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RESUMO

Com o objetivo de investigar a prevaléncia da co-infecgdo Leishmania/HIV em pacientes
sorologicamente positivos para o HIV, sem histérico da co-infecgdo, foi realizado um estudo
transversal através de andlise de ficha clinico-epidemioldgica aplicada aos pacientes
registrados nas unidades de referéncia para aids em Belém: CASA DIA e URE — DIPE, no
periodo de julho a outubro de 2008. Foram coletadas amostras de sangue de 377 pacientes que
concordaram em participar da pesquisa, por analise de IFl e PCR e em 55 deles foi realizada a
IDRM. A média de idade foi de 38,2 anos e 59% dos pacientes era do sexo feminino. A Carga
viral média entre os 249 pacientes que apresentaram informacfes completas a respeito desta
variavel, foi de 30952,2. A IFI foi positiva em 08 pacientes e a PCR foi positiva em 22. Um
total de 314 pacientes encontrava-se em tratamento com TARV. Foram registrados 218
pacientes com episodios de doencas associados a condi¢cdo HIV positivos. Cinco pacientes
relataram episodio de co-infeccdo M. leprae/HIV, e nenhum deles apresentou resultado
positivo para Leishmania pela PCR. O uso de drogas intravenosas foi relatado por 27
pacientes, porém apenas um apresentou PCR positivo, indicando que a transmissdo nao foi do
tipo inter-humana. Dentre os pacientes que foram submetidos a IDRM, nenhum apresentou
reacao positiva. No presente trabalho, a técnica de PCR foi mais sensivel que a reacdo de IFI,

6% e 2%, respectivamente.

Palavras-chave: Leishmaniose, HIV, Co-infeccao.



ABSTRACT

In order to investigate the prevalence of Leishmania infection in HIV seropositive patients
without co-infection history, a cross-sectional study by analyzing clinical and epidemiological
data from patients enrolled in AIDS Reference Units in Belém: CASA DIA and URE-DIPE
were carried out between July and October 2008. Blood samples were collected from 377
patients that agreed to participate in the study for IFI and PCR assay and 55 of them were
submitted to skin test, IDRM . The mean age was 38.2 years and 59% were female. The viral-load
medians among 249 patients who had complete information about this variable were 30952.2. IFI was
positive in 08 patients and PCR was positive in 22. A total of 314 patients were treated with HAART.
We recorded 218 patients with episodes of diseases associated to HIV condition. Five patients related
M. leprae / HIV co-infection, and none of them showed positive results by PCR for Leishmania. The
intravenous drug use was related by 27 patients but the PCR was positive for Leishmania in only one
patient, indicating that the transmission type was not inter-human. Among the patients who were
submitted to IDRM, none of them showed positive reaction. In the present study, the PCR technique

was more sensitive than IFI reaction, 6% and 2% respectively.

Keywords: Leishmaniasis, HIV, Co-infection.
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1 INTRODUCAO

A co-infeccdo Leishmania/HIV vem emergindo como uma nova e terrivel doenca.
Nos altimos 25 anos, 0 avan¢o da pandemia de HIV/aids, tem modificado a histdria natural da
leishmaniose, causando mudancas nos espectro clinico e epidemiolégico da mesma, tornando-
se cada vez mais freqiiente, acarretando ainda implicacbes diagndstica e quimioterapéutica
(Desjeux, 1996). Desde meados dos anos 80, quando o primeiro caso de co-infeccdo
Leishmania/HIV foi publicado (De La Roma, 1985), esta incidéncia vem crescendo e

atualmente € detectada em 35 paises (OMS, 2000a; 2007b).

Em um cenario sombrio, a disseminac¢do da infec¢do pelo HIV aumenta o risco de
desenvolvimento da leishmaniose visceral (LV) entre 100 e 1000 vezes em areas endémicas,
reduz a probabilidade de resposta terapéutica, e aumenta fortemente a probabilidade de
recidivas (OMS, 2007). A infeccdo pelo HIV esta ainda ampliando as areas de ocorréncia e
modificando a epidemiologia da LV, estas duas enfermidades co-existem e se agravam
(Desjeux & Alvar, 2003). Varias formas de leishmaniose cutanea (LC) tém sido relatadas em
associacdo com a aids, como a leishmaniose cutanea localizada, difusa e mucocutanea
(Daudén et al., 1996). Apresentacdes atipicas de leishmanioses sdo descritas em pacientes

HIV-positivos, incluindo visceralizacdo de LC e envolvimento cutaneo em LV (OMS, 2007).

Até 0 momento, a maioria dos casos de co-infeccdo Leishamnia/HIV descritos
procede de paises mediterraneos. De mais de 2.000 casos notificados a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) até o ano 2000, 90% origina-se de quatro paises: Espanha, Italia, Franca e
Portugal. Do inicio da pandemia de aids até a era da HAART, entre 25 a 70% dos casos de
LV em adultos nestes paises foram associados a infeccdo pelo HIV e 1,5 a 9% das pessoas

com aids sofrem de LV reativada ou recentemente adquirida (OMS, 2000a; Desjeux, 1999).
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A maioria dos casos de co-infeccdo leishmaniose e HIV, observados na Europa,

ocorreu em usuarios de drogas ilicitas intravenosas. Diversos trabalhos da literatura sugerem a
possibilidade de transmissdo inter-humana desta protozoose através de contato com seringas
contaminadas com sangue infectado por Leishmania. De fato, este ciclo alternativo do
parasita entre os viciados em drogas é possivel, uma vez que mais de 50% dos pacientes co-
infectados mostram a presenca de amastigotas nos mondcitos do sangue periférico (Alvar et

al., 1997; Mattos et al., 1998.).

Na Ameérica do Sul, a maioria dos casos de co-infeccdo registrados ocorreu no
Brasil, onde a incidéncia de aids aumentou de 0,8 para 20,7 casos por 100.000 habitantes de

1986 a 2003 (Rabello et al., 2003; OMS, 2006).

1.2 JUSTIFICATIVA

A subnotificacdo de casos de leishmaniose, que ocorre principalmente em areas
onde a infecgdo é endémica, como o Brasil, dificulta a obtengdo de dados sobre a real
incidéncia da doenca nestas areas. Este quadro tende a agravar-se ainda mais com o
desenvolvimento da pandemia de HIV/aids, deflagrada na década de 80, e que ja ocasionou
modificacbes no espectro clinico e epidemioldgico das leishmanioses. Desde 1985, quando
De La Roma publicou o primeiro caso de co-infeccdo Leishmania/HIV, os numeros vém
aumentando, e nos dias atuais, 35 paises, incluindo o Brasil, apresentam deteccdo de casos de

co-infeccdo.

