles positivos e negativos foram adicionados a cada ensaio. O ponto de corte
entre as amostras ndo reagentes e reagentes foi calculado como a média dos

controles negativos mais duas vezes o desvio padrao.

5.3.2.4 Citometria de fluxo

O ensaio de citometria de fluxo foi realizado conforme descrito originalmente
por Rocha et al. (2002). Promastigotas cultivados de L. infantum (cepa
MHOM/BR/70/BH46) foram obtidas e lavadas trés vezes em PBS gelado
suplementado com 10% de soro fetal bovino, antes da ressuspensao em 1% de
paraformaldeido e incubagdo overnight. Seguido por uma nova lavagem e
ressuspensdo em PBS mais soro fetal bovino a 10%, a suspensao do parasita foi
incubada em 96 pogos, placas de fundo U (2,5 x 105 / pogo) a 37°C por 30 minutos
na presenca de diferentes diluicbes de soro (1:64 a 1:8.192), seguido por duas
lavagens com PBS - soro fetal bovino a 10%. Os parasitas foram entao incubados a
37°C por 30 minutos protegidos da luz e na presencga de IgG anti-humana conjugada
a FITC diluido a 1: 200 em PBS- soro fetal bovino a 10%. Apds mais uma lavagem,

os parasitas marcados com FITC foram fixados com 200 pL de paraformaldeido a 1%
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e mantidos longe da luz direta por 30 minutos a 4°C até a aquisicao de dados no
citbmetro de fluxo (FACScalibur, Becton Dickinson), usando o software Cell Quest Pro,
com 20.000 eventos por amostra. As promastigotas foram identificados com base em
suas propriedades especificas de dispersao de luz frontal (FSC) e lateral (SSC). Apos
ajustes de ganho de FSC e SSC, os parasitas assumiram uma distribuicdo
caracteristica com esses parametros. A intensidade relativa da fluorescéncia FITC de
cada evento foi analisada com uma unica representagdo de histograma. Uma
delimitacédo foi definida no histograma de controle interno conjugado com FITC e
aplicada a todas as analises de dados aqui relatadas, a fim de determinar a

porcentagem de parasitas fluorescentes positivos (PPFP) para cada amostra.

A diluigao de soro ideal e o ponto de corte de PPFP foram entdo selecionados
para reunir os dados de reatividade de IgG com os melhores indices de desempenho.
Os valores obtidos foram plotados como a média do PPFP em relacdo a diluicao
inversa dos soros avaliados. Para cada ensaio, além do controle interno conjugado
com FITC, controles ndo marcados em quadruplicadas e controles negativos (um
conjunto de soros negativos) e positivos (um conjunto de soros positivos) foram

incluidos para validar o ensaio.

5.3.3 Analise estatistica

A sensibilidade foi determinada como a fragao dos soros coinfectados com LV-
HIV confirmados que eram reagentes, e a especificidade foi calculada como a fragéao
de soros nao reagentes (controles saudaveis e grupos infectados com HIV) que foram
identificados para ser verdadeiramente negativo no teste. As andlises estatisticas
foram realizadas usando uma tabela de contingéncia dois por dois com intervalos de
confianga binomiais exatos de 95% por meio do software OpenEpi (versao 2.3.1,
Centers for Disease Control, Atlanta, EUA). O grau de concordancia foi determinado
pelo indice kappa, utilizando os critérios de interpretacdo de Landis e Koch. Os
graficos foram gerados pelo software GraphPad Prism versédo 7.0 (GraphPad Prism
Inc., San Diego, EUA)
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5.4 Referente ao objetivo especifico D

Sobre o objetivo de comparar os niveis das citocinas IFN-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-
6, IL-10 e IL-17 encontradas nos coinfectados LV-HIV assintomaticos com os

encontrados em coinfectados LV-HIV sintomaticos.

5.4.1 Desenho, local, populacdo e amostra

Este foi um estudo do tipo transversal, retrospectivo, realizado no Instituto
Aggeu Magalhdes (IAM) — Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) Pernambuco, nos

departamentos de parasitologia e de imunologia.

Foram incluidas amostras dos casos assintomaticos de coinfecgao LV-HIV
identificados na primeira parte deste projeto, ocorrido no SAE Petrolina; e, para
comparacgao, foram analisadas amostras de casos de coinfeccédo LV-HIV sintomaticos,
hospitalizados, de pessoas de um estudo anterior, armazenadas no |IAM; e ainda

amostras de controles negativos obtidas de voluntarios saudaveis no IAM.

5.4.2 Protocolo de avaliagao laboratorial

Os niveis de citocinas foram quantificados usando o sistema Cytometric Bead
Array (CBA) da Becton Dickinson-BD para as citocinas IFN-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10 e IL-17A, de acordo com as recomendacodes do fabricante. Os limites de deteccao
para essas citocinas, de acordo com o fabricante, sdo: IFN-y - 3.7 pg/ml; TNF - 3.8
pg/ml; IL-2 - 2.6 pg/ml; IL-4 - 4.9 pg/ml; IL-6 - 2.4 pg/ml; IL-10 - 4.5 pg/ml; IL-17A - 18.9
pg/ml.

Foram utilizados 25uL do soro, 25uL dos padrbes de citocinas, e 25uL de
diluente (apenas controle negativo), sendo transferidos para tubos de poliestireno de
5mL. Em seguida, a cada tubo foram adicionados 25uL da mistura de esferas de
captura, conjugadas com anticorpos monoclonais anti-IFN-y, anti-TNF, anti-IL-2, anti-
IL-4, anti-IL-6, anti-IL-10 e anti-IL-17 (Human Th1/Th2/Th17 Cytokine CBA Kit) e 25uL
de um coquetel de anticorpos monoclonais anti-citocinas humanas, conjugados com
o fluorocromo PE (FL-2) e com subsequente incubagao por 3 horas em temperatura
ambiente, ao abrigo da luz. Apds a incubacgao, as esferas de captura foram lavadas

com 500uL da solugéo de lavagem (wash buffer, um reagente presente no kit CBA),
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e centrifugadas a 300xg, por 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado. As esferas
foram entao ressuspendidas em 250 uL de wash buffer. Foi utilizado entéo o citdmetro
de fluxo FACSCalibur (BD, San Jose, California), com subsequente analise utilizando
o FCAPArray (BD, San Jose, CA).

5.4.3 Analise estatistica dos dados

As diferengcas nas propor¢des das varidaveis categoéricas por grupo foram
comparadas usando o teste qui-quadrado ou o teste exato de Fisher, conforme
apropriado. As diferengas nas medianas por grupo foram comparadas pelo teste U de
Mann-Whitney. Comparagbes dos niveis de citocinas entre os trés grupos
(assintomaticos LV-HIV, sintomaticos LV-HIV e controles negativos) foram realizadas
usando o teste de comparacdes multiplas de Dunn. O coeficiente de correlagao de
Spearman (rho) foi calculado para avaliar a correlagao entre as diferentes medigdes
de citocinas e para avaliar a correlagao entre os niveis de citocinas e parametros
hematoldgicos e bioquimicos dos pacientes coinfectados. A andlise dos dados foi feita
com os softwares Stata SE 12.0 (StataCorp, College Station, TX, EUA) e GraphPad
Prism versao 8 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).
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6 CONSIDERAGOES ETICAS

Os procedimentos metodoldgicos do presente projeto foram condizentes com
a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo
com o codigo de ética, resolucdo 466/12 do Conselho nacional de Saude e
complementares. O armazenamento e a utilizagdo do material biolégico seguiram os
itens da resolucao do Conselho Nacional de Saude 441/2011 e Portaria do Ministério

da Saude 2.201/11 que trata das recomendacdes para o uso de biorrepositoério.

Todos os participantes assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICES A e C), sendo garantido o sigilo e anonimato relacionado
as informacdes obtidas na pesquisa em respeito as recomendagdes da resolugcao
466/12 do Conselho Nacional de Saude. Relativo ao objetivo A, ndo foi necessaria
submissao ao comité de ética (artigo de revisao). Para o objetivo B houve aprovagao
pelo Comité de Etica do IAM/Fiocruz Pernambuco (CAAE 51235815.0.0000.5190).
Para os objetivos C e D houve aprovagao nos comités de ética em pesquisa da
Universidade Federal do Piaui (0116/2005) e do IAM/Fiocruz Pernambuco (CAEE
51603115.7.0000.5190).
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7 ARTIGOS

Nesta secdo sao apresentados quatro artigos. O primeiro, escrito em
colaboracdo com pesquisadores do Institute of Tropical Medicine em Antuérpia,
Bélgica, durante o periodo sanduiche no exterior, publicado em 2020 na revista
Trends in Parasitology, cujo titulo é “Sexual transmission of visceral leishmaniasis: a

neglected story”.

O segundo artigo, intitulado “Asymptomatic Leishmania infection in HIV-positive
outpatients on antiretroviral therapy in Pernambuco, Brazil”, submetido em julho de
2020 e aceito em dezembro de 2020 para publicagéo pela revista PLOS Neglected

Tropical Diseases.

Um terceiro artigo, “A flow cytometry-based serological assay to detect visceral
leishmaniasis in HIV-infected patients”, publicado na revista Frontiers in Medicine em
2021.

Por fim, o artigo intitulado “Comparison of cytokine levels from symptomatic and
asymptomatic HIV-Leishmania coinfected individuals living in a VL-endemic area”, diz
respeito a avaliagao dos niveis de citocinas nos coinfectados LV-HIV e encontra-se

em revisao final pelos autores para a submisséo.



55

7.1 Artigo 1: Sexual transmission of visceral leishmaniasis: a neglected story

Resumo

Para a leishmaniose visceral (LV), uma das principais doengas parasitarias
transmitidas por vetores, uma via alternativa de transmissdo sexual esta bem
documentada em caes, porém em humanos carecem evidéncias. Aqui, discutimos o
conhecimento atual e as principais questdes a serem respondidas, uma vez que este
pode ser um obstaculo adicional para os programas de eliminagcdo de LV em

andamento.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; transmissdo sexual
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For visceral leishmaniasis (VL), a
major vector-borne parasitic dis-
ease, an alternative sexual trans-
mission route is well documented
in dogs but evidence is lacking in
humans. Here, we discuss the cur-
rent knowledge and key questions
to be answered as it may be an
additional obstacle in ongoing VL
elimination programs.

Transmission Routes of VL

VL is a vector-borne disease caused by
parasites of the Leishmania donovani
complex [1]; it annually affects 20 000
people worldwide [2]. Manifestations
range from asymptomatic to chronic
active disease which is fatal without treat-
ment [3]. Bone marrow, spleen, and liver
are predominant locations of parasite
replication but infections have also been
found in other organs such as the gastro-
intestinal tract and skin [4].

While VL-elimination plans are being
implemented in the Indian subcontinent,
a good understanding of all potential
modes of transmission is crucial. In addi-
tion to transmission by sandflies, other
transmission modes such as via organ
transplantation and blood transfusion
were demonstrated [1]. Sexual transmis-
sion, however, has barely received any
attention as a potential route of VL trans-
mission but it could be highly relevant in
the final stages of elimination.

What Do We Know of Sexual
Transmission in Infectious
Diseases?

Sexual transmission can cause unnoticed
spreading of pathogens in endemic re-
gions and it might be responsible for new
outbreaks by introducing pathogens into
new regions. The recent Zika and Ebola
virus epidemics have clearly demonstrated
that sexual transmission can occur for viral
infections with a predominant transmis-
sion mode by mosquitos or direct contact,
respectively [5,6]. A recent review also
highlighted that, for many viral pathogens,
the risk of sexual transmission remains
unknown and underinvestigated [7]. This
is even more pronounced for parasitic
diseases, although sexual transmission
could be equally important.

For Entamoeba histolytica, Schistosoma
haematobium, Trypanosoma cruzi, and
Toxoplasma gondii, the presence of para-
sites in semen has been demonstrated [8],
but the specific mechanism of how the
parasites access the genital tract, and
whether they might be sexually transmitted,
remains unclear.

Does Sexual Transmission Also
Occur in VL?

Viable Leishmania parasites have already
been found in semen, with a high parasite
load in the prepuce, glans penis, epididymis,
testis, and prostate of male symptomatic
dogs, and to a lesser extent in asymptom-
atic dogs [9]. A case of potential male-to-
female sexual transmission in dogs was
reported in Germany, a nonendemic coun-
try for VL. The female dog became seropos-
itive despite any history of living in or visiting
VL-endemic areas [10]. In a Brazilian study,
six of 12 VLL-negative female dogs became
PCR-positive for Leishmania after sexual
contact with seropositive male dogs with
PCR-positive semen [11]. These findings
and other reports in animals strongly sup-
port the evidence of male-to-female sexual
transmission of Leishmania (see Table S1
in the supplemental information online).
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Despite the considerable number of
studies investigating sexual transmission
of VL in animals, this mode of transmission
has received little attention in humans (see
Table S2 in the supplemental information
online). The first report of presumed sexual
transmission of Leishmania in humans
was published in 1960. A woman living in
the UK presented with a vaginal lesion
with Leishman-Donovan bodies in macro-
phages, although she had never been in
a Leishmania-endemic region. It was
believed that she had been infected
by her husband who had been treated
for VL 14 vyears earlier after visiting
several VL-endemic East African coun-
tries. Although the husband did not expe-
rience all symptoms of active VL disease
or genital lesions at the time of the as-
sumed sexual transmission of VL, further
clinical examination revealed enlargement
of the spleen, liver, and lymph nodes. A
lymph node biopsy showed the presence
of Leishmania parasites, and this was con-
firmed by culture while his semen was
negative by culture [12]. Although only a
case report, this raises several questions
that need to be addressed:

¢ How did the wife become infected?

e Could human semen indeed be a route
of infection?

* How long are parasites viable for sexual
transmission after the initial systemic
infection?

¢ Could Leishmania be sexually transmit-
ted during the asymptomatic phase of
the infection?

VL with testicular involvement has also
been reported in a boy with acute lympho-
blastic leukemia [13]. The authors ex-
plained that this atypical VL presentation
was due to the high parasite load, indicating
that Leishmania seems to enter the male
genital tract in a disseminated infection.
The high presence of macrophages in
human testicular tissue suggests that the
access of Leishmania to these sites may
be more common than previously thought.
In addition, some parasites may be able to
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escape from the human immune system
inside immune-privileged sites of the sexual
tract [7]. Further, anti-Leishmania drugs
may not have good penetration in this
tissue, which could allow the parasite
to persist after treatment. It is also likely
that underlying immunosuppressive factors,
such as HIV, affect the risk of parasite
spreading to and persistence in the testes.

Another potential way for sexual trans-
mission of Leishmania could be through
mucosal or skin lesions of individuals
with post-kala-azar dermal leishmaniasis
(PKDL). This condition affected more
than 7000 individuals between 2014 and
2018, of which most cases occurred in
India [2]. Since PKDL cases with genital
involvement were previously reported
[14], and the lesions are highly infectious,
it would be useful to investigate PKDL
patients in future studies on sexual trans-
mission of Leishmania.

VL Patients Coinfected with HIV: A
Vulnerable Population Group?

Studying sexual transmission of VL in HIV
coinfected individuals seems particularly
relevant, as tissue and blood parasite
loads are higher in VL-HIV coinfected
individuals [4]. In addition, patients can
develop chronic active VL, with frequent
symptomatic VL relapses alternating with
asymptomatic phases while viable para-
sites remain continually detectable in the
blood [15]. Importantly, a recent study
from Spain indicated that, after VL treat-
ment, VL-HIV coinfected patients can
remain infectious to sandflies while being
asymptomatic and on secondary prophy-
laxis. This has raised concerns whether
such patients would act as potential
super-spreaders [3]. In addition, atypical
locations (e.g., gastrointestinal, oral
mucosae) of Leishmania infection have
been described more frequently in HIV
patients [4]. HIV might also induce local-
ized inflammation in the sexual reproduc-
tive tract [7], exacerbating the infection
and facilitating the infiltration of parasites.

All the above could indicate that dissemi-
nation to the testes may be more likely in
HIV coinfected patients.

Given that young male adults account for
most of the VL-HIV coinfected cases [1],
special attention should be given to this
group, especially with regard to control/
eradication programs.

How to Study Sexual Transmission
of VL?

Although studying sexual transmission
of VL is not straightforward, the following
important steps can be undertaken
to demonstrate sexual transmission of
Leishmania. A first key step would be to
demonstrate the presence and viability of
parasites in semen or smegma of VL
patients. Secondly, parasite dynamics
during and after VL treatment should be
studied. We propose to prioritize investi-
gation of sexual transmission in VL-HIV
coinfected patients since these patients
usually carry parasites in higher numbers
and for a longer duration, which may
make it easier to answer important ques-
tions on sexual transmission of VL (Box 1).

While collection of semen may be a sensi-
tive and cultural issue, it has been previ-
ously done in various settings, including
amongst Zika-infected males [5]. Prior to
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engaging in such work, social science
research should be conducted in the
study area to understand the cultural
factors determining the acceptability of
semen collection. Demographic surveil-
lance sites in VL-endemic areas could be
a good context to engage in such studies.

Ideally, gPCR should be done to properly
quantify and monitor the parasite load
over time. To evaluate the presence of
viable parasites, and thus the risk for
potential transmission, parasite culture or
the detection of Leishmania RNA by PCR
can be used.

If (viable) parasites are detected in the
semen of VL patients (with or without
HIV), the next challenging step would
be to identify cases of sexually trans-
mitted VL. To demonstrate this in VL-
endemic settings might be arduous
or even impossible, for several rea-
sons. First, it would require advanced
molecular analysis comparing the par-
asite sequences in sexual partners,
similar to what was done in
presumptive cases of sexual transmis-
sion of Ebola [6]. Second, sufficient
genetic variation in circulating para-
sites would be required. Finally,
doubt might remain whether the cou-
ple was not infected by the same

Box 1. Important Questions on Sexual Transmission of VL
i. Can Leishmania parasites penetrate the human blood-testis barrier?

* Can viable parasites be detected in the semen of VL patients?
* Do anti-Leishmania drugs have any penetration in the human genital tract?
ii. How long does the parasite persist in the semen, and how long can a person sexually transmit

Leishmania?

¢ |Is there a specific cut-off level in parasite load in semen at which sexual transmission is possible?
* Could VL treatment decrease the risk for sexual transmission of Leishmania?

iii. Is sexual transmission of Leishmania more likely to occur in specific groups (e.g., persons with HIV or
those with another type of immunosuppression)? In HIV-positive individuals, does antiretroviral therapy
have a protective effect, preventing Leishmania from accessing the genital tract for sexual transmission

of VL?

iv. What is the risk of VL development after sexually transmitted Leishmania infection, and who is at risk?
v. How does sexually transmitted VL manifest? Does it disseminate or lead to venereal or sexual-tract

lesions?

vi. Can genital cutaneous leishmaniasis (CL) or PKDL lesions also lead to transmission of Leishmania?
vii. Could a pregnant woman be infected during the pregnancy and then pass Leishmania parasites to her

fetus?
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parasite strain circulating in sandflies
in the area. Proving sexual transmis-
sion may be easier in certain settings.
For example, in the nonendemic
Ethiopian highlands, a high number of
seasonal migrants return from work in the
highly endemic lowlands. If VL emerges in
the highlands, sexual transmission could
be studied.

Travel clinics providing services for
returning travelers and migrants can
play an important role as sentinels, es-
pecially those located in VL nonendemic
countries. A potential study could entail
regular testing for Leishmania parasites
in the semen of male individuals diag-
nosed with VL after returning from a
VL-endemic area. Regular clinical
follow-up of the sexual partner(s) — com-
bined with testing for molecular and se-
rological Leishmania markers to detect
incident Leishmania infections and per-
haps even disease — should be carried
out. If the parasites could be shown to
perfectly match those from the index
case, this would strengthen the case
for sexual transmission.

Concluding Remarks

Currently, conclusive evidence is lacking
to confirm a sexual transmission mode
of VL in humans. Nevertheless, data
from animals, observations from other
pathogens, and a limited number of
case reports suggest that sexual trans-
mission is plausible. In the context of
VL elimination, a good understanding
of all potential modes of transmission is
essential, and prospective studies
should be designed to address the out-
standing questions on this topic. Such
knowledge is also highly needed to
properly counsel VL patients and their
partners.
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Mast cells (MCs) are skin-resident
immune cells whose role in leish-
maniasis has been recently ex-
plored. Researchers report varying
inferences, that is, mast cells pro-
mote, eliminate, or have no role in
leishmaniasis. This article discusses
this heterogeneity in mast cell roles
to facilitate potential therapeutic
and vaccine interventions for these
diseases.

MCs are sentinel immune cells present
throughout the host's body. They are
the first to interact with invading vector-
bome pathogens. They have secretory me-
diators, a multitude of receptors, and differ-
ent effector functions enhancing their
antimicrobial activity, and can control innate
and adaptive immune responses during in-
fection. Twelve milion people worldwide
are affected by leishmaniasis, ranging from
mild cutaneous (CL), mucocutaneous
(MCL), to the severe visceral manifestation
(VL), caused by the protozoan parasite
Leishmania. While there is no vaccine, the
treatment is expensive and can cause se-
vere side effects and drug resistance. This
article teases out the mixed knowledge of
MC-Leishmania interactions to help re-
searchers develop a vaccine or therapies.

Clinical Studies Exploring the Role
of MCs

Clinical studies to explore the functional
relevance of MCs in leishmaniasis revealed
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7.2. Artigo 2: Asymptomatic Leishmania infection in HIV-positive outpatients on

antiretroviral therapy in Pernambuco, Brazil

Resumo

A leishmaniose visceral (LV) em individuos HIV-positivos € um problema de saude
global. A coinfecgao por HIV-Leishmania piora o progndéstico e o risco de mortalidade,
e os individuos coinfectados por HIV-Leishmania sdo mais suscetiveis a reativacoes
da LV. Realizamos um estudo transversal em Petrolina, Brasil, area endémica para
LV, para estimar a prevaléncia de casos assintomaticos de Leishmania entre
pacientes HIV positivos ambulatoriais. Método: Convidamos pacientes HIV-positivos,
com idade = 18 anos, em terapia antirretroviral e assintomaticos para LV. Eles foram
testados para Leishmania com ELISA-rK39, teste rapido rK39, teste de aglutinagéo
direta (DAT), teste de aglutinagdo em latex (KAtex) e reagdo em cadeia da polimerase
convencional (PCR). A coinfeccdo HIV-Leishmania foi diagnosticada quando pelo
menos um teste de VL foi positivo. Resultados: Um total de 483 pacientes foram
incluidos. A amostra foi predominantemente composta por homens solteiros, < 48
anos, pretos/pardos, heterossexuais, com menos de oito anos de escolaridade. A
prevaléncia de coinfecg¢ao assintomatica HIV-Leishmania foi de 9,11% (44/483). Entre
os grupos monoinfectados com HIV e coinfectados com HIV-Leishmania houve
diferenga em termos de raga (p = 0,045), estado civil (p = 0,030) e carga viral do HIV
(p = 0,046). Pacientes pretos/pardos, pacientes casados e aqueles com carga viral de
HIV de até 100.000 coépias/ml apresentaram maior chance de coinfeccado HIV-
Leishmania. Conclusées: Um numero consideravel de casos assintomaticos de LV
foi observado entre individuos HIV-positivos em uma area endémica de LV. Diante do
potencial impacto coletivo na transmissao e nos custos com saude, bem como no
impacto individual para os pacientes coinfectados, estudos com portadores
assintomaticos de LV podem ser uteis para nortear politicas publicas de saude em

areas endémicas de LV, visando o controle e eliminagdo da doenca.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; HIV; coinfeccao
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Abstract

Background

Visceral leishmaniasis (VL) in HIV-positive individuals is a global health problem. HIV-Leish-
mania coinfection worsens prognosis and mortality risk, and HIV-Leishmania coinfected
individuals are more susceptible to VL relapses. Early initiation of antiretroviral therapy can
protect against Leishmania infection in individuals living in VL-endemic areas, and regular
use of antiretrovirals might prevent VL relapses in these individuals. We conducted a cross-
sectional study in Petrolina, Brazil, an VL-endemic area, to estimate the prevalence of
asymptomatic Leishmania cases among HIV-positive outpatients.

Methods

We invited any HIV-positive patients, aged > 18-years-old, under antiretroviral therapy, and
who were asymptomatic for VL. Patients were tested for Leishmania with enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA)-rK39, immunochromatographic test (ICT)-rk39, direct
agglutination test (DAT), latex agglutination test (KAtex), and conventional polymerase
chain reaction (PCR). HIV-Leishmania coinfection was diagnosed when at least one VL test
was positive.

Results

Atotal of 483 patients were included. The sample was predominantly composed of single, <
48-years-old, black/pardo, heterosexual males, with fewer than 8 years of schooling. The
prevalence of asymptomatic HIV-Leishmania coinfection was 9.11% (44/483). HIV mono-
infected and HIV-Leishmania coinfected groups differed statistically significantly in terms of
race (p = 0.045), marital status (p = 0.030), and HIV viral load (p = 0.046). Black/pardo
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patients, married patients, and those with an HIV viral load up to 100,000 copies/ml pre-
sented higher odds for HIV-Leishmania coinfection.

Conclusions

A considerable number of asymptomatic Leishmania cases were observed among HIV-pos-
itive individuals in a VL-endemic area. Given the potential impact on transmission and health
costs, as well as the impact on these coinfected individuals, studies of asymptomatic Leish-

mania carriers can be useful for guiding public health policies in VL-endemic areas aiming to
control and eliminate the disease.

Author summary

Every year up to 90,000 new cases of visceral leishmaniasis (VL) occurs globally. One of
the most neglected diseases, VL is endemic in 60 countries in four continents. Brazil is
one of seven countries in which 90% of all cases in the world occur. When co-occurring
with HIV, VL tends to be more severe than in HIV-negative persons, leading to worse
prognosis and frequent relapses. In this study HIV-positive outpatients, aged 18 years or
older, under antiretroviral therapy, who were asymptomatic for VL, were tested for Leish-
mania. We observed a prevalence of 9.11% (44/483) of HIV-Leishmania coinfection. For
those HIV-positive/Leishmania-negative individuals who live in VL-endemic areas, early
initiation of antiretroviral therapy can be a protective factor against Leishmania infection.
On the other hand, for HIV-Leishmania coinfected individuals who regularly use antire-
trovirals might prevent VL relapses. Studies centering on asymptomatic Leishmania carri-
ers can be useful for guiding public health measures in VL-endemic areas seeking to
control and eliminate the disease.

Introduction

One of the most neglected diseases [1], visceral leishmaniasis (VL) is a parasitic disease that
mostly affects tropical and subtropical regions [2,3]. Endemic to more than 60 countries, it is
estimated that 50,000-90,000 cases occur annually worldwide [4]. Brazil and six other coun-
tries account for about 90% of all cases [3]. In the American continent, the majority of VL-pos-
itive individuals reside in Brazil [5]. Most of VL cases in Brazil are notified in the Northeast
region, and Pernambuco is a VL-endemic area [6].