A co-infeccdo Leishmania/HIV ja foi reportada em nosso meio e descrita por
diversos pesquisadores. No entanto, até o momento, a maioria dos casos de co-infeccdo

estudados procede dos paises mediterrdneos. Nao obstante, o real impacto da co-infecgdo é
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subestimado em escala mundial devido as deficiéncias nos sistemas de vigilancia. O fato das
leishmanioses ndo serem consideradas uma condicdo definidora de aids torna esta situacéo
ainda mais preocupante, portanto ¢ de maxima importancia determinar a prevaléncia da co-
infeccdo Leishmania/HIV referente tanto a forma cutanea quanto a visceral para contribuir
com a identificacdo precoce destas entidades e evitar a simples transposicao de aspectos de
estudos europeus para a realidade brasileira, 0o que servira para nortear os profissionais de

salde, especialmente no estado do Para que é endémico para a leishmaniose.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a prevaléncia da co-infec¢do Leishmania/HIV entre pacientes atendidos

em unidades de referéncia para aids em Belém.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i.  Caracterizar geneticamente os subgéneros da Leishmania através da PCR
utilizando diferentes marcadores moleculares, e verificar se a infeccdo é causada pelo parasita

causador de LTA ou LVA.

ii. Avaliar a resposta imunoldgica celular através da Intradermorreacdo de

Montenegro (IDRM), associando aos niveis de LTCD4+ dos pacientes.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A leishmaniose é uma doenca infecciosa, de natureza parasitaria, causada por
diferentes espécies do protozoario Leishmania (Ross, 1903). Este é um parasito intracelular
obrigatdrio que infecta preferencialmente células do sistema fagocitico mononuclear (SFM)
do hospedeiro vertebrado (Alexander et al.,1999), podendo acometer 0 homem e outros

vertebrados.

Pertencente a Ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae, as espécies de
Leishmania sdo transmitidas aos mamiferos por insetos vetores denominados flebotomineos,
que nas Américas pertencem aos géneros Psychodopygus e Lutzomyia (Ordem Diptera,
Familia Psychodidae). Esta transmissdo e feita exclusivamente pela fémea do inseto, uma vez

que os machos alimentam-se apenas do acgtcar dos sucos vegetais (Rebelo, 1999).

Biologicamente, Leishmania sdo protozodarios digenéticos que se reproduzem por
divisdo binaria. As formas promastigotas e paramastigotas sdo encontradas no trato digestivo
do vetor e as amastigotas no interior dos macréfagos, mondcitos e histiocitos da derme e
mucosas dos hospedeiros vertebrados, mas especialmente em macréfagos localizados na pele,
na leishmaniose tegumentar (LT), e nas células do SFM dos tecidos (células de Kupffer do
figado, células reticulares e macrofagos do baco, medula dssea e linfonodos), na LV (MS,
2006a; 2006b). Morfologicamente, as formas evolutivas de Leishmania podem revelar

diferencas sutis ou discrepantes, relacionadas a espéecie do parasita (Lainson, 1997).

Apbs inoculagdo das formas promastigotas pelo inseto vetor no animal vertebrado,
ocorre a transformacdo para amastigotas. Quando repleto de amastigotas 0 macrofago se

rompe, liberando-as na circulagdo, onde irdo infectar novos macrofagos localizados na pele,
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sangue e/ou alguns érgdos internos do hospedeiro, tornando-o uma fonte de infeccdo para um
outro flebotomineo (Pimenta et al.,1992; Alexander & Russel, 1992). O ciclo evolutivo da

Leishmania esta representado no esquema abaixo (Figura 1).

Amastigota intracelular ,

A
(" O \ Proliferagdo |
Fagolisossomo

2
Captagio /
.
Macréfago
Infeccdo
Picada de flebotomineo Picada de flebotomineo |
Promastigotas metaciclicas

R o &

AR B ——

@ Amastigotas
S &2

ﬂ/‘ Promastigotas prdciclicas

Proliferagdo no intestino I

Figura 1: Desenho esquematico do ciclo evolutivo das leishmanioses.
Fonte: Chappuis et al., 2007.
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As leishmanioses podem exibir diferentes manifestacdes clinicas que dependem

ndo somente da espécie do parasito responsavel pela infeccdo, como também da resposta
imunoldgica do individuo infectado. Seu amplo espectro clinico vai desde formas
assintomaticas a formas mais graves e desfigurantes de LC, até uma forma que acomete 0s
Orgdos do individuo infectado denominada LV ou calazar, que quando ndo tratada

adequadamente ¢é potencialmente fatal na maioria dos casos (Grimaldi & Tesh, 1993).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (1990) a leishmaniose ocupa o segundo
lugar dentre as doencas tropicais que mais acometem o homem, perdendo somente para a
malaria que ocupa o primeiro lugar em incidéncia, constituindo assim um grave problema de

salde publica.

A real incidéncia da leishmaniose é incerta, devido aos inumeros casos ndo
notificados nas areas onde a infeccdo é endémica (Pearson & Souza, 1996). Entretanto,
acredita-se que 350 milhdes de pessoas vivem em areas de risco, e que 12 milhdes estdo
infectadas por leishmanias no mundo todo. A doenca é encontrada em cinco continentes e é
endémica nas regides tropical e subtropical de 88 paises: 16 sdo paises desenvolvidos, 72
paises em desenvolvimento e 13 estdo entre 0os menos desenvolvidos (Figura 2). A OMS
estima que ocorram aproximadamente 2 milhdes de novos casos por ano, com a incidéncia da
LC sendo estimada em 1,5 milhdes de casos por ano, e da LV em 500.000 novos casos anuais
(90% deles ocorrendo no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Republica Islamica do Ird, Peru,

Arabia Saudita e Sudao) (OMS, 2000a, 2000b, 2007).
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[] Leishmaniose [ Co-infeccdes +

Figura 2. Distribuicdo mundial da leishmaniose e dos paises que reportaram co-infeccao
Leishmania/HIV no ano de 2000.
Fonte: OMS/UNAIDS, 2000.