VL is considered to be an opportunistic infection for those living with the human immuno-
deficiency virus (HIV) [7]. HIV-positive individuals who live in VL-endemic areas have an
increased risk of Leishmania infection as compared to HIV-negative individuals [8]. When VL
occurs in HIV-infected individuals, the prognosis is typically poor and the mortality rate is
high [9]. Consequently, several countries have performed studies to estimate the prevalence of
Leishmania infection in HIV-positive individuals [10-15].

Asymptomatic Leishmania infected individuals, despite the typically low parasite load,
might contribute to maintaining the transmission cycle of Leishmania parasites in endemic
regions during episodes of increased parasite load and disease relapse [16,17]. In Brazil, due to
the high prevalence of HIV-Leishmania coinfection observed in previous studies [10,15,18],
and due to the other potential implications (e.g. frequent relapses, mother-to-child
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transmission [19]), testing for Leishmania should be strongly recommended for all HIV-posi-
tive individuals. In addition, once HIV-Leishmania coinfection is diagnosed, early start of
highly active antiretroviral therapy (HAART) should be recommended as a protective factor
against VL relapses [20]. Moreover, for those HIV-positive individuals who are negative for
leishmaniasis and are living in VL-endemic areas, HAART could decrease the risk of Leish-
mania infection [21].

The Brazilian national HIV/AIDS program assists all persons who live with HIV with
HAART, free of charge, and in the same way it provides treatment for all individuals affected
by VL. Despite the impact on the public health system, there have been few studies following
up these HIV-Leishmania coinfection cases. Most of these studies have focused on hospitalized
patients. However, testing for Leishmania in HIV-positive outpatients in VL-endemic areas
may be useful for guiding health policies aiming to control and eliminate leishmaniasis, and it
could improve treatment and outcomes for those affected by the disease.

In this study, we aimed to estimate the prevalence of asymptomatic Leishmania cases in
HIV-positive outpatients under continuous use of HAART, in a VL-endemic area, Pernam-
buco, in Northeast Brazil.

Methods
Ethics statement

The study was approved by the research ethics committee of Instituto Aggeu Magalhaes, Fio-
cruz Pernambuco (approval number 51235815.0.0000.5190). All subjects were adults and pro-
vided written, informed consent. This study was conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki.

Study design and sample

We performed a cross-sectional study aiming to estimate the prevalence of HIV-Leishmania
coinfection in HIV-positive outpatients from the municipality of Petrolina, in the state of Per-
nambuco, Brazil. Petrolina is an VL-endemic area from where most VL cases in the state of
Pernambuco are reported [22]. The study was conducted in a public HIV outpatient clinic,
which serviced about 600 individuals regularly using HAART at the time of this investigation.

The study population included any HIV-positive patients, using HAART, aged 18-years-
old or older. Individuals under treatment for VL and those with current VL symptoms were
excluded. Based on a previous prevalence study in Pernambuco [18], the minimum sample
size was calculated to be 159 individuals for a 95% confidence interval (Epi Info 7.2.3.0 soft-
ware, https://www.cdc.gov/epiinfo/index.html). We publicly invited patients at this outpatient
clinic to participate in the study. Many of them demonstrated interest in knowing their sero-
logical status for Leishmania, as they resided in an endemic area. Due to the high demand, we
decided to include anyone who requested to be tested. Therefore, there was a higher number
of participants recruited compared to the originally calculated sample size. Each participant
received the results of the tests done in the study.

Data collection and laboratory procedures

After the interview and physical examination, peripheral venous blood and urine samples
were collected from the patients at the same time when the samples were taken for analyzing
the lymphocyte T CD4+ (LTCD4+) count or HIV viral load. The samples were stored, pro-
cessed, and analyzed at Fiocruz Pernambuco, a referral public research center. Participants
were tested for VL with enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)-rK39,
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immunochromatographic test (ICT)-rK39, direct agglutination test (DAT), latex agglutination
test (KAtex) and polymerase chain reaction (PCR) test. All HIV-positive individuals with at
least one positive test for VL were considered HIV-Leishmania coinfection cases. Hemogram,
biochemistry, LTCD4+ count, and HIV viral load data were obtained from the medical
records.

For the ELISA-rK39 assays, the commercial recombinant rK39 antigen was purchased from
Rekom Biotech (Granada, Spain) and the assays were essentially carried out as previously
described by Scalone et al [23] and Abass et al [24]. For ICT-rK39, we used the OnSite Leish-
mania IgM/IgG Combo test (CTK Biotech, Inc., Poway, CA, USA) following the manufactur-
er’s instructions.

For DAT, we used a freeze-dried antigen from Biomedical Research (Amsterdam, The
Netherlands) and titers of 1:3,200 or higher were considered to indicate a positive test [25].
Leishmania antigen was detected in urine by means of the KAtex kit (Kalon Biological Ltd.,
Guildford, UK) according to the manufacturer’s instructions.

For PCR, we targeted the kinetoplast DNA of Leishmania (kDNA). We used the following
primers: 150 5’-GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA3’ and 152 5-(C/G)(C/G)(C/G)(A/
T)CTAT(A/T) TTACACCAACCCC-3’, which amplify a fragment of 120 bp for all Leishmania
species. Details on the PCR conditions were described by Souza et al [26]. To confirm the spe-
cies (L. Infantum), we used primers RLC2 5-GGGAAATTGGCCTCCCTGAG-3’ and FLC2
5-GTCAGTGTCGGAAACTAATCCGC-3’, which amplify a product of 230 bp, according to
Gualda et al [27]. The results were analyzed by electrophoresis in 1.5% agarose gels stained
with ethidium bromide and were visualized under ultra-violet light.

Statistical analysis

Data were entered and stored on spreadsheets using Microsoft Excel Professional Plus 2016
software (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA). Data analysis was performed in Stata SE
12.0 software for Windows (StataCorp, College Station, TX, USA).

Frequencies and means with 95% confidence interval of the variables of interest were
obtained. We compared an HIV mono-infected and an HIV-Leishmania coinfected group.
For binary/categorical variables, the chi-square test was used (significance level p < 0.05). For
continuous variables, we used the two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test. Var-
iables that yielded a p-value < 0.1 in univariate analysis were included in a multivariate analy-
sis using logistic regression.

Results

Of 487 HIV-positive individuals who agreed to enroll in the study, three individuals were
excluded as they presented typical symptoms of VL and one individual was excluded for not
using HAART. The study population was composed mainly of single (45.5%), black/pardo
(83.4%), heterosexual (58.2%) men (61.3%) with 8 or fewer years of schooling (48.24%). About
3% reported using intravenous drugs (Table 1).

The prevalence of HIV-Leishmania coinfection was 9.11% (44/483). The highest positivity
by VL test was seen with DAT (3.53%), followed by ELISA-rK39 (2.48%), and PCR kDNA
(2.28%) (Table 2). Two individuals tested positive with DAT and KAtex, and one person tested
positive with DAT and rK39. In addition, of the individuals who tested positive for Leishmania
spp, three (6.8%) reported having had previous diagnoses of VL, and all of whom reported
having been treated.

Regarding general laboratory findings, all results were compatible with the reference stan-
dards (Table 3). When the two groups were compared, we observed statistically significant
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Table 1. Comparison of epidemiological characteristics between HIV-Leishmania coinfected and HIV mono-infected groups (univariate analysis) among HIV-posi-
tive individuals tested for Leishmania in Petrolina, Brazil.

Variables HIV mono (N =439) HIV-Leishmania (N = 44) p-value
n (%) n (%)

Gender

Female 170 (38.7) 17 (38.6)

Male 269 (61.3) 27 (61.4) 0.991

Age (years)

18-27 70 (15.9) 7 (15.9)

28-37 109 (24.8) 7 (15.9)

38-47 140 (31.9) 17 (38.6) 0.582

48 or more 120 (27.3) 13 (29.5)

Years of schooling

0-8 211 (48.1) 2 (50.0) 0.751

9-11 162 (36.9) 14 (31.8)

12 or more 66 (15.0) 8 (18.2)

Marital status

Separated/divorced/widowed 65 (14.8) 2 (4.5)

Married/stable union 168 (38.3) 28 (63.6) 0.003

Single 206 (46.9) 14 (31.8)

Race

White 73 (16.6) 1 (2.3)

Black/pardo 336 (83.4) 43 (97.7) 0.039

Indigenous 1 (0.2) 0 | (=)

Sexual orientati

Did not inform 86 (19.6) 7 (15.9)

Heterosexual 257 (58.5) 24 (54.5) 0.576

Homosexual 76 (17.3) 9 (20.4)

Bisexual 20 (4.6) 4 (9.1)

Use of intravenous drugs

No 426 (97.0) 43 (97.7) 0.795

Yes 13 (3.0) 1 (2.3)

Dogs at home

No 274 (91.3) 165 (90.2) 0.665

Yes 26 (8.7) 18 (9.8)

All percentages are column percentages

Pardo is a specific Brazilian self-declared race, non-white

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009067.t001

Table 2. Prevalence of asymp ic HIV-Leish ia coinfection cases in outpatients from Petrolina, Brazil,
according to VL test done.
VL tests Positivity Prevalence (%)
ELISA-rK39 12/483 2.48
rK39-ICT 5/470 1.06
DAT 17/482 3.53
KAtex 2/483 0.41
PCRkDNA 11/482 2.28
DAT and KAtex 2/482 0.41
DAT and rK39-ICT 1/470 0.21
Total (at least one positive test) 44/483 9.11
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009067.t002
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Table 3. Comparison of general laboratory characteristics between HIV-Leishmania coinfected and HIV mono-infected groups (univariate analysis) among HIV-
positive individuals tested for Leishmania in Petrolina, Brazil.

Variables HIV mono HIV-Leishmania p-value
Mean (95CI) Mean (95CI)
White blood cells (cells/mm?®) 5793 (5583-6002) 5325 (4770-5881) 0.289
Hemoglobin (g/dL) 13.8 (13.6-14.0) 13.7 (13.0-14.4) 0.706
Platelets (x10°) (cells/mm?*) 255 (247-264) 263 (238-288) 0.586
AST (U/L) 313 (29.1-33.5) 31.1 (26.4-36.0) 0.880
ALT (U/L) 29.6 (27.7-31.5) 26.8 (22.1-31.4) 0.918
Creatinine (mg/dL) 0.82 (0.80-0.85) 0.90 (0.82-0.97) 0.188

95CI, 95% confidence interval; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009067.t003

differences in terms of marital status (p = 0.003) and race (p = 0.039), with HIV-Leishmania
coinfection being more frequent in married and black/pardo individuals. No general labora-
tory characteristic showed a statistically significant difference between the groups. In terms of
HIV infection status (Table 4), the LTCD4+ count was greater than 350 cells/mm? in 74.4% of
the general sample, with no difference between the two groups. Most individuals (73.4%) had
un undetectable HIV viral load. When we correlated the LTCD4+ count with the VL tests per-
formed, we observed no statistically significant differences.

Marital status, race, and HIV viral load remained significant in the multivariate model
(Table 5). Black/pardo individuals were at an increased risk (odds ratio, OR: 7.85; p = 0.044) of
being HIV-Leishmania co-infected, as compared with white individuals. Marriage/stable
unions and a detectable HIV viral load up to 100,000 copies/mL were also associated with an
increased risk (OR: 5.12, p = 0.029 and OR: 2.01, p = 0.047, respectively).

Discussion

This study focused on HIV-Leishmania coinfection in outpatients in Pernambuco, which had
not been reported previously. The prevalence of asymptomatic HIV-Leishmania coinfection
was 9.11% (44/483). There were statistically significant differences between the HIV mono-
infected and HIV-Leishmania coinfected groups in term of race (p = 0.045), marital status

(p = 0.030), and HIV viral load (p = 0.046). Black/pardo patients, married patients, and those

Table 4. Comparison of HIV infection-related characteristics between HIV-Leishmania coinfected and HIV
mono-infected groups (univariate analysis) among HIV-positive individuals tested for Leishmania in Petrolina,

Brazil.

Variables HIV mono HIV-Leishmania p-value
n (%) n (%)

HIV viral load (copies/ml)

Undetectable (<50) 326 (74.4) 28 (63.6) 0.099

Up to 100,000 90 (20.5) 15 (34.1)

100,000 or more 22 (5.0) 1 (2.3)

LTCD4+ count (cells/mm?)

Up to 200 43 (10.1) 5 (11.9)

200 to 350 66 (15.5) 6 (14.3)

350 or more 318 (74.5) 31 (73.8) 0.922

All percentages are column percentages; LTCD4+, lymphocyte T CD4+

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009067.t004
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Table 5. Odds ratios for asymp tic HIV-Leish ia coinfection based on multivariate analysis.
Variable OR 95CI p-value
Race
White 1
Black/pardo 7.85 1.05-58.39 0.044
Marital status |
Separated/Divorced/Widow 1
Married/Stable union 5.12 1.17-22.29 0.029
Single | 1.99 0.44-9.09 0.374
HIV viral load (copies/ml)

Undetectable (<50) 1
Up to 100,000 2.01 1.01-4.05 0.047
100,000 or more 0.70 0.09-5.60 0.740

OR odds ratio; 95CI 95% confidence interval

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009067.t005

with an HIV viral load up to 100,000 copies/mL presented higher odds for HIV-Leishmania
coinfection.

The prevalence of asymptomatic HIV-Leishmania coinfection in this study (9.1%) was
lower than that in a previous study in Pernambuco of hospitalized HIV-positive patients who
were tested for VL (16.9%) [18]. This previous study involved three referral hospitals for infec-
tious diseases that serviced the entire state. Despite the higher percentage, compared with the
current study, there were fewer cases (35 vs 44) and we tested more individuals (483 vs 207). A
similar study in Minas Gerais, Southeastern Brazil, observed a prevalence of asymptomatic
Leishmania infection in HIV-positive individuals of 20% [15]. Minas Gerais is a Brazilian state
with high VL endemicity, and it would be expected to have a higher prevalence than that
observed in our study. In the Metema district of Northwestern Ethiopia, a pilot study in HIV-
infected adults identified a prevalence of 12.8% in males and 4.2% in females for asymptomatic
HIV-Leishmania coinfection cases, based on the same tests used in the present study [28].