A LT é uma zoonose de alta frequéncia de grande importancia entre infeccdes
dermatoldgicas, pelos danos que pode acarretar, e pelas dificuldades na terapéutica (MS,
1998). A LT é encontrada em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia) (MS,
2007), em regides tais como grande parte da América Latina, Bacia Mediterranea, Sud&o e
parte oriental da Africa, bem como no Oriente Médio e na Asia, Paquistdo, india, Russia e
China (Lainson, 1997). Uma pessoa € infectada por LT a cada 20 segundos. A doenca é

endémica em 82 paises e 10 milhdes de pessoas sofrem de LT atualmente (OMS, 2007).

Nas Américas, a LT que é conhecida como leishmaniose tegumentar americana
(LTA), tem sido registrada desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina,

com excecdo do Chile e Uruguai. Na Regido Amazonica a incidéncia da LTA tem se mantido
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elevada devido inumeros fatores, como abertura de novas estradas, instalacdo de nucleos

residenciais em areas de mata e treinamentos militares (Guerra et al., 2003).

A partir da década de 90, o Ministério da Saude notificou uma média anual de 32
mil novos casos de LTA. Segundo dados do Boletim estatistico da Secretaria de Vigilancia
em Saude (SVS) foram notificados, em 2002, 31.633 casos em todo territdrio brasileiro, dos
quais 11.116 ocorreram na Regido Norte, que exibe a expressdo maxima da doenca, o0 que

corresponde a 35% do total da casuistica nacional (MS, 2006a; 2006c).

Analisando-se a evolugdo da doenca no Brasil, observou-se uma expansao
geogréfica no inicio dos anos 80, quando se registrou casos em 19 unidades federadas e, em
2003, todos os estados registraram autoctonia. A regido Norte contribuiu com o maior nimero
de casos (cerca de 36,0% do total de casos registrados, no periodo) e com os coeficientes
médios mais elevados (85,4 casos por 100.000 habitantes), sequida das regiGes Nordeste (43,5
casos por 100.000 habitantes) e Centro-oeste (37,5 casos por 100.000 habitantes). No periodo
de 1988 a 2007, a LTA apresentou média anual de 27.736 casos autoctones registrados e
coeficiente de detec¢do médio de 17,3 casos por 100.000 habitantes. Ao longo desse periodo,
observou-se uma tendéncia no crescimento da endemia, registrando os coeficientes mais
elevados nos anos de 1994 e 1995, quando atingiram niveis de 22,83 a 22,94 casos por

100.000 habitantes, respectivamente (MS, 2006a; 2009) (Grafico 1).
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Graficol. Numero de casos e coeficiente de deteccdo de casos autdctones de LTA. Brasil
1989 a 2008°.

a) Dados sujeitos a revisao
Fonte: SVS/MS, 2009.

Analisando-se os dados pertinentes a LTA no Brasil em 2003, verificou-se que a
Regido Norte notificou aproximadamente 45% dos casos, destacando-se os estados do Para,
Amazonas e Rond6nia; a Regido Nordeste, 26% dos casos, principalmente no Maranhéo,
Bahia e Ceara; a Regido Centro-Oeste, 15% dos casos, com maior freqiiéncia em Mato
Grosso; a Regido Sudeste, 11% dos casos, predominantemente em Minas Gerais; e a Regido
Sul, 3,0%, destacando-se o Parana (MS, 2006a). A partir do indicador da densidade de casos,
identificou-se, no periodo de 2004 a 2006, 26 circuitos de producdo da doenca de importancia
epidemioldgica, os quais foram responsaveis por 56,9% do total de casos registrados em
2007, distribuidos em 663 municipios do total de 1.803 que apresentaram casos em todo o

pais (SVS/MS, 2009) (Figura 3).

Coeficiente de detcgao
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Figura 3. Densidade de casos, circuitos de LTA por municipio. Brasil, 2004 a 2006 e casos

em 2007
Fonte: Fiocruz/Ensp/Desp, SVS/MS, 2009

No tocante ao estado do Para, em 2003 a incidéncia da LTA foi de 83 casos/100
mil habitantes, o maior registro de casos da doenca no pais (5.479) (SVS, 2005). Segundo
boletim estatistico da SVS, entre 1990 e 2008, foram registrados cerca de 79.174 casos de
LTA, sendo que 22.892 foram detectados no periodo de 1994 a 1997, esses dados reforcam o

interesse e a importancia do estudo dessa moléstia no estado do Para (Sinan/SVS/MS, 2009a).

A LTA é capaz de produzir uma variedade de formas clinicas que acometem
isoladamente ou em associagdo a pele e mucosas do nariz, boca, faringe e laringe, gerando o
espectro das quatro formas clinicas da doenca: a leishmaniose cutdnea localizada (LCL)

provocada por diversas espécies de Leishmania, a leishmaniose mucocutanea (LMC)
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associada principalmente a Leishmania (Viannia) braziliensis, a leishmaniose cutanea
anérgica difusa (LCAD) associada a Leishmania (Leishmania) amazonensis, e a leishmaniose

cutanea disseminada boderline (LCDB) associada as duas espécies (Silveira et al.,2004).

A “llcera leishmaniotica”, que é a forma classica de LCL, e a mais comum da
doenca, caracteriza-se por ser indolor, quando ndo ha presenca de infec¢do secundaria, com
bordas elevadas ou em moldura. Pode ainda manifestar-se como placas verrucosas,
nodulares—infiltrativas, denominadas LCAD, um tipo de manifestacdo mais rara que produz
lesbes multilantes extensas nos pacientes, e se mostra resistentes a todas as terapias

conhecidas até entdo (Silveira et al.,1991).

A forma mucosa, secundaria a cutanea, caracteriza-se por infiltracdo, ulceracéo e
destruicdo dos tecidos mucosos dos pacientes, como cavidade nasal, faringe e laringe. O
comprometimento mucoso pode surgir meses ou anos apds a cicatrizacdo da lesdo de pele
inicial, que pode sofrer metastase e disseminar-se por via hematogénica e atingir o tecido
mucoso nasobucofaringeo. Normalmente, na LTA ndo hd o comprometimento de érgdos

internos (Lainson & Shaw, 1998; MS, 2007).