In the VL tests used, we observed a low coincidence of results. Based on previous studies
[15,28,29], a large variation in the test results could be expected. Furthermore, the sample con-
sisted of HIV-positive individuals with no suspicion of VL. The highest prevalence rate was
observed with the DAT, a test with high sensitivity that is considered to be a good diagnostic
tool for immunocompromised individuals [30,31]. The DAT has also showed the highest prev-
alence rate in a previous prevalence study in Pernambuco with symptomatic patients [18]. We
observed a low prevalence with the ICT-rK39 rapid test (1%). Apparently, this is not the best
serological screening test for individuals living in L. infantum-endemic regions [15,18,29,30].
Despite the reduced sensitivity of serological tests for VL in HIV-positive individuals [8,30],
this type of test should not be excluded, as a positive result should be considered when associ-
ated with clinical features [32]. Serological tests are important as screening tests for VL, partic-
ularly in VL-endemic areas and for detection of asymptomatic HIV-Leishmania coinfected
persons, as they normally have higher LTCD4+ counts. In our study, most participants had an
LTCD4+ count exceeding 350 cells/mm?, and thus they had potentially similar humoral
response as HIV-negative persons.

In terms of epidemiological aspects, we observed statistically significant differences for race
and marital status. Indeed, in Brazil race and poverty are strongly connected, and most people
affected by neglected tropical diseases live in low income regions [33], such as the region in
which this study was performed.
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The mean LTCD4+ count in HIV-Leishmania co-infected individuals was similar to that
observed in the HIV mono-infected group. In the present study, almost three-quarters of all
individuals presented with LTCD4+ exceeding 350 cells/ mm®. Most participants from the pre-
vious study of hospitalized patients in Pernambuco had LTCD4+ counts lower than 200 cells/
mm? in both groups (VL-HIV and HIV) [18]. New cohort studies with paired samples may
better explain the behavior of Leishmania infection in our population. In the present study, all
HIV-positive individuals were on HAART, which explains the higher LTCD4+ count, and
which might be a protective factor against developing VL.

We observed that, a detectable viral load, although lower than 100,000 copies/ml, was asso-
ciated with Leishmania infection. As all patients were asymptomatic, this could indicate an ini-
tial HAART failure or irregular use of the treatment. In the previous study of hospitalized
VL-HIV coinfected patients, only 16% had an undetectable viral load [18], while in the present
study the viral load was undetectable in 63% of the coinfected individuals. Since regular use of
HAART usually increases the LTCD4+ count, which, in turn, is a protective factor against VL
relapses, campaigns to encourage the regular use of antiretrovirals should be intensified
among individuals living with HIV in VL-endemic areas. In Brazil, to date, only secondary
prophylaxis for VL is recommended, and the only one marker used to guide this prophylaxis is
the LTCD4+ count.

The factors determining maintenance of an asymptomatic VL state have not yet been estab-
lished. This balance between the parasite infection and the host’s immune response, such as,
for example, in blood donors or in HIV-AIDS patients, probably extends beyond nutritional
status and genetic factors. Due to the increased risk of relapses and the poor prognosis, it is
important for HIV-positive persons, particularly those living in VL-endemic areas, to know
about a previous Leishmania infections. Identification of new markers or tests that might
delimit active disease, suggest cure, and predict relapses is urgent. It may be challenging to dis-
tinguish active VL cases from another opportunistic infection, and new and less-invasive
markers for VL could help health professionals in making more accurate diagnoses and conse-
quently avoiding unnecessary treatments.

Conclusions

Visceral leishmaniasis remains an important problem in Brazil, particularly in the Northeast-
ern region. We observed a considerable number of asymptomatic Leishmania cases in HIV-
positive individuals. Studies focusing on health care of asymptomatic individuals could be use-
ful for public health policies in VL-endemic areas, facilitating monitoring of the progress of
leishmaniasis control. In addition, at the individual level, it is important to follow up all these
HIV-Leishmania coinfected persons in terms of VL prophylaxis and treatment, and to predict
relapses. Consequently, we strongly recommend testing for Leishmania in all HIV-positive
individuals in VL-endemic areas.
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7.3 Artigo 3: A flow cytometry-based serological assay to detect visceral

leishmaniasis in HIV-infected patients

Resumo

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca parasitaria grave que emergiu como uma
importante condigao oportunista em pacientes com HIV, e cujo controle é prejudicado
por uma identificacdo imprecisa. Isso se deve principalmente ao fato dos testes
sorologicos utilizados para LV terem um desempenho reduzido nos casos de
coinfecgao LV-HIV por haver uma baixa resposta humoral. Nessa situagao, entretanto,
um teste positivo tem valor diagnéstico ainda maior quando associado ao quadro
clinico. Este estudo teve como objetivo avaliar a aplicagdo e o desempenho da
citometria de fluxo na deteccao de anticorpos anti-Leishmania infantum em pacientes
infectados pelo HIV. METODOS: Os soros de pacientes coinfectados LV-HIV,
diagnosticados por técnicas de “padréo ouro”, foram comparados com os soros de
controles saudaveis e com os soros de individuos infectados com HIV. Os resultados
da citometria de fluxo foram expressos como niveis de reatividade de IgG, com base
na porcentagem de parasitas fluorescentes positivos (PPFP). RESULTADOS: Uma
analise da curva ROC de uma titulacéo sérica indicou um PPFP de 1,26% como sendo
0 ponto de corte para separar os resultados positivos e negativos. Na diluicao 1: 2.048,
com sensibilidade de 89% e especificidade de 83%, a citometria de fluxo apresentou
maior sensibilidade em relagdo aos testes soroldgicos avaliados. Além disso, a
citometria de fluxo foi 0 Unico ensaio que identificou positivamente todos os pacientes
com VL-HIV com carga de HIV quantificada. CONCLUSAO: Juntos, esses achados
sugerem que a citometria de fluxo pode ser usada como uma abordagem sorolégica
alternativa para a identificacdo de LV e como uma ferramenta para caracterizar a

resposta humoral contra Leishmania infantum em pacientes infectados pelo HIV.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; HIV; AIDS; diagndstico; citometria de fluxo.
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Visceral Leishmaniasis (VL) is a severe parasitic disease that has emerged as an
important opportunistic condition in HIV-infected patients and whose control is impaired
by inaccurate identification. This is mainly due to the serological tests used for VL having
a reduced performance in cases of VL-HIV coinfection due to a low humoral response. In
this situation, however, a positive test has even greater diagnostic value when combined
with the clinical status. This study aimed to evaluate the application and performance
of flow cytometry to detect anti-Leishmania infantum antibodies in HIV-infected patients.
Sera from VL/HIV coinfected patients, characterized using “gold standard” techniques,
were compared with sera from healthy controls plus sera from HIV-infected individuals.
The flow cytometry results were expressed as levels of IgG reactivity, based on the
percentage of positive fluorescent parasites (PPFP). A ROC curve analysis of a serum
titration indicated a PPFP of 1.26% as being the cutoff point to segregate positive
and negative results. At the 1:2,048 dilution, with 89% sensitivity and 83% specificity,
flow cytometry showed greater sensitivity in relation to the serological tests evaluated.
Futhermore, flow cytometry was the only assay that positively identified all VL-HIV
patients with quantified HIV load. Together, these findings suggest that flow cytometry
may be used as an alternative serological approach for VL identification and as a tool to
characterize the humoral response against Leishmania infantum in HIV-infected patients.

Keywords: visceral leishmaniasis, HIV infection, aids, diagnosis, flow cytometry

INTRODUCTION

Visceral Leishmaniasis (VL) is a potentially fatal disease that has emerged as an important
opportunistic condition in HIV infected patients, resulting in a substantial number of VL-HIV
coinfection cases which have been reported from 35 countries. The coinfection generates an impact
in the immunopathogenesis, clinical manifestation, therapeutic response and diagnosis of both
diseases (1). Case definition of HIV-VL requires confirmation of HIV infection by serological
tests and positive results for VL diagnosis based on parasitological (bone marrow aspirate),
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serological or molecular methods, in addition to clinical
symptoms. The microscopic examination or isolation of the
parasite, the protozoan Leishmania infantum, is considered the
gold standard for laboratorial confirmation of VL. Although this
technique has high specificity, its use in clinical laboratories
has some limitations, mainly due to the low sensitivity levels.
The procedures involved are also invasive, time-consuming
and require experienced personnel (2). Furthermore, due to
the immunodepressed status of HIV-infected individuals, the
parasites may not be found in the bone marrow, but rather in
less common sites such as the oral mucosa, skin, stomach, colon
and lungs (3-5). Serological approaches which detect specific
antibodies against L. infantum constitute a valuable alternative as
an early, rapid, and user-friendly diagnostic test. In the VL-HIV
coinfection, however, the conventional VL serological assays,
which includes indirect immunofluorescence test and the rK39
rapid test, are not considered accurate due to the low antibody
production in these individuals (6-8).

The development of an effective VL diagnosis for the VL-
HIV coinfections represents still a relevant challenge since
it needs to be precise in order to reduce the lethality and
mortality of afflicted individuals. Considering the limitations of
the available diagnostic techniques, alternative methodologies
have been employed (9, 10). One of them is flow cytometry,
a technique that has been seen to be useful for a diversity of
diagnostic applications, such as immunodeficiency disorders and
cancer (11, 12). In addition, it can also be applied to parasitic
diseases, such as Chagas Disease and leishmaniasis (13, 14).
This technique has several advantages for immunoassays, such
as high throughput capacity, possibility of analyte quantification,
reduced sample volume, high reproducibility and sensitivity (14,
15). More importantly, it allows the development of multiplex
studies using recombinant antigens, and it can be used as a
monitoring tool for cured patients, allowing a more sensitive
detection of anti-Leishmania antibodies (16-18). Therefore, the
aim of this study was to evaluate the performance and to verify
the possible application of an alternative diagnostic method using
flow cytometry to detect anti-L. infantum antibodies in HIV-
infected patients.

METHODS

Serum Samples and Study Population

The study population was defined by the convenience of
the sample size from two states from Northeastern Brazil
(Pernambuco and Piaui). The sera used were from 18 VL-
HIV coinfected (diagnosed by Leishmania positive bone marrow
aspirate and rapid HIV test) and 18 VL negative-HIV positive
patients as well as 18 healthy control individuals, with VL
negative sera confirmed using conventional serological tests
(rK39 rapid test and DAT). For the VL-HIV coinfected group,
eight patients (five from Pernambuco and three from Piaui) had
been more thoroughly investigated prior to this study during
their clinical evaluation, with more detailed immunological
records available (CD4T cell count and viral load). All serum
samples were collected in vacutainer tubes (BD Biosciences),
processed by centrifugation (1,000 g, 10 min, room temperature),

inactivated by heating (30 min at 56°C) and centrifuged at 4°C,
1,000 g for 5min. After centrifugation, the supernatants were
aliquoted and kept at —20°C until further use.

This study was approved by the Ethics Committees
from the Federal University of Piaui (0116/2005) and from
the Aggeu Magalhdes Institute, Oswaldo Cruz Foundation
(CAEE 51603115.7.0000.5190).

Conventional Tests for VL Diagnosis

Bone marrow (1 mL) aspirates were obtained for Leishmania
detection and used to prepare smears by slide apposition.
The slides were stained with a panoptic staining kit (Ranylab,
Barbacena, Brazil) and were evaluated under a light microscope
(100x objective). At least three bone marrow smears were
evaluated for each patient and the process was performed
according to Da Silva et al. (19). Rapid tests based on
rK39 (IT LEISH) were purchased from Bio Rad Laboratories
(Marnes-la-Coquette, France) and performed according to the
manufacturer’s instructions. The DAT was carried out according
to the manufacturer’s instructions (Royal Tropical Institute,
Amsterdam, NL), with sera having dilution titers of 1:6,400
considered positive, as defined by El Harith et al. (20).

In-house Immunofluorescence Antibody
Test

The IFAT test was performed with an in-house protocol, where
20 ul of a L. infantum promastigote antigenic suspension were
applied to the delimited region of IFAT slides (PERFECTLAB,
Sao Paulo, Brazil) and kept for 2h at 37°C. The slides were
then coated with 10 ul of the patients’ serum, in titers ranging
from 1:20 to 1:320, diluted in PBS, pH 7.2. Two control sera
(positive and negative) were incubated in a humid chamber
for 30min at 37°C. After incubation, the slides were washed
three times through immersion in PBS, in intervals of 10 min.
Anti-human IgG conjugated to fluorescein isothiocyanate-FITC
(Sigma Chemical Corp., St. Louis, MO) prepared in Evans blue
(40 mg) in PBS (previously diluted at 1:10 ratio in the same
buffer) was added to the slides in a 1:50 dilution, and incubated
under the same conditions as mentioned before. The slides were
then washed three times for 10min in PBS and left at room
temperature. The assembly was made with buffered glycerin pH
8.5 and the slides then observed under a fluorescence microscope,
with a 100x objective. Sera were considered positive from the
dilution 1:40.

ELISA

The ELISA test was performed as described by Oliveira et al. (21),
using 600 ng per well of crude L. infantum antigen assayed with
the various sera diluted 1:900, followed by incubation with the
peroxidase-conjugated anti-IgG (Calbiochem, EMD Millipore,
Billerica, MA) diluted 1:2,000. After enzymatic detection with o-
phenylenediamine (OPD) and H,O,, the reaction was quenched
by adding 2M H,SOy4 (50 pl/well) and the plates read at 490 nm
(Spectra Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, USA or MRX
II, Dynex Technologies, Chantilly, USA). Positive and negative
controls were added to each 96-well plate to standardize the
readings and variations. The cutoff point between non-reagent
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and reagent samples was calculated as the mean of the negative
controls plus two standard deviations.

Flow Cytometry

The flow cytometry assay was performed as originally described
by Rocha et al. (22). Cultured L. infantum promastigotes (strain
MHOM/BR/70/BH46) were harvested and washed three times in
ice-cold PBS supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS),
prior to resuspension in 1% paraformaldehyde and incubation
overnight. Following by a new wash and resuspension in PBS+
10% FBS, the parasite suspension was incubated in 96-well, U-
bottom plates (2.5 x 10°/well) at 37°C for 30 min in the presence
of different serum dilutions (1:64-1:8,192), followed by two
washes with PBS-10% FBS. The parasites were then incubated at
37°C for 30 min protected from the light and in the presence of
anti-human IgG conjugated to fluorescein isothiocyanate-FITC
(Sigma Chemical Corp., St. Louis, MO) diluted 1:200 in PBS-
10% FBS. After yet another wash, FITC labeled parasites were
fixed with 200 WL of 1% paraformaldehyde and kept away from
direct light for 30 min at 4°C until data acquisition on the flow
cytometer (FACScalibur, Becton Dickinson), using the software
“Cell Quest Pro,” with 20.000 events per sample. Promastigotes
were identified based on their specific frontal (FSC) and side
(SSC) light scattering properties. After FSC and SSC gain
adjustments, the parasites assumed a characteristic distribution
with these parameters. The relative FITC fluorescence intensity of
each event was analyzed with a single histogram representation.
A delimitation was set on the FITC-conjugated internal control
histogram and it was applied to all data analyses reported here
in order to determine the percentage of positive fluorescent
parasites (PPFP) for each sample (Supplementary Figure 1). The
optimal serum dilution and PPFP cutoff point were then selected
to gather the IgG reactivity data with the best performance
indexes. The values obtained were plotted as the mean of the
PPFP related to the inverse dilution of the evaluated sera. For
each assay, in addition to the FITC-conjugated internal control,
unlabeled controls in quadruplicates and negative (a pool of
negative sera) and positive (a pool of positive sera) controls were
included to validate the assay.

Statistics

For each test, the sensitivity was determined as the fraction
of the confirmed VL-HIV coinfected sera that were reagent,
and the specificity was calculated as the fraction of non-reagent
sera (Healthy controls and HIV mono-infected groups) that
were identified to be truly test negative. Statistical analyses were
performed using a two-by-two contingency table with exact
binomial 95% CIs using the OpenEpi Software (Version 2.3.1,
Centers for Disease Control, Atlanta, GA, USA). The degree of
agreement was determined by the kappa index, using the Landis
and Koch interpretation criteria. A kappa-value of 0.60-0.80
represents a substantial agreement beyond chance and a kappa-
value of >0.80 represents almost perfect agreement beyond
chance (23). The graphs were generated by the GraphPad Prism
version 7.0 (GraphPad Prism Inc., San Diego, CA).

RESULTS

Defining the Flow Cytometry Parameters
for the Diagnosis of VL-HIV Coinfected

Cases

To evaluate the use of flow cytometry serology to clearly
differentiate between positive and negative VL samples from
HIV co-infected individuals, a serum dilution curve was used
to assess the IgG reactivity data from sera from VL-HIV
coinfected patients in comparison with a VL-negative control
group. The VL-HIV coinfected samples all consisted of true
positive cases identified by a positive parasitological test for
VL and positive HIV serology. The control group consisted
of sera from healthy individuals, with no obvious signs and
symptoms of any disease and living in the non-endemic regions
for VL, as well as HIV mono-infected individuals, with positive
serology for HIV and negative serology for VL. This negative VL
serology was confirmed through three independent assays: an in-
house Immunofluorescence Antibody Test (IFAT), a commercial
Direct Agglutination Test (DAT) and ELISA using a crude L.
infantum antigen preparation. Figure 1 shows the mean values
of the percentage of positive fluorescent parasites (PPFP) from
VL-HIV coinfection and control groups vs. a sera dilution
curve ranging from 1:64 to 1:8,192. The difference between the
reactivity of positive and negative samples (A) showed that the
best performance in segregating these groups was at the dilution
of 1:2,048. Thus, we used this dilution to better define the optimal
PPFP value for VL diagnosis.

Defining a Cutoff Point for the Diagnosis of
VL-HIV Coinfected Cases

Next, we sought to define an ideal cutoff point for the
flow-cytometry, which would be able to differentiate the IgG
reactivity data with the best performance indexes. This was
evaluated through a Receiver Operating Characteristic (ROC)
curve, generated by plotting sensitivity on the y-axis and the
complement of specificity (100—specificity) on the x-axis and
thus able to discriminate negative from low positive and high
positive PPFP results. The data analysis of the ROC curve
demonstrated that the PPFP value of 1.26 was the most
appropriated cutoff to distinguish negative (PPFP < 1.26%) from
positive (PPFP > 1.26%) results (Figure 2). The tests’ global
accuracy determined by the area under the ROC curve (AUC),
which was calculated at 0.93 [95%, with a confidence interval
(CI) between 0.85 and 1.0]. Using this approach, flow cytometry
displayed 89% of sensitivity (CI 95% = 65-99%) and 83% of
specificity (CI 95% = 67-94%). The mean PPFP values was 36%
(CI95% = 22-50%) for the VL-HIV coinfection group, 1.4% (CI
95% = 0.9-1.8%) for the healthy controls and 0.2% (CI 95% =
0.1-0.35%) for the mono-infected HIV group.

Comparative Analysis of Flow Cytometry
and Conventional Serological Tests for
VL-HIV Diagnosis

Aiming to evaluate the global performance of flow cytometry, we
used the same serum panel with serological tests conventionally
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FIGURE 1 | IgG antibodly titration curve of anti-fixed Leishmania infantum promastigotes defected by flow cytometry with sera from the two stratified groups assayed
here. (|) VL-HIV group, n = 18, and (a) control group, n = 36. The gray rectangle corresponds to the titration of 1:2,048 which was the region of greatest separation

seen for the reacitivity between groups.
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FIGURE 2 | ROC curve analysis of the performance indexes, sensitivity, and
specificity of flow cytometry. The ROC curve was applied to confirm the best
cutoff point which was able to discriminate PPFP values from positive and
negetive samples and to indicate the area under the curve (AUC = global
accuracy). ROC curve of the samples at dilution 1:2,048 indicating a cutoff
point of 1.26.

used for the diagnosis of VL (DAT, rK39 rapid test, ELISA,
and IFAT). Flow cytometry had the best values in terms
of sensitivity and negative predictive value (89 and 94%,
respectively), however, the other tests were more specific (100%)
when compared to flow cytometry, which had a specificity of 83%
(Table 1). When the different tests were individually compared
to flow cytometry, we could identify a substantial agreement
between DAT and ELISA tests (k > 0.6; agreement > 80%) and a

moderate agreement between rK39 rapid test and IFAT (x < 0.6;
agreement < 80).

Performance of Flow Cytometry and
Standard Serological Tests in Relation to
the Immunological Status of Patients
Co-Infected With VL-HIV

Eight of the VL-HIV coinfected sera were derived from patients
whose immune statuses had been evaluated and the HIV viral
load quantified (Table 2). We observed that flow cytometry was
able to positively identify all of these sera, including those with
a more severe immunossupression, with CD4+ T cell counts
below 200 cells/mm?, and even taking into account the very large
variations in HIV viral load. Although the various conventional
tests evaluated also gave positive results even in the patients with
the most severe immunosuppressions, all the other tests had at
least one negative result for the series of cases analyzed, with
IFAT having the worst performance (three false negative results).
However, no clear correlation between immunosuppression, viral
load and positivity in the assays was observed for the any of
these tests.

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first study using the detection of
antibodies anti-L. infantum by flow cytometry for VL diagnosis
in HIV-infected individuals. Previous reports started by using
this technique to evaluate IgG binding to live promastigotes
to assay individuals with VL (24, 25) and with American
tegumentary leishmaniasis (26). The used of fixed cells as an
alternative was also investigated with both Chagas disease and
tegumentary leishmaniasis (27, 28). In a previous study, we also
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TABLE 1 | Values of sensitivity, specificity, positive and negative predictive values, and accuracy of the serological tests used for the diagnosis of VL-HIV coinfection (N =

54).

Flow cytometry DAT

rK39 rapid test ELISA IFAT

Sensitivity (95%CI)?
Specificity (95%Cl)
PPV (95%Cl)
NPVe (95%Cl)
Accuracy (95%Cl)

89% (67-97%)
83% (68-92%)
73% (52-87%)
94% (80-98%)
85% (73-92%)

83% (61-94%)

100% (90-100%)

100% (80-100%)
92% (80-97%)
94% (85-98%)

72% (49-87.5%) 72% (49-87.5%) 61% (39-80%)

100% (90-100%) 100% (90-100%) 100% (90-100%)
100% (80-100%) 100% (80-100%) 100% (74-100%)
88% (74-95%) 88% (74-95%) 84% (70-92%)
91% (80-96%) 91% (80-96%) 87% (76-94%)

*The samples included 18 VL-HIV coinfected patients, 18 VL negative-HIV positive patients and 18 healthy individuals (negative control).

aCl, Confidence Interval.
bPpPVY, Positive Predictive Value.
SNPV, Negative Predictive Value.

TABLE 2 | Laboratorial findings of eight cases of the VL-HIV/AIDS coinfected group.

Patient Flow cytometry DAT (Titer) rK39 rapid test  ELISA (Absorbance-490 nm) IFAT (Titer) T CD4+ (cells/mm?®) Viral load
(%PPFP) (copies/mL)

1 Positive (1.37) Positive (1:51,200) Positive Positive (0.64) Negative 399 3,722

2 Positive (23.47) Positive (1:24,600) Positive Positive (0.85) Positive (1:160) 56 50,000

3 Positive (1.96) Negative Negative Negative (0.02) Negative 392 <50

4 Positive (37.91) Positive (1:102,400) Positive Positive (3.5) Positive (1:160) 2 <50

5 Positive (21.56) Positive (1:51,200) Positive Positive (0.85) Positive (1:160) <50 54

6 Positive (59.76) Positive (1:51,200) Positive Positive (0.65) Positive (1:40) 157 45,795

7 Positive (4.89) Positive (1:6,400) Negative Negative (0.04) Negative 345 39,529

8 Positive (88.32) Positive (1:51,200) Positive Positive (3.1) Positive (1:320) 92 1,027

directly investigated the use of fixed promastigotes to assess
IgG binding by flow cytometry for the diagnosis of individuals
with VL, reaching a sensitivity of 92-96% in these individuals
(15). In the present study, we found a good, but not ideal,
sensitivity, although in relation to the conventional tests used
for comparison, the sensitivity of flow cytometry was greater.
As described here, the technique is even more relevant for the
diagnosis of VL in cases of VL-HIV co-infections.

The rk39 rapid test and IFAT are the serological tests most
used for the diagnosis of VL, but they show the lowest sensitivity
(<60%) in VL-HIV coinfected individuals (6). Therefore,
particularly for this group of patients, the VL diagnosis is a
great challenge. Our results showed higher sensitivity levels for
these tests than previously reported, but with a performance still
inferior to flow cytometry and DAT.

Indeed, among the serological tests conventionally used for
the VL diagnosis in coinfected individuals, DAT stands out as
having the highest sensitivities in multiple studies: 89% (29),
81% (6), 82.3-89.7% (30), 91.3% (31), 89.5% (32), and 90%
(33). This performance was also corroborated by our study.
Both DAT and flow cytometry use serial dilutions that allow
the identification of antibodies in low serum concentrations,
even in immunosuppressive conditions (CD4+ T cells <200
cellsymm?3). Nevertheless, flow cytometer uses photomultiplier
detectors and its quantitative assessment excludes the operator
subjectivity which exists in DAT. In this context, flow cytometry
shows the potential to be an alternative serological method for

VL detection in HIV-infected patients, since a positive test, even
at low titers, has diagnostic value when combined with the clinical
case definition.

All serological tests, except for flow cytometry, had 100%
specificity. This may have been overestimated in our study, since
we used the rK39 rapid test and DAT for the original screening
for the group of VL negative-HIV positive samples. In previous
studies, specificities varying from 83.3 to 90% for DAT and 97.4 to
100% for rapid tests have been observed in VL-HIV coinfections
(6, 31, 32). Ideally, it would be best to evaluate different control
groups, such as individuals from endemic regions and with other
confirmed pathologies, to have a more reliable specificity value.
Despite the good sensitivity of our flow cytometry data, further
investigations are needed in order to reduce the high incidence of
false positive results seen here among healthy controls from non-
endemic regions (Supplementary Figure 2). It is particularly
important to investigate VL-related diseases that are co-endemic,
since cross-reactivity with other trypanosomatid infections still
represents an important issue regarding the applicability of flow
cytometry (24, 34).

So far, it has been a challenge to find a more practical and
safer antigen preparation which would allow greater sensitivity
and specificity levels with low cross-reactivity. Improvements
which include the use of fixed parasites and solutions that are
able to preserve their morphology, such as formaldehyde, were
strategies developed to facilitate the use of these parasites and
to enable the development of diagnostic kits (35, 36). It is also

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org

April 2021 | Volume 8 | Article 553280



da Silva et al.

7

Diagnosis of VL-HIV Coinfected Cases

noteworthy that the development of algorithms which allow the
elimination of cross-reactivity are important for the differential
diagnosis of trypanosomatids (14), but the use of molecularly
defined antigens seems to be the best option capable of addressing
this limitation (16).