A etiologia de LTA inclui uma multiplicidade de espécies dos subgéneros Viannia
(Lainson & Shaw, 1987) e Leishmania (Ross, 1903). Sdo conhecidas cerca de 31 espécies de
Leishmania no mundo inteiro, das quais 22 sdo encontradas nas Américas. Destas, apenas 14
sdo incriminadas como agentes etilogicos de LTA (Silveira et al., 2004). Até a década de 60 a
Leishmania braziliensis foi a espécie considerada como Unica responsavel pelos casos de
LTA ocorridos no Brasil. No entanto, estudos epidemioldgicos realizados pelo Instituto
Evandro Chagas, situado em Belém, estado do Para, indicaram outras espécies de Leishmania

infectando 0 homem na Regido Amazonica (Lainson et al.,1994).
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Atualmente na Regido Amazonica sdo conhecidas 7 espécies de Leishmania
causadoras de LTA humana, sendo estas: Leishmania (Viannia) brasiliensis (Vianna, 1911),
Leishmania (V.) guyanensis (Floch, 1954), Leishmania (V.) lainsoni (Silveira et al., 1987),
Leishmania (V.) naiffi (Lainson & Shaw, 1989), Leishmania (V.) shawi (Lainson et al., 1989),
Leishmania (V.) lindenbergi (Silveira et al.,2002) e Leishmania (L.) amazonensis (Lainson &

Shaw, 1972) (Lainson & Shaw, 1998; Silveira et al., 2002).

A LV, mais grave que a LTA, que acomete alguns érgdos internos de mamiferos,
¢ uma protozoose sistémica de evolucdo crénica causada, no Brasil, pela Leishmania (L.)
chagasi (Cunha & Chagas, 1937). E transmitida ao hospedeiro vertebrado por flebotomineos
da espécie Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), que era a Unica espécie transmissora
conhecida até 1998, quando no Mato Grosso do Sul, incriminou-se o Lutzomyia cruzi também
como vetor (Santos et al., 1998). A doenca tem ampla distribuicdo, ocorrendo na Asia,
Europa, Oriente Médio, Africa e Américas, onde é denominada leishmaniose visceral

americana (LVA) (MS, 2006b).

Na América Latina, a doenca ja foi descrita em pelo menos 12 paises, com 90%
dos casos tendo ocorrido no Brasil. Desde o primeiro registro da doenca no pais, em 1913
(Alencar et al. 1991), sua transmissdo vem sendo descrita em varios municipios de todas as
regides, exceto na regido Sul, e especialmente na regido Nordeste que, na década de 90
albergava 90% das notificacdes. Porem, & medida em que a doenga se expande para outras
regides, esta situacdo se modifica, verificando-se que no periodo de 2000 a 2002 essa regido
representou 77% dos casos do pais. A doenca é conhecida em todos os estados litoraneos, do
Para a Bahia, além de outros mais ao centro como Minas Gerais, Goids e Mato Grosso do Sul

(Silveira et al, 1997; MS, 2006b).
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O padrdo de transmissdo, inicialmente caracteristico de ambientes rurais e
periurbanos, tém apresentado mudancas importantes, ocorrendo atualmente também em
centros urbanos, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte
(MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sdo Luis
(MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e mais recentemente as epidemias ocorridas em Trés
Lagoas (MS), Campo Grande (MS), e Palmas (TO), entre outros. Atualmente, no Brasil, a LV
estd registrada em 19 dos 27 estados da Federacdo, com cerca de 1.600 municipios

apresentando transmissdo autdctone (MS, 2006b) (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicdo de casos autoctones de LV, segundo municipio, Brasil, 2002.
Fonte: SINAN-COVEV/CGDT/DEVEP/SVS/MS, 2006.

Esta doenca foi inicialmente caracterizada com carater eminentemente silvestre,

caracteristica de ambientes rurais, que afeta, sobretudo, pessoas que trabalham ou penetram na
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mata, haja vista que nessa area, fatores ecologicos como clima e vegetacdo abundante,

propiciam a presenca do vetor (Silveira et al, 1997).

TransformacBes ambientais, provocadas pelo intenso processo migratorio, por
pressdes econdémicas ou sociais, a pauperizacdo consequente de distor¢des na distribuicdo de
renda, o processo de urbanizacdo crescente, o esvaziamento rural e as secas periddicas
levaram a expansdo das areas endémicas e ao aparecimento de novos focos. Este fendmeno
leva a uma reducédo do espaco ecologico da doenca, facilitando a ocorréncia de epidemias. O
ambiente caracteristico e propicio a ocorréncia da LV € aquele de baixo nivel
socioeconémico, pobreza, promiscuidade, muito presente no meio rural e na periferia das

grandes cidades (MS, 2006b).

Segundo dados do Ministério da Saude, no Brasil, em 19 anos (1984-2002), a
LVA somou 48.455 casos, com aproximadamente 66% ocorrendo nos estados da Bahia,
Ceara, Maranhdo e Piaui. Nos ultimos dez anos (1999-2008), a média anual foi de 3.379 casos
e a incidéncia de 1,9 casos/100.000 habitantes (MS, 2009) (Grafico 2). A doenca é mais
frequiente em menores de 10 anos (54,4%), com 41% dos casos registrados em menores de 5
anos. O sexo masculino é o mais afetado (60%). A maior susceptibilidade das criancas é
explicada pela relativa imaturidade imunologica celular, agravada pela desnutricdo, comum
nas areas endémicas, além da maior exposi¢cdo ao vetor no peridomicilio. Por outro lado, o
envolvimento do adulto tem repercusséo significativa na epidemiologia da LVA, pelas formas

frustras (oligossintomaticas) ou assintomaticas, além das com expressdo clinica (MS, 2006b).
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Grafico 2: Casos e incidéncia de leishmaniose visceral, Brasil 1999 a 20082,
a) Dados preliminares
Fonte: SVS-MS

O comportamento epidemiolégico da LV é ciclico, com elevacdo dos casos em
periodos médios de cinco anos, além de uma tendéncia crescente, se considerado o periodo de
1980 a 1998. O aumento do numero de casos registrados € acompanhado de uma tendéncia de
modificacdo do padrdo de ocorréncia geografica da doenca, com o registro de casos em
grandes centros urbanos. Alteracfes ecoldgicas, na sua maioria em areas rurais, na periferia
de grandes cidades indicam claramente a evolucdo de um ciclo de transmissdo secundario

ocorrendo no ambiente peridoméstico (Lainson & Shaw, 1998).