With the emergence of monoclonal antibodies and flow
cytometry, it was possible to clarify the role of CD4+ T cells
in HIV-AIDS. Indeed, CD4 quantitation is currently one of the
most widespread tests performed in diagnostic centers for the
prognosis and evaluation of anti-retroviral treatments in HIV-
infected individuals (37). In our study, the immunological data
were collected retrospectively from medical records, limiting
the complete evaluation of all patients. Nevertheless, for those
with the data available, flow cytometry was able to detect
anti-L. infantum antibodies even in cases with low CD4+ T
cell counts. It can thus be an additional tool to improve the
evaluation of individuals in endemic regions for VL with lower
CD4+ T counts. In this context, it would be interesting to
take advantage of the operational and technical settings that
flow cytometers use to quantify CD4 and apply them also
for the detection of anti-Leishmania antibodies in countries
which are endemic for VL, such as Brazil. This would imply
adding an algorithm for the VL diagnosis in people with HIV
from endemic areas, enabling a more sensitive diagnosis in
cases with a prior negative VL result based on techniques
such as DAT and rapid tests. As observed in a study carried
out in Ethiopia, the need for a different algorithm for this
population is evident due to the substantial reduction in
the sensitivity of conventional techniques in HIV-infected
individuals (38).

In conclusion, although it is a preliminary assessment,
our results emphasize that flow cytometry can contribute
to the correct identification of cases, especially in cases of
immunosuppression, being a useful tool to characterize the
humoral response to Leishmania in HIV-infected patients.
Therefore, we encourage the evaluation of this technique in a
larger number of samples and in other regions, such as those
affected by Leishmania donovani.
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7.4 Artigo 4: Comparison of cytokine profile of symptomatic and asymptomatic

HIV-Leishmania coinfected individuals from a VL-endemic area

Resumo

O objetivo deste estudou foi estimar e comparar os niveis de diferentes citocinas entre
individuos coinfectados com LV-HIV, sintomaticos e assintomaticos, que viviam em
uma area endémica de LV. METODO: Estudo transversal, retrospectivo, onde 134
pacientes foram incluidos (35 LV-HIV sintomaticos, 75 LV-HIV assintomaticos e 24
controles negativos). O critério de inclusao foi idade igual ou superior a 18 anos. Todos
os individuos forneceram consentimento informado por escrito. O estudo foi aprovado
pelo comité de ética em pesquisa do Instituto Aggeu Magalhaes, Fiocruz Pernambuco.
RESULTADOS: A populagao foi composta principalmente por homens, com mediana
de idade de 35 (27 - 41) anos e escolaridade < 8 anos. Os individuos assintomaticos
eram mais jovens (p = 0,013), com maior tempo de escolaridade (p <0,001) e faziam
mais uso de terapia antirretroviral (p < 0,001) do que os do grupo sintomatico. No
grupo sintomatico encontramos niveis aumentados de IL-17A, seguido de IL-6. Nao
houve diferenca nos niveis das citocinas avaliadas entre individuos LV-HIV
assintomaticos e os controles saudaveis. Os niveis de citocinas foram maiores entre
os pacientes LV-HIV sintomaticos quando comparados aos assintomaticos e com os
controles saudaveis. No grupo sintomatico, a |IL-4 estava positivamente
correlacionada com a contagem de linfécitos (r = 0,5; p = 0,002), e a IL-10 foi
negativamente correlacionada com os niveis de hemoglobina (r = -0,4; p = 0,020) e
positivamente correlacionada com os niveis de AST (r = 0,36; p = 0,049).
CONCLUSOES: Niveis ligeiramente mais elevados das citocinas avaliadas foram
observados entre os coinfectados sintomaticos, principalmente IL-17A e IL-6. Mais
estudos entre pessoas HIV-positivas sdo necessarios para entender melhor o papel

das citocinas e outros biomarcadores em individuos coinfectados com LV-HIV.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; HIV; coinfecgao; citocinas.
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INTRODUCTION

In spite of all the efforts to control visceral leishmaniasis (VL), it remains an
important and prevalent infectious disease worldwide. Affecting mainly neglected
people in tropical and subtropical nations (ALVAR et al., 2012; WHO, 2019), VL is
present in more than 60 countries in four continents (BURZA et al., 2018). In South
America, Brazil carries the highest burden (PAN AMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 2019). Most Leishmania infections are self-limited, but when
symptomatic the disease is inevitably lethal without treatment. Despite receiving anti-
Leishmania drugs and appropriate health care, death is not rare — and those who also
live with HIV are more prone to such a poor prognosis (HENN et al., 2018). In addition,
VL-HIV coinfected individuals are, unfortunately, overwhelmed with a higher parasite
load and frequent relapses when compared with persons with VL only (DAS et al.,
2011; MOLINA et al., 2020).

Immunotherapy for VL has been discussed as a potential way to support the
traditional treatments based on chemical drugs as the amphotericin B (ADRIAENSEN
et al., 2018; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018). In fact, despite the disease
being known, and its recorded mortality in various countries (RUIZ-POSTIGO;
GROUT; JAIN, 2020), only two drugs are available in Brazil — pentavalent antimonial
and amphotericin B (in its different preparations). Many adverse effects were reported
by using these two drugs (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017), and for some specific
populational groups — such as persons who live with HIV — the traditional
chemotherapy presents lower levels of success with high failure rates and frequently
relapses (VAN GRIENSVEN; DIRO, 2019; ZIJLSTRA, 2016b).

So far, it is still scarce information on biomarkers which can properly distinguish
active VL from asymptomatic Leishmania infection, and to predict relapses. Some
cytokines have been described as potential markers — for example, IL-2 for detecting
asymptomatic Leishmania infection (BOTANA et al., 2019; IBARRA-MENESES, A. V.
et al., 2016), IL-6 for predicting the severity of the disease (DOS SANTOS et al., 2016;
GAMA et al., 2013), and IFN-y for suggesting cure (CARRILLO et al., 2015; IBARRA-
MENESES, Ana V. et al., 2017).
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However, few studies have included VL-HIV coinfected patients. Consequently,
itis not yet fully understood how big is the impact of HIV infection on the cytokine profile
among those coinfected with Leishmania. In this study, we aimed to estimate and
compare the levels of different cytokines between symptomatic and asymptomatic VL-
HIV coinfected individuals who live in a VL-endemic area, Pernambuco, in Northeast
Brazil. Also, we evaluated whether the cytokine levels might have been influenced by
the CD4 T lymphocyte (CD4) count and by the HIV viral load.

METHODS

Study design and sample

This was a retrospective, cross-sectional study. The main objective of this study
was to estimate the levels of different cytokines in symptomatic and asymptomatic VL-
HIV coinfected individuals. We 1) compared cytokine levels of the two groups with
negative controls; 2) assessed the correlation among the different cytokines within
each group; 3) assessed the correlation between serum cytokine levels and general
laboratory data; and 4) examined the association between the CD4 count, HIV viral

load and the cytokine levels.

A total of 134 patients were included (35 symptomatic VL-HIV, 75 asymptomatic
VL-HIV, and 24 healthy controls). Inclusion criteria was be aged 18 years-old or older.
The participants had already been diagnosed with HIV and they were tested for
Leishmania, presenting at least one positive result of four VL tests done (from serum:
rkK39 rapid test, and Direct Agglutination Test; from urine: detection of Leishmania
antigen with KAtex; and from peripheral venous blood: KDNA Polymerase Chain
Reaction). For the symptomatic group, we analyzed the samples of the 35 cases of
VL-HIV coinfection diagnosed in a previous study occurred in the year of 2014 in three
referral hospitals from Recife, Brazil. For the asymptomatic group, we randomly
selected samples of asymptomatic VL-HIV cases identified in the year of 2018 in an
outpatient service from Petrolina, Brazil. The negative controls were tested in the year
of 2018 for HIV and VL, with negative results for both, and they were asymptomatic at

the time of the study.
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Data collection and laboratory procedures

We obtained the following data: gender, age, education; levels of hemoglobin,
leucocytes, neutrophils, lymphocytes, platelets, AST, ALT, urea, creatinine, CD4 and
HIV viral load. These demographic and laboratory characteristics were obtained from

the medical records and the data are described by group.

Cytokine levels were quantified using Becton Dickinson-BD's Cytometric Bead
Array (CBA) system for cytokines interferon (IFN)-y, tumor necrosis factor (TNF),
interleukin (IL)-2, IL-4, IL-6, IL-10, and IL-17A, according to the manufacturer's
recommendation. The limits of detection of cytokines, according to the manufacturer,
are: IL-2 - 2.6 pg/ml; IL-4 - 4.9 pg/ml; IL-6 - 2.4 pg/ml; IL-10 - 4.5 pg/ml; TNF - 3.8
pg/ml; IFN-y - 3.7 pg/ml; IL-17A - 18.9 pg/ml. The flow cytometer FACSCalibur (BD,
San Jose, CA) was used, with subsequent analysis using the FCAPArray (BD, San
Jose, CA).

Statistical analysis

Continuous variables were summarized as medians and interquartile range,
while categorical variables as counts and proportions. Differences in proportions of
categorical variables by group were compared using chi-squared or Fisher’s exact test
as appropriate. Differences in medians by group were compared by the Mann-Whitney
U test. Multiple comparisons of cytokine levels analysis among the three groups were
performed using Dunn’s multiple comparisons test. Spearman’s correlation coefficient
was calculated to assess correlation among the different cytokine measurements and
to assess correlation among cytokine levels and hematological and biochemical
parameters. Data analysis was done with Stata SE 12.0 software (StataCorp, College
Station, TX, USA) and GraphPad Prism version 8 (GraphPad Software, San Diego,
California USA).
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Ethics

All subjects were adults and provided written, informed consent. The study was
approved by the research ethics committee of Instituto Aggeu Magalhaes, Fiocruz
Pernambuco (approval number 51235815.0.0000.5190).

RESULTS

The study population was composed mainly of men, with median age of 35 (27
— 41) years-old, and with 8 or fewer years of education. Demographic and laboratory
characteristics by group are shown in Table 1. Asymptomatic individuals were younger
(p = 0.013), with more years of education (p < 0.001), and were more on antiretroviral
therapy (p<0.001) than those in the symptomatic group. The levels of hemoglobin (p <
0.001), lymphocytes count (p < 0.001) and CD4 count (p < 0.001) were lower in

symptomatic individuals, while HIV viral load were higher (p < 0.001) in the latter.

We observed among the symptomatic VL-HIV coinfected group increased levels
of IL-17A, followed by IL-6. There were no differences in the levels of all cytokines
evaluated between asymptomatic VL-HIV coinfected individuals and the healthy
controls. Cytokine levels were higher among symptomatic VL-HIV patients when
compared with the asymptomatic VL-HIV group and with the healthy controls (Figure
1). In Figure 2 we show the levels of each cytokine by CD4 count, by group

(symptomatic and asymptomatic VL-HIV individuals).

Correlations across cytokine levels and CD4 count and HIV viral load, for each
group, are described in Figure 3. The correlations between cytokine levels and
hematological and biochemical parameters for the general sample can be seen in
Table 3. We did not see any difference in correlation between cytokines levels and
hematological and biochemical parameters among asymptomatic VL-HIV patients. In
the symptomatic group, IL-4 was positively correlated with lymphocytes count (r=0.5,
p=0.002), and IL-10 was negatively correlated with hemoglobin levels (r= -0.4,
p=0.020) and positively correlated with AST levels (r=0.36, p=0.049). We also did not
observe correlation between cytokine levels neither with the CD4 count nor the HIV

viral load.
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Table 1. Comparison of demographic characteristics between symptomatic and
asymptomatic VL-HIV coinfected individuals (univariate analysis) from Pernambuco,

Brazil.
Characteristic Symptomatic Asymptomatic Healthy controls p-
(N=35) (N=75) (N=24) value

Gender (n (%))
Male 22 (62.86) 54 (72) 11 (45.83) 0.062
Female 13 (37.14) 21 (28) 13 (54.17)

Age (Years) 38 (31 -48) 33 (26 —41) 24 (23 — 25) <0.001

(median and IQR)

Education

(years)

(n (%))
0-8 30 (85.71) 35 (46.67) 0(-) <0.001
> 8 5(14.29) 40 (53.33) 24 (100)

IQR, interquartile range. All percentages are column percentages.

Table 2. Comparison of laboratory characteristics between symptomatic and
asymptomatic VL-HIV coinfected individuals (univariate analysis) from Pernambuco,
Brazil.

Symptomatic (N=35) Asymptomatic (N=75) p-value
Characteristic (median (IQR))
Hemoglobin (g/dL) 10.45 (8.9 - 11.4) 13.1(12.2-14.7) <0.001
Leucocytes (/mm?) 4695 (3030 — 7360) 5350 (4600 — 6300) 0.558
Neutrophils (/mm3) 2790 (1400 — 5535) 2576 (2064 — 3358) 0.348
Lymphocytes (/mm3) 880 (538 — 1300) 1782 (1551 — 2310) <0.001
Platelets x10° (/mm?) 227.5 (156 — 333) 253.5 (207.5 — 299.5) 0.180
AST (U/L) 31(20.7-72.4) 25 (21 -37) 0.239
ALT (U/L) 30 (20 — 53.6) 24 (18 — 38) 0.150
Urea (mg/dL) 27.3 (22.67 — 39.75) 23 (19 -34) 0.065
Creatinine (mg/dL) 0.71 (0.51-10.9) 0.8(0.7-1) 0.159
LTCD4+ count (cells/uL) 197 (16 — 414) 587 (422 — 765) <0.001
Characteristic (n (%))
LTCD4+ count (cells/pL)
<200 16 (51.6) 8 (11.6) <0.001
20011349 6 (19.4) 6 (8.7)
= 350 9 (29.0) 55 (79.7)
HIV viral load (copies/mL)
Undetectable (< 50) 5 (16.67) 52 (75.36)



50-100,000
= 100,000

On antiretroviral therapy

All percentages are column percentages.

14 (46.67)
11 (36.67)
22 (62.86)

15 (21.74)

2 (2.90)
75 (100)

IQR, interquartile range; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase.
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<0.001

<0.001

Table 3. Correlation between serum cytokine levels and general laboratory data of all

patients.
IFN-y
LTCD4 (cells/uL) -0,17

HIV viral load (copies/mL) 0,222

Hemoglobin (g/dL) -0,35°¢
Neutrophils (/mm?3) 0,04
Lymphocytes (/mm?) -0,18
Platelets (/mm?3) -0,09
AST (U/L) 0,14
ALT (U/L) 0,04

All values represent the Spearman r.
ap<0.05

b p <0.005

¢ p <0.0005

TNF
-0,17
0,10
-0,38 ¢
0,01
-0,17
-0,13
0,08

-0,03

IL-2
-0,23 @
0,24°
-0,29°

0,11
-0,10
-0,06

0,14

0,09

IL-4
-0,222
0,34°¢
-0,35°

0,14

-0,19

0,04

0,03

0,09

IL-6
-0,33 ¢
0,40°
-0,38 °

0,04
-0,42°
-0,21¢@

0,20

0,12

IL-10
-0,26°
0,39°
0,44 °
0,04
-0,43°¢
0,222
0,26 2

0,19

IL-17a
-0,28°
0,28°
-0,39 ¢
-0,01

-0,30 @
-0,15

0,252

0,15
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Figure 1. Comparison between cytokine levels by group (Kruskal-Wallis test with
multiple comparisons; median and interquartile range).
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Figure 2. Cytokine levels by CD4 count, by group (asymptomatic and symptomatic VL-
HIV coinfected individuals).
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Figure 3. Correlation between cytokine levels, CD4 count, and HIV viral load, by group
(negative controls, asymptomatic VL-HIV and symptomatic VL-HIV coinfected
individuals).
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IFN-y, interferon-gamma; TNF, tumor necrosis factor; IL, interleukin; CD4, lymphocyte T CD4+; HVL,
HIV viral load.

DISCUSSION

In this study, we aimed to estimate the levels of different cytokines of
symptomatic and asymptomatic VL-HIV coinfected individuals living in a VL-endemic
area, and also to correlate these cytokine levels among themselves and with

laboratorial characteristics of the HIV infection.

We mainly observed increased levels of IL-17A and IL-6 in individuals from the
symptomatic group. Low levels of all cytokines analyzed were seen in samples from
asymptomatic individuals and from the negative controls. Usually, it is expected a
predominantly Th2 response in symptomatic Leishmania infections (DOS SANTOS et
al., 2016; ZIJLSTRA, 2016a), however, a mixed T helper type 1 (Th1)/Th2 response
could also be seen (COSTA, A. et al., 2012; PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005).
Probably, this dichotomy is not the only factor involved on the course of infection
(NYLEN; SACKS, 2007; ZIJLSTRA, 2016a), and other variables such parasitic load,
nutritional status, and genetic factors, might have an important role in the development
and outcome of the disease (DAYAKAR et al, 2019; GONCALVES-DE-
ALBUQUERQUE et al., 2017).

In our study, IL-6 levels were dozen times higher in symptomatic individuals

when compared with the asymptomatic individuals and with the negative controls. High
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levels of IL-6 have already been observed in patients with active VL, and this could be
related to more severe cases and death (DOS SANTOS et al., 2016). Despite its high
levels, IL-6 in our study demonstrated no correlation with the other cytokines analyzed,
neither with LTCD4+ count or HIV viral load. This was observed in all of the three

groups of comparison.

Increased IL-6 levels are also related to HIV replication (BORGES et al., 2015;
TANAKA; KISHIMOTO, 2014) — fact that could explain the high levels of this cytokine
observed in our study in the symptomatic VL-HIV coinfected group, as they display
detectable HIV viral loads. A negative correlation between IL-6 and CD4 count was
also reported (BORGES et al., 2015), with high CD4 count related to low IL-6 levels.
This result might also support our findings, when low IL-6 levels were observed in
negative controls and asymptomatic VL-HIV coinfected individuals — the last ones
presenting high LTCD4+ levels (median of 587 cells/uL) when compared with those
who were symptomatic (median of 197 cells/uL). And among the symptomatic

individuals, lower levels of IL-6 were observed in those with CD4 > 350 cells/uL.

In our study we observed a correlation between IL-17A and IL-6. It is known that
IL-6 influences the IL-17 production (KHADER; GOPAL, 2010), and this could explain
why these two cytokines presented the higher medians. IL-17, an interleukin related to
the Th17 profile is described to have a protective effect against the Leishmania
donovani infection in high levels (PITTA et al., 2009). In our study, IL-17 was presented
in the highest levels, particularly among the symptomatic patients, as the Th17
response is necessary to control infections caused by intracellular pathogens
(KHADER; GOPAL, 2010). It has been described the detection of IL-17A in higher
levels in serum of patients with active VL before treatment, and its levels start to
decrease during the treatment, but still higher when compared with uninfected
participants of the study (NASCIMENTO et al., 2015).

Regarding IL-10, we detected considerable levels of it in symptomatic
individuals. It was previously demonstrated that IL-10 is in higher levels during an
active VL disease (COSTA, A. et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2016; IBARRA-
MENESES, A. V. et al., 2016). Further, some studies suggest the relation between
high IL-10 levels and severity of the disease (GAMA et al., 2013). The opposite is also
true, where asymptomatic individuals often present low levels of IL-10 (DE OLIVEIRA
FRANCA et al., 2020). High levels of IL-10 could inhibit the human immune response
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against Leishmania parasites (NYLEN; SACKS, 2007). In addition, IL-10 has a
regulatory role on the Th1 immune response, which, in turn, when exacerbated,
present a harmful effect to the host. Therefore, the balance of IL-10 production may be
determinant to the progression of the disease. We also observed in symptomatic
individuals a positive correlation between IL-10 and AST levels, fact previously
reported as related to active VL disease (DOS SANTOS et al., 2016).

In this study we used stored serum samples, which could be characterized as a
potential limitation since the levels of the cytokines might decrease during the time. As
a cross-sectional study, we cannot infer about the clinical outcomes of the participants
and its correlation with the cytokine levels analyzed. Moreover, since we did not
explore the presence of other opportunistic infections, their role on the cytokine levels
of the patients evaluated could act as a confounder factor, been needed further cohort
studies to clarify the potential influence of other opportunistic and latent coinfections
(e.g., toxoplasmosis or tuberculosis) on the immune profile of the VL-HIV coinfected

cases.

CONCLUSIONS

Higher levels of the cytokines evaluated were observed among the symptomatic
coinfected individuals, mainly IL-17A and IL-6. More studies among HIV-positive
persons are needed to better understand the role of cytokines and other biomarkers in
terms of diagnose, prognosis, cure, and relapses of VL on these coinfected individuals.
Such information could better guide prophylaxis and treatment and, consequently,
reduce lethality and unnecessary medical interventions. Cohort studies, and studies
based on cell stimulation with Leishmania antigens, and with a more wide-ranging
group of cytokines and other biomarkers, can be determinant to fill these gaps — mainly

for asymptomatic individuals.
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8 CONCLUSOES

A LV segue como uma das principais doengas negligenciadas. De dificil
controle, segue como um desafio a saude publica no Brasil. Além das ja conhecidas
vias de transmisséo da LV — pela picada de flebotomos infectados e por transmissao
por sangue infectado através de agulhas entre usuarios de drogas — apontamos aqui
a possibilidade da transmissao por via sexual. Documentada em caes e suspeitada
em humanos (por alguns poucos casos relatados), a transmissao sexual da LV
necessita atencdo principalmente em locais em estagios finais de controle e
erradicagao da doenca. Para isso, novos estudos em pessoas com LV (com ou sem
HIV) sdo necessarios para a deteccdo de parasitas no sémen e avaliacédo da

viabilidade e transmissibilidade desses.

A prevaléncia da coinfecgao LV-HIV assintomatica na area estudada foi
consideravel, e ressaltamos que, por ndo haver sintomas, muitos desconheciam a
possibilidade de terem sido expostos a LV. Por haver a possibilidade de apresentarem
parasitas circulantes, a deteccdo e acompanhamento desses casos é também
importante como medida de controle e erradicacdo da LV. Além disso, para essas
PVHIV coinfectadas com LV o acompanhamento ambulatorial deve ter atencao a
possibilidade de recidivas da LV, reforgcando a necessidade do uso regular da TARV
e 0 olhar atento para o surgimento de sintomas de LV visando um tratamento

adequado e melhor progndstico da reativagao.

O diagndstico da LV em PVHIV segue desafiador. Muitas vezes outras doencgas
oportunistas e prevalentes, como tuberculose ou histoplasmose, manifestam-se com
sintomas semelhantes aos da LV — e, nesses casos, testes soroldgicos positivos para
LV em pessoas de areas endémicas podem nao necessariamente significar se tratar
de LV ativa. Por outro lado, sintomas atipicos ou resultados falso-negativos de testes
soroldgicos (ou até mesmo de testes moleculares em amostras de sangue periférico)
em PVHIV podem atrasar o diagndstico de LV ativa e aumentar os riscos de pior
progndstico. Assim, novos testes diagndsticos sdo necessarios. E o uso da citometria
de fluxo para deteccéo de anticorpos especificos anti-Leishmania pode ser mais uma

ferramenta para isso.

Por fim, observamos que nao houve diferengcas dos niveis das citocinas

avaliadas entre individuos coinfectados LV-HIV assintomaticos e os do grupo dos
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controles saudaveis. J&4 na comparacao entre as pessoas do grupo de coinfectados
LV-HIV sintomaticos e assintomaticos, e entre sintomaticos e controles saudaveis, os
niveis de todas as citocinas foram maiores nesses sintomaticos LV-HIV. Mais
especificamente, os niveis de IL-6 e de IL-17A foram os mais elevados. De maneira
geral citocinas do perfil Th2 apresentaram maiores niveis dentre as avaliadas, porém
com baixos valores. A caracteristica das amostras pode ter influenciado esses
resultados, uma vez que as analises foram feitas a partir de soros armazenados. Para
resultados e respostas mais esclarecedoras, é necessario que haja o seguimento dos
pacientes a fim de avaliar as variagdes nos niveis das citocinas (além de outros
marcadores bioldgicos) ao longo do tempo, correlacionando com outros fatores e com

o desfecho dos casos.
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APENDICE A — TCLE (OBJETIVO B)

Convidamos vocé a participar da pesquisa “FATORES ASSOCIADOS A
LEISHMANIOSE VISCERAL EM PESSOAS VIVENDO COM HIV/AIDS EM
PETROLINA-PERNAMBUCO”, sob responsabilidade da pesquisadora Alda Maria
justo, orientagdo da Professora Dra. Zulma Maria de Medeiros e coorientagdo do
Professor Dr. Ulisses Ramos Montarroyos, tendo por objetivo identificar os fatores
socioecondmicos, demograficos, epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais associados
a ocorréncia da leishmaniose visceral em pessoas vivendo com HIV e aids. Para
atingir o objetivo, sera realizado um estudo do tipo caso-controle com os usuarios do
Servigo de Atendimento Especializado (SAE) do Programa Municipal de DST/HIV/aids
de Petrolina. Se vocé concordar em participar, sera entrevistado e serao feitos exames
fisico, de sangue e urina. Esclarecemos que as suas respostas a entrevista serdo
colocadas em formulario sem nome, ndo usaremos filmagens, fotos ou gravagdes etc,
portanto vocé ndo sera identificado. Manteremos completo anonimato e sigilo absoluto
durante e apds o término da pesquisa, usaremos apenas 0s numeros. Todos 0s
desconfortos serdo minimizados. A entrevista e o exame fisico serdo realizados em
consultério com total discricao e na auséncia de pessoas estranhas a pesquisa. Os
riscos na coleta de amostras para pesquisa do microrganismo que provoca a doenga
do cachorro ou calazar seréo reduzidos ao maximo. Todo o material utilizado sera de
uso individual e descartado apds o procedimento. Ocasionalmente, vocé podera
perceber uma manchinha roxa no local da picada ou a veia podera ficar um pouco
vermelha, porém vocé sera informado sobre os procedimentos e cuidados
necessarios para prevenir estes inconvenientes. Para o exame de urina, vocé
recebera um recipiente e sera orientado sobre a coleta. Caso um desses exames dé
positivo para o microrganismo do calazar, se vocé concordar e apds O0s
esclarecimentos, sera retirada uma amostra de medula dssea para confirmacéo. Esse
exame sera realizado com anestesia local no ambulatério do Hospital Universitario de
Petrolina (UNIVASF) por profissional médico hematologista. Caso vocé venha a sentir
algum tipo de desconforto de origem fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural
ou espiritual, comunique imediatamente ao pesquisador para que sejam tomadas as
devidas providéncias. O calazar € a terceira infeccdo oportunista que mais acomete
pessoas vivendo com HIV/aids. A identificacdo de marcadores criticos para calazar é

o principal beneficio da pesquisa e podera ser utilizado pelo SAE para controlar a