Na Amazonia brasileira, a LVA s6 é encontrada nos estados do Pard e de
Roraima. Em Roraima houve isolamento recente de focos, fato que atribui ao Brasil um perfil
epidemioldgico da doenca endémico-epidémica (Marzochi et al, 2001). Os focos localizam-se
na regido de fronteiras com a Venezuela, acometendo principalmente indios Yanomamis. Ja

no Para, a LVA tem sido considerada emergente, pois até inicio dos anos 80 poucos casos
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foram notificados, porém, a partir desse periodo, a situacdo se alterou bastante, com
ocorréncia de surto epidémico em Santarém e aumento progressivo de casos em todo o estado.
De acordo com dados do MS, entre 1990 e 1998 ocorreram 316 casos da doenca. De 1999 a
2004 foram notificados 1196 casos. A maioria dos casos ocorridos em 2004 (n= 358) se
concentrou nos municipios de Barcarena (n=49, 47,6%) e Cameta (n=92). Em 2005 foram
confirmados 471 casos de LVA no Para, com 26 6bitos e uma incidéncia de 6,8 casos/100mil
habitantes. Aproximadamente 50% dos casos foram registrados nos municipios de Cameta,
Tomeé-AcU, Santarém e Moju. De 2006 a 2008 foram confirmados 1.206 casos de LVA no

Para (SVS, 2005; MS, 2009; Sinan/SVS/MS, 2009b; 2009c; 2009d).

A LVA leva a um quadro clinico caracterizado por febre irregular prolongada,
hepatoesplenomegalia, pancitopenia, perda de peso, desnutricdo e imunossupressao,
frequentemente levando o paciente a dbito se ndo submetido a tratamento especifico (Silveira
et al.,1997). A LV é uma doenca infecciosa ndo contagiosa de evolucdo crénica, com altos

indices de morbidade.

A LVA pode ocorrer de forma assintomatica e subclinica. As pessoas mais
atingidas por ela sdo as criangas, que na sua maioria sdo representadas pela populacdo de
baixa renda que ndo possui acesso ao diagndstico e tratamento. A prevaléncia da LV parece
estar aumentando em areas suburbanas, onde o cdo doméstico é considerado o principal

reservatorio de infec¢do para o homem (Peter, 2000).

O Virus HIV é um membro do género Lentivirus da familia Retroviridae que pode
ser do tipo HIV-1 e HIV-2 (Barre-Sinoussi et al., 1983; Clavel et al., 1986). Trata-se de um

virus envelopado, composto por duas fitas simples e idénticas de RNA (&cido ribonucleico),
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encerrados no ndcleo juntamente as enzimas transcriptase reversa, integrase e protease

(Figura 5) (Nadler, 2004).
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Figura 5: Desénho esquematico do virus HIV.
Fonte: http://insightpublicidade.wordpress.com/2008/04/29/

O HIV infecta linfocitos T, principalmente o linfécito T CD4+ (LT CD4+), e
macrofagos (incluindo células dendriticas) onde o seu RNA é transcrito para DNA (&cido
desoxirribonucleico), que é transportado e integrado ao genoma do linfdcito, iniciando o
processo de replicacdo viral. As novas particulas virais lisam a célula e se envelopam. A
destruicdo dos LT CD4+ é acompanhada de disfuncdo generalizada do sistema imunoldgico,
sobretudo na resposta celular, verificada pela queda paulatina das contagens de LT CD4+ e
diminuicdo da funcdo dos linfocitos restantes, por ativagdo monoclonal e por mecanismos

ainda néo totalmente elucidados (Gea-Banacloche & Lane, 1999; Dybul et al., 2006).

A UNAIDS, 6rgdo da Organizacdo das Nacgdes Unidas que combate a aids em

todo o globo, estimou que desde o inicio da epidemia de HIV/aids, quase 60 milhdes de
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pessoas foram infectadas com HIV e 25 milhGes de pessoas morreram de causas relacionadas
ao HIV, no ano de 2008, cerca de 33,4 milhdes de pessoas estavam infectadas pelo HIV em
todo 0 mundo, ocorreram aproximadamente 2,7 milhdes de novas infec¢Ges e mais ou menos

2,0 milhdes de pessoas morreram de doencas relacionadas a aids (OMS, 2009).

Em relacdo ao Brasil, em 2005 a taxa de pessoas vivendo com HIV/AIDS foi de
18 casos / 100.000 habitantes, variando de 6,6 em Tocantins a 33,2 no Rio de Janeiro. Cerca
de 433 mil casos de aids foram notificados desde a identificacdo do primeiro caso, em 1980,
até junho de 2006. A taxa de incidéncia foi crescente até meados da década de 90, alcangando,
em 1998, cerca de 19 casos por 100 mil habitantes (OMS, 2006). O Sudeste é a regido mais
atingida desde o inicio da epidemia e, apesar da alta taxa de incidéncia, mostra moderada
estabilizacdo desde 1998. Em 2007, estimou-se que cerca de 710.000 pessoas, acima de 15

anos, viviam com HIV/aids, sendo 240 mil mulheres e 470 mil homens (OMS, 2009).

Tem sido relatada a ocorréncia de LTA em pacientes portadores do virus HIV.
Nos casos publicados, tém-se observado uma diversidade clinica, quadros mais graves,
disseminacdo, comprometimento de Orgdos internos e refratariedade aos tratamentos

habituais.

A leishmaniose puramente tegumentar em pacientes co-infectados com HIV tende
a estar associada com o0s estdgios iniciais da infeccdo viral e/ou graus minimos de
imunossupressao, e, semelhante aos individuos imunocompetentes com LT, estes pacientes

geralmente respondem bem ao tratamento antimonial intralesional (Durand et al., 1998).

Em alguns pacientes HIV-infectados, a LT desenvolve-se como pépulas isoladas

ou placas em areas expostas, que sao indistinguiveis, em achados clinicos ou histopatologico,
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de lesdes similares que se desenvolvem em pacientes imunocompetentes (Gonzalez-Ruperez
et al., 1997). Padrdes clinicos raros incluem méculas pigmentadas lineares nos dedos e palmas
das méos, um padrdo eritrodérmico, LT generalizada parecida com LCDA e psoriasiforma ou
dermatomiosites semelhantes a erup¢fes. Parece que a forma recidiva de LT nunca foi
relatada em um paciente HIV-infectado, possivelmente porque esta variante clinica é
extremamente rara em LT causada por L. infantum, espécie de Leishmania responsavel por

muitos casos de co-infec¢des Leishmania/HIV relatados na Europa (Puig & Pradinaud, 2003).

A forma disseminada, também denominada leishmaniose cutanea difusa primaria
(LCDP) desenvolve-se em individuos anérgicos quando nodulos e méaculas difundem-se, sem
ulceracdo ou envolvimento visceral. Esta variante € caracterizada por uma resposta parcial ao
tratamento e recidivas frequentes, e a mais frequente espécie causadora é a L. amazonensis e,
raramente, L. aethiopica. Esta apresentacdo, com mdltiplas papulas e ndédulos que podem ser
Ulcerados, é bastante comum em pacientes com co-infec¢do Leishmania/HIV, independente

da espécie de Leishmania envolvida (Puig & Pradinaud, 2003).