113

doenca e prevenir mortes. Vocé terd os seguintes direitos: a garantia de
esclarecimento e resposta a qualquer pergunta; a liberdade de abandonar a pesquisa
a qualquer momento sem prejuizo para si; a garantia de privacidade a sua identidade
e do sigilo de suas informagdes; a garantia de que caso haja algum dano a sua
pessoa, 0S prejuizos serdao assumidos pelos pesquisadores ou pela instituicao
responsavel inclusive acompanhamento médico e hospitalar. Caso haja gastos
adicionais, os mesmos serao absorvidos pelo pesquisador. Nos casos de duvidas e
esclarecimentos vocé deve procurar os pesquisadores ALDA MARIA JUSTO, (87)
98805.3682 da Universidade de Pernambuco — Av. Cardoso de Sa, S/N Cidade
Universitaria Petrolina-PE CEP 56328-900; ZULMA MARIA DE MEDEIROS E
ULISSES RAMOS MONTARROYOS da Universidade de Pernambuco do Recife.
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Iniciais Data Iniciais Data
1. IDENTIFICACAO: CODIFICAGAO
11e | N°de Série (NSE): L EstE L
P . P~ . CIP
Cddigo de identificagdo do paciente (CIP):
R Y ) |
1.2e
R ) A A D A O R O | R Y A ey |
13e Data da Entrevista (DEEPI): DEEPI
' _ _ /]
1.4e Iniciais do Entrevistador (EEPI): e N
PROC
Procedéncia: (PROC
15q (PROC) I_I_I_l
|__|__|__| *Consultar lista de municipios
Ocupagdo: (OCUP OCuP
164 pasaer (0647 Il
|__]_|_|__| *Consultar lista de ocupagdo profissional
L7q | Estado Civil: (ECIV) ECL N
9| solteiro Casado Vive junto Outros -
1.84 Anos de estudo: (ESCO) ESCO L
Nﬁoestudou laSanos 9all anos 12 anos ou maisl] B
1.0f Data de admissdo no Hospital (DAH): DAH
' S Y S
1.10f Data de nascimento (DATANASC): DATANASC
) R S Y S
1.11f | Sexo (SEX): Masculino Feminino SEX
|__|
2. ANTECEDENTES PESSOAIS E INTERROGATORIO SINTOMATOLOGICO:
Vocé tem animais de estimagdo em casa? (ANIM)
21e ANIM
Nao Sim, cdo e gato Sim, cdo Sim, gato Sim, outros I
92 Alguém na sua casa tem ou ja teve Calazar/Leishmaniose/doenca do cachorro? (LVDOM) LVDOM
€ Sim N3o N3o sabe ||
23e Alguém na vizinhanga tem ou j teve Calazar/Leishmaniose/doenca do cachorro? (LVVIZ) LVVIZ
' Sim Nao N&o sabe (|
3. NOS ULTIMOS 30 DIAS ANTES DO INTERNAMENTO VOCE: (888=ndo sabe) (999=n3o se aplica)
31 Apresentou febre? (FEB) FEB
- Sim N&o N&o sabe I
3.2q Tempo de febre em dias TFD
Y Y
13 Tem sentido falta de ar/cansago? (FAR) FAR
-=q Sim Nio N3o sabe ||
34 Tem apresentado sangramento em alguma parte do corpo? (SANG) SANG
“a Sim Nao N3o sabe ||
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15 Tem tido tosse? (TOS) TOS
=4 Sim 1 Nao 2 N3o sabe 8 |
16 Tem tido diarreia? (DIAR) DIAR
©q Sim 1 Nio 2 N3o sabe 8 ]
37 Tem notado perda de peso? PPESO
/a sim 1 N3o 2 N3o sabe 8 |
. . PKG
3.8q Se sim, quantos quilos? (PKG) kg L
4. HISTORICO DE HIV E LV: (888=n3o sabe) (999=n3o se aplica) CODIFICAGCAO
a1 Qual o més e ano que vocé soube que tinha HIV? Ou TDHIV
=4 Ha quanto tempo vocé sabe que tem HIV? (999=n3o sabe) |
42 Esta fazendo uso de medicamento para HIV (coquetel)? (TARV) TARV
20| s [1] o [2] |
4.3q Se sim, ha quanto tempo? (TTARV) meses TTARV Ll
4de Vocé ja teve calazar ou leishmaniose visceral ou doenga do cachorro? DPLV
’ Sim 1 N3o 2 N3o sabe 8 ||
Se sim, quantas vezes? (NELV) ALY
4.5q N&o sabe N&o se aplica L
4.6q/f Fez ou estd em uso de Anfotericina B ou Glucantime? (TTPLV) TTPLV
o4 sim 1 N3o 2 N3o sabe 8 ]
5. APRESENTAGAO CLINICA: (88=ndo sabe) (99=n3o se aplica) CODIFICACAO
54 Hepatomegalia? (HMG) HMG
e Sim 1 N3o 2 L
5.2e Se sim, a quantos centimetros do RCD? (HMGCM) cm ali2oey L
Esplenomegalia? (EMG) EMG
5.3e . .
Sim N3o |
5.4e Se sim, a quantos centimetros do RCE? (EMGCM) cm EMGCM L
5.5e Rarefagdo de pélos? (RPEL) RPEL
‘ Sim 1 Nio 2 ||
550 Palidez cutanea? (PCUT) PCUT
’ Sim 1 Ndo 2 ||
5.7 LesGes de pele ou mucosa? (PELE) PELE
/e Sim 1 N3o 2 |
Tipo de lesdo de pele ou mucosa (PELET)
5.8e PELET  |_|
(lista)
6. EXAMES LABORATORIALIS (resultados do dia da entrevista ou do exame mais recente) E CONCLUSAO: CODIFICACAO
WBC Y Y P ) |
- 3
Leucdcitos /mm
6.1f Dat
ata / /
WBCD / /
NTF Y Y ) |
Neutrdfilos /mm3
6.2f Dat
ata / /
NTFD Y A A
LNF Yy |
Linfocitos /mm3
6.3f Dat
ata / /
LNFD Y A A
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~ HB ] | P |
6.4t Hemoblogina (99,99=n&o sabe) g/dL
' Dat /__J
ata HBD / S
o x HTC Y )
6.5 Hematdcrito (99,99=n3o sabe) %
' Dat
ta_ HTCD /I
Plaquetas (999,999=n3o sabe) o /mm? PLAQ |||l
6.6f
Data /[ / PLAQD Y S
AST (9999=n30 sabe) u/L AST R | e
6.7f
Data / / ASTD _ ] J
ALT (9999=n3o0 sabe) u/L ALT Y |
6.8f
Data / / ALTD Y S
Ureia (99=n3o sabe) mg/dL UREA |
6.9f
Data / / UREAD ]/
Creatinina (99,99=n%0 sabe) mg/dL CREA R 1
6.10f
Data / / CREAD _ [/ [/
Albumina (99,99=n3o sabe) g/dL ALB Y
6.14f
Data / / ALBD Y S A
Proteinas totais (99,99=n3o sabe) g/dL PROT R 1
6.15f
Data /__/ PROTD _ / [/
Globulina (99,99=n30 sabe) g/dL GLOB R P |
6.16f
Data /__J Goep _ /. /
Carga viral mais recente copias/mL CV || ]
6.18f
Data / / CcVD Y S
Log da carga viral mais recente Lcv 4 Y )
6.19f
Data / / LCVD /__
Maior carga viral ja apresentada cépias/mL MCV |||
6.20f
Data / / Mcvo /[
Contagem de CD4 mais recente células/mm? cD4 R |
6.21f
Data___ / |/ CD4D ]/
Menor contagem de CD4 células/mm3 MCD4 Y |
6.22f

Data / /[

MCD4D / /[
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7. CONCLUSAO:

71 | ™9 RK39 ||
’ Positivo | 1 Negativo | 2 N3o fez 8 -

7.2 DAT DAT ||
’ Positivo | 1 Negativo | 2 N3o fez 8 -

73 Teste de aglutinagdo em latex — KAtex (urina) AL L
’ Positivo | 1 Negativo 2 N3ao fez 8 -

74 PCR no sangue periférico DERS L
’ Positivo | 1 Negativo | 2 N3o fez 8 -

75 Aspirado de medula 6ssea (pesquisa do parasita): AEVIG L
’ Positivo | 1 Negativo | 2 N3o fez 8 -

76 Esfregaco de medula dssea EMO L
’ Positivo | 1 Negativo | 2 N3o fez 8 -

PCR de medula 6ssea

77 Positivo | 1 Negativo | 2 N3o fez 8 PERAT |

78 Cultura de medula (CMO) TG L
’ Positivo | 1 Negativo | 2 N3o fez 8 -

79 Diagnostico final de Leishmaniose visceral (DFLV) B L
’ Sim 1 Ndo 2 -

Classificagdo clinica (CLCL)
7.10 Assintomatico 1 Sintomético 5 Sintomético 3 CLCL ||
tipico atipico
Observacgdes:
Legenda: e=item a ser preenchido pelo entrevistador

g=questionario
f=item a ser coletado no prontuario
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APENDICE C - TCLE (OBJETIVO D)

Termo de consentimento livre e esclarecido para investigagcao de leishmaniose

em pessoas vivendo com HIV/Aids

Convidamos o(a) Sr(a)

, acompanhado (a) na

unidade de saude ,
para participar do projeto de pesquisa AVALIAGAO DE BIOMARCADORES NA
DETECGAO DE CASOS ASSINTOMATICOS, COMO CRITERIO DE CURA E COMO
PREDITOR DE REATIVAGAO DA LEISHMANIOSE VISCERAL EM PESSOAS
VIVENDO COM HIV coordenado por Diego Lins Guedes, cujo objetivo é conhecer a

prevaléncia de casos assintomaticos de leishmaniose visceral em pessoas vivendo
com HIV, além de observar e tentar melhorar os métodos de diagnéstico tratamento

da leishmaniose visceral em qualquer pessoa acometida por essa doenca.

Caso aceite participar desta pesquisa, coletaremos cerca de 30 ml (6 colheres
de cha) de urina para pesquisar uma substancia liberada pelo parasita (detecg¢ao de
antigeno: teste de aglutinagdo do latex), e 10 ml (2 colheres de cha) de sangue
coletado em veia para identificar substancias que o corpo humano produz contra o
parasita (exame de anticorpo: teste de aglutinacdo direta e teste rapido), para
pesquisar material genético (DNA) do parasita causador da leishmaniose (reagdo em
cadeia de polimerase - PCR) e para avaliar substancias que o nosso organismo
produz quando sofre alguma infecgdo (citocinas, imunoglobulinas). Caso haja
indicacao clinica, faremos a coleta do liquido presente dentro do osso, obtido por
puncdo na medula éssea (aspirado de medula 6ssea), sendo esse recomendado pelo
Ministério da Saude como melhor exame no diagndstico do parasita causador da

leishmaniose visceral (também conhecida como calazar).

Informamos que todos os exames serdo coletados com material estéril (“sem
infeccao”), sendo realizados por profissionais capacitados. O exame na veia nao
causa nenhum desconforto além da “picada” da agulha, que pode algumas vezes
causar uma pequena mancha roxa (hematoma) que desaparece em alguns dias sem

qualquer tratamento. E esperado que apds a coleta do liquido presente dentro do
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0SSO0 possa haver um pequeno sangramento e dor no local da pungao que desaparece

em alguns dias sem qualquer tratamento ou apenas com o uso de remédio para dor.

Informamos que esses exames serdo importantes para o diagndstico e para o
seu tratamento, pois o diagndstico de leishmaniose visceral (associada ou néo a
infeccdo pelo HIV), quando feito cedo, contribui para que o seu tratamento seja
realizado de forma mais segura, com redugdo do tempo de internagdo e com
recuperacao mais rapida. Os resultados desses exames serao entregues ao senhor(a)
e também para o(a) médico(a) assistente, que deixara o resultado no seu prontuario.
Se houver necessidade, de acordo com sintomas ou resultados de exames, o(a)
senhor(a) sera informado(a) e encaminhado(a) para tratamento da leishmaniose
visceral em uma unidade de saude mais préxima possivel de onde o(a) senhor(a)

reside ou, em comum acordo, em outra unidade apta para esse tratamento.

O(a) senhor(a) € livre para interromper a qualquer momento sua participagao na
pesquisa, sem nenhuma forma de prejuizo ao seu acompanhamento clinico e
terapéutico. Solicitamos sua autorizagao para conservar as amostras para exames de
laboratério, e caso esse material seja utilizado em futuras pesquisas, entraremos em
contato para que seja autorizada pelo(a) senhor(a) com novo termo de consentimento.
Também solicitamos a sua autorizagao para coletarmos informacdes médicas para que
sejam usadas em reunides, congressos e publicag¢des cientificas, ndo sendo divulgada
de nenhuma maneira seu nome ou qualquer outra informagao que possa identifica-

lo(a).
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Caso o(a) senhor(a) tenha compreendido e concordado com todos os termos
deste consentimento informado, solicitamos, por favor, que assine duas vias desse

documento, pois uma ficara conosco e outra com o senhor(a).

Recife, de de 20

Assinatura do participante

Endereco - Rua (usuario ou responsavel)

N°/Apt Bairro Cidade - Estado

Testemunha:

Assinatura Membro da Equipe de Pesquisa

Duavidas ou outras informagoes posteriores poderao ser obtidas com:

Diego Lins Guedes, Departamento de Parasitologia, Instituto Aggeu Magalhaes.

Av. Moraes Rego, s/n, no Campus da UFPE, CEP: 50670-420 Recife-PE, e pelo
telefone (81) 2101-2695.

Dra. Zulma Medeiros, Departamento de Parasitologia, Instituto Aggeu Magalhaes
Av. Moraes Rego, s/n, no Campus da UFPE, CEP: 50670-420 Recife-PE, e pelo
telefone (81) 2101-2662.

Este projeto, antes de ser iniciado, foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Aggeu Magalhaes, podendo ser confirmado no site
http://plataformabrasil.saude.gov.br