A leishamniose puramente mucosa ou muco-cutanea associada a infeccdo por
HIV é uma ocorréncia excepcional em pacientes europeus (Chaudhry et al., 1999; Grasa et
al., 2000), e pode ser o primeiro sinal da infeccdo pelo HIV. Esta parece ser a mais frequente
em casos de leishmaniose adquirida na América do Sul (De Souza e Souza et al., 1998) e no
norte da Africa (Bastuji-Garin et al., 1991), presumidamente devido o tropismo das espécies
infectantes de Leishmania. Nesta ocasionalmente ocorre relato de LTA em associagdo com
aids; ainda que a mais frequente apresentacdo seja a LCL, havendo nesta uma marcada

variabilidade nos achados clinicos (Cnudde et al., 1994; Nogueira-Castanon et al., 1996).
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Em trabalho realizado por Rabello et al., em 2003 no Brasil, foram diagnosticados

18% de casos de leishmanioses antes, 41% ap0s, e 46% ao mesmo tempo que o diagnostico
de infeccdo por HIV. As porcentagens correspondentes a LT (formas mucosa, cutdnea ou
mucocutanea) foram 18%, 46% e 36%, respectivamente, enquanto que para LV foram 14%,

57% e 29%, respectivamente.

Mundialmente, a LV ocorre principalmente em individuos HIV negativos, mais
em pacientes pediatricos (Cascio et al., 2002), entretanto, dada sua incidéncia e alta
letalidade, principalmente em individuos nédo tratados e criancas desnutridas, esta doenca vem
sendo também considerada emergente em individuos portadores do HIV, tornando-se uma das
doencas mais importantes da atualidade (MS, 2006b). A associacdo de Leishmania com HIV
tem levado a uma mudanca significante na idade das pessoas em risco (Belazzoug S., 1992).
Em geral, leishmaniose clinica ocorre em pacientes HIV infectados profundamente

imunossuprimidos (Sinha et al., 2005).

A aids e a LV estdo localizadas em um circulo vicioso de reforco matuo. A LV
promove a progressdo clinica do HIV e o desenvolvimento das condicdes definidoras de aids,
além de diminuir a expectativa de vida de pessoas HIV-infectadas, e o HIV estimula a
expansdo da LV. Este circulo fechado produz deficiéncia cumulativa da resposta imunologica,
uma vez que a Leishmania e o HIV destroem as mesmas células e juntas, elas exercem um
efeito danoso sinergistico sobre a resposta imunolégica celular, aumentando

exponencialmente a severidade e as conseqiiéncias da doenca (Desjeux, 1996; OMS, 2007).

Nos paises mediterraneos, mais de 70% dos casos de LV em adultos esta
associada a infeccdo pelo HIV. Fato digno de nota é que 50 a 90% destes pacientes sdo

usuarios de drogas intravenosas. Alvar et al (1997) aventaram a possibilidade de um ciclo
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antropondtico artificial através do compartilhamento de agulhas e seringas, o que definiria
uma nova via de transmissdo da Leishmania. Em trabalho realizado na Espanha, houve
amplificacdo de DNA de Leishmania spp em 32-52% de seringas descartadas em programas

de reducdo de danos para usuarios de drogas intravenosas (Cruz et al., 2002).

Formas amastigotas de Leishmania tém sido encontradas na pele de pacientes
HIV-positivos com LV (Yebra et al., 1988; Dauden et al., 1996). A demonstracdo dessas
formas em células fagociticas do sangue periférico de HIV-positivos reflete a incapacidade
dos mecanismos imunoldgico celular dos pacientes de erradicar os parasitas. Nesses co-
infectados, hipervascularizacdo e a presenca de células inflamatorias nas lesbes podem
explicar a intensa concentracdo de amastigotas em sarcomas de Kaposi (Del Giudice, 1996;

Abajo et al., 1997).

Alguns pacientes co-infectados desenvolvem lesdes cutaneas, ou associadas com
LV ou com manifestacdes clinicas somente desta doenca. A disseminacdo cutdnea em LV
tem, ocasionalmente, sido relatada em hospedeiros imunocompetentes, porém é muito mais
comum na populacdo HIV-infectada (Puig & Pradinaud, 2003). A exemplo, Postigo et al.

(1997), observaram isto em 06 pacientes de um grupo de 32 HIV-positivos com LV.

Quando tal disseminacgéo ocorre, as lesdes de pele ndo apresentam uma aparéncia
uniformemente ou especifica, ainda que tendam a localizar-se simetricamente em zonas
acrais. Estas consistem de papulas eritematosas e méaculas hipopigmentadas no dorso das
maos, pés e bracos, pequenos nddulos subcutaneos nas coxas e violaceos eritematosos, placas
escamadas na face. Em muitos casos, estas lesdes associam-se a outros sintomas e/ou sinais

de LV, com respostas variaveis ao tratamento antileishmanial, e € algumas vezes o primeiro
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indicador de recidiva de leishmaniose. De muitas maneiras esta apresentacdo é similar a LT
pos-kalazar (LTPK) (Rios-Buceta et al., 1996).

Naqueles infectados com HIV, lesdes cutdneas sdo as vezes o primeiro sinal de
envolvimento visceral (Mondain-Miton et al., 1995) e sdo bastante variaveis: maculas,
papulas, placas, nddulos, mdltiplas papulas e nddulos, e Ulceras encrostadas sdo mais

frequentes (Puig & Pradinaud, 2003).

Pacientes que estdo infectados com HIV e tem febre, hepatoesplenomegalia, ou
aumento de linfonodos e anemia, deve ter seu historico de viagens verificado sobre qualquer
visita a areas endémicas de leishmaniose. Similarmente, pacientes com LV, que ndo
respondem aos tratamentos, que apresentam recidivas da doenca, ou que desenvolvem

doencas oportunistas, devem ser investigados para HIV (Desjeux, 1996).

Em estudo recente observou-se que a recorréncia da leishmaniose em pacientes
co-infectados é freqliente, onde 24% dos pacientes (n=37/228) apresentaram mais de um
episddio da doenca (Pasquau et al., 2005). A contagem de LT CD4+ € igual ou menor que
200 células/mm?® em 62-92% dos co-infectados com HIV/LV e menor ou igual a 50 em 42%
deles (Desjeux & Alvar, 2003; Cruz et al., 2006). Berhe et al. (1999), sugeriram pior resposta
terapéutica em pacientes co-infectados com carga viral (CV) elevada antes do tratamento.
Considerando que a resposta celular é fator crucial para o desenvolvimento da LV, duas
possibilidades (néo excludentes) sdo aventadas para o surgimento da co-infecgéo: reativagao
de infeccdo latente ou progressdo rapida para a doenga em casos de primo-infeccdo (Kubar et
al., 1998). Molina et al. (2003), atraves de projecGes matematicas baseadas na incidéncia de
aids e LV, sugeriram que na Sicilia os casos de co-infeccdo provavelmente se devem a

infeccOes novas e ndo reativagdo. A reativacdo foi demonstrada em pacientes portadores de
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infeccdo pelo HIV e com anticorpos anti-leishmania detectados por técnica de Western Blot,
que apds queda da linfometria CD4+ exibiram quadro clinico de LV (Kubar et al., 1998).

O ndmero de casos da co-infeccdo Leishmania/HIV, tende a aumentar no Sul da
Asia, no Sub-Saara Africano, na América do Sul e no Sul da Europa, devido & expanséo
simultanea de ambas as doencas e da acentuada superposicao da distribuicdo geografica das
mesmas, com a urbanizagio da LV e a ruralizacdo de HIV/aids. A india é particularmente
vulneravel, apresentando metade do nimero de casos de LV diagnosticados no mundo inteiro,
e com a infecgdo por HIV/aids estando em franca expansdo. O Leste da Africa também é uma
regido de grande interesse, com expansdo continua da aids e endemias esporadicas de LV
(Desjeux, 1999). No sudoeste da Europa, 75% de pacientes soronegativos e 80-83% dos HIV-
positivos diagnosticados com LV sdo homens (Pintado et al., 2001; OMS, 2001). Na América
do Sul, a maioria das co-infeccdes registradas ocorreu no Brasil, onde a incidéncia de aids
aumentou de 0,8 casos por 100.000 habitantes em 1986 para 20,7 em 2003 (Rabello et al.,

2003; OMS, 2006).

A presenca de HIV e Leishmania na mesma célula tem implicacdes na expressédo e
disseminacdo de ambas. Estas infecgdes modificam a resposta celular de predominio ThO ou
Th1 para Th2, através de um mecanismo mediado por um complexo de citocinas levando a
uma resposta humoral. Sabe-se que h& reducdo da producdo de IFN-y, o que reduz a
capacidade macrofagica de combater as leishmanias (Wolday et al.,1994), impedindo a

eliminacdo de amastigotas por agdo tdxica do oxido nitrico.

A deplecdo de LT CDA4+, relacionada ao virus HIV, diminui o numero destas
células capazes de reconhecer a Leishmania e de estimular os linfocitos B/plasmdcitos,
provavel razdo do grande nimero de pacientes com testes soroldgicos falso-negativos (Da

Cruz et al., 1992), aproximadamente 40% dos casos, especialmente no estagio avancado ou
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durante recidivas da doenca, 0 que torna a deteccdo da Leishmania em material de bidpsia
crucial (Desjeux, 1996). A inversdo da relacdo CD4+/CD8+ possivelmente contribui para a

instalacdo da doenca (Da Cruz et al., 1992).

A maioria dos pacientes que tem leishmaniose localizada e mucocutanea auto-
limitada, por exemplo, tem boa resposta proliferativa a antigenos de Leishmania e produzem
grandes quantidades de IL-2 e IFN-y, mesmo na fase ativa da doenca. Em contraste, a
susceptibilidade a infeccdo leishmanidtica e a exacerbacdo da doenca estd associada, em
imunocompetentes, com um padrdo de citocinas do tipo Th2, no qual IL-4, IL-5 e grande
quantidade de IL-10 predominam (Pirmez et al., 1993; Scott, 1993). A inducdo da expressdo
do HIV tem sido sugerida pela observacdo do aumento progressivo na carga de RNA HIV-1
em pacientes co-infectados em paralelo ao aumento nos niveis de IL4, IL6 e 1L10 (Cacopardo

et al., 1996; Blackwell JM., 1999).

A infeccdo pela Leishmania aumenta a replicacdo do HIV in vivo e in vitro em
individuos co-infectados (Cacopardo et al., 1996; Wolday et al., 1999), principalmente devido
a ativacdo crénica do sistema imunoldgico provocada pela aids. O perfil de citocinas tipo Th2
na co-infeccdo Leishmania/HIV (com altos niveis de IL-4, IL-6 e IL-10) difere
significativamente daquele visto em monoinfectados pelo HIV (Preiser et al.,1996). Ocorre
ainda aumento de TNF-a e de IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10, afetando o ciclo celular (Wolday et
al., 1994) e modificando a resposta Thl para Th2 de modo irreversivel (Cacopardo et al.,
1996). Quando comparados com pacientes infectados somente pelo HIV, os pacientes co-
infectados exibem niveis mais elevados de IL-4 e IL-10 e receptor de interleucina 2 (IL-2R) e

menor producdo de IFN-y pos-estimulo (Wolday et al., 2000).
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O lipofosfoglicano (LPG) da L. infantum, um glicoconjugado presente
macicamente na superficie do parasito, pode induzir a expressdéo do HIV em células
mononucleares de sangue periférico de pacientes assintomaticos, provavelmente devido a

producdo de TNF-a (Desjeux & Alvar, 2003; Olivier et al., 2003).

O diagnostico da LV em pacientes co-infectados com Leishmania-HIV é
particularmente dificil. As caracteristicas clinicas usuais da LV (tal como febre, perda de
peso, hepatoesplenomegalia, e edema dos linfonodos), ndo estdo sempre presentes, ou podem
ser ocultados pela associacdo de outras infeccdes oportunistas que mimetizam os sintomas da
LV. Aspirado de medula déssea (AMO) permanece a mais segura e sensivel técnica de
deteccdo do parasito, com aspirado de baco também sendo utilizado. A sensibilidade aumenta

guando AMO ou material de bidpsia de lesdo de pele sdo cultivados (Desjeux, 1996).

O diagnéstico de pacientes co-infectados deve ser feito nos estagios iniciais
(parasitolégico para leishmaniose e sorologico para HIV), e quando realizado, tal diagndstico

deve ser seguido por tratamento imediato de ambas as doencas (Desjeux, 1999).
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo transversal para investigar a prevaléncia da co-infecgéo

HIV/Leishmania em pacientes atendidos em unidades de referéncia para aids em Belém,

4.2 POPULACAO DE ESTUDO

Pacientes com infeccdo confirmada pelo HIV atendidos nas seguintes unidades de
referéncia para aids em Belém: Centro de Atencdo a Salude em Doencas Infecciosas
Adquiridas (CASA DIA) e Unidade de Referéncia Especializada em Doencas Infecciosas e

Parasitarias Especiais (URE - DIPE).

4.3 TAMANHO DA AMOSTRA

O tamanho amostral utilizado no presente estudo foi estabelecido apds contato com as
geréncias das unidades envolvidas, onde obteve-se 0 nimero de pacientes cadastrados, 6.400
em Belém CASA DIA e URE - DIPE, sendo estabelecido ap6s o calculo, uma amostragem de

377 para Belém. A férmula para calculo amostral foi:

A= N
1+ [(N-1). (E)7]
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Onde A= tamanho amostral; N= populac¢do absoluta e E=erro amostral (p-valor = 0,05).

4.4 CRITERIO DE INCLUSAO

Individuos sorologicamente positivos para o HIV de todas as idades atendidos em

unidades de referéncia para aids em Belém que concordaram em participar da pesquisa

assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1).

4.5 CRITERIO DE EXCLUSAO

Individuos adultos atendidos em unidades de referéncia para aids em Belém que

ndo concordaram em participar do estudo.

4.6 COLETA DE DADOS

Os dados foram registrados em formulario estruturado antes de serem transferidos

para o banco de dados (Anexo 2).

4.7 COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

4.7.1 Sangue:

Foi coletado, de todos os pacientes, um volume de 5 mL de sangue de cada

paciente em tubo contendo anticoagulante EDTA, mediante puncdo venosa, sendo o material
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devidamente armazenado para transporte. As amostras foram processadas em laboratorio para
separacdo das camadas de leucdcitos, que foram utilizadas para extracdo de DNA e PCR, e
dos soros, que foram congelados a -20°C e posteriormente enviados ao Instituto Evandro
Chagas (IEC) para a realizacdo da técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFI). As amostras

foram coletadas no periodo de julho a outubro de 2008.

4.8 METODOS LABORATORIAIS

4.8.1 Intradermorreacao de Montenegro (IDRM)

Foi realizada a IDRM em 55 dos 377 pacientes para a avaliacdo de
hipersensibilidade tipo tardia especifica, através de injecdo intradérmica de antigeno de

Leishmania (V.) braziliensis e monitoramento para avaliacdo de reacdo local.

4.8.2 Sorologia pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Para a realizacdo desta técnica, 10ul de antigeno foram incubados em cada
orificio da lamina a 37°C por duas horas. O soro dos pacientes foi diluido em PBS nos titulos
de 1:40 até 1:1280 e 10ul de cada diluicdo foi pingado na lamina. O soro foi incubado a 37°C
durante 30 minutos em camara Umida. Apos esse periodo, as laminas foram lavadas por 3
minutos em PBS e mais 3 minutos e 4gua destilada. Depois de estarem secas, 0 conjugado foi
diluido a 1:50 em PBS com Azul de Evans a 1:25 e 15pul dessa solugcéo foram colocados em
cada orificio da lamina. As etapas de incubacdo e lavagem foram repetidas como

anteriormente. As laminas foram montadas com glicerina tamponada entre lamina e laminula
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e levadas ao microscopio de imunofluorescéncia. Foram considerados positivos todos os

titulos iguais ou superiores a 1:80.

4.8.3 Extracdo de DNA

Apos lavagem das amostras de sangue para separacdo da camada de leucdcitos,
foi adicionada 2uL de proteinase K (em uma concentragao final de 50 pg/mL), seguida de
incubacgdo a 42 °C overnight. O DNA foi obtido por meio de extragdo utilizando a técnica do
fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1), segundo Sambrook et al. (1989) e precipitado
com 1/10 do seu volume pela adicdo de solucdo de acetato de sodio 3M, pH 7,0 e 2 %
volumes de etanol absoluto gelado. Foi mantido a -20 °C por 8 horas ou mais e entdo o
material foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Todo o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento seco, depois suspenso em 30 puL de tampéo TE (10
mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) e mantido a 4 °C até o momento do uso. Dois microlitros

(2uL) da amostra foram utilizados em cada reagdo de PCR.

4.8.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

As amostras foram testadas com o0s seguintes pares de iniciadores para a

amplificagdo in vitro do DNA de Leishmania:

a) Marcadores do Mini-exon:
Subgénero Viannia e Leishmania
S1629 (5’- GGG AAT TCA ATA WAG TAC AGA AAC TG-3?)

S1630 (5°- GGG AAG CTT CTG TAC TWT ATT GGT A - 39)



42

b) Marcadores do KDNA:
Subgénero Viannia:
Bl (5’- GGG GTT GGT GTAATA TAG TGG - 37)

B2 (5°- CTAATT GTG CAC GGG GAG G - 3’)

Subgénero Leishmania: (L. amazonensis)
M1 (M193) (5’- CCAGTT TCG AGC CCC GGA G - 3")

M2 (M293) (5>- GGT GTA AAA TAG GGG CGG ATG CTC TG - 3°)

Para a realizacdo da técnica de PCR para os marcadores de KDNA, cada reacdo de
amplificacdo foi feita em um volume final de 25 uL contendo 2,5 U/ulL de Tag DNA
polimerase (GIBCO), 200 uM de cada dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, 50 mM de KCI, 100 mM
de Tris-HCI, pH 8,5 com 25 pmoles dos oligonucleotideos sintéticos (marcadores) por reacdo
e 2 uL de DNA extraido. Os marcadores Bl e B2, M1 e M2 detectam genes de kDNA das
espécies de Leishmania do subgénero Viannia e Leishmania. Sendo que Bl e B2 para o
subgénero Viannia e M1 e M2 para a Leishmania (L.) amazonensis amplificam

aproximadamente 700pb do KDNA de Leishmania.

Em termociclador (mastercycler personal) programado, a reacdo foi incubada a
uma temperatura inicial de 95°C por 5 minutos; seguida de 35 ciclos nas seguintes
temperaturas: 94°C por 1 min., 61,5°C (B1 e B2) por um min.; 67°C (M1 e M2) e 72°C por 1

min. Apos os 35 ciclos, a etapa de extensdo da molécula a 72°C foi de 7 minutos.

Para os marcadores S1629 e S1630, a PCR foi realizada em um volume total de
10 uL contendo 2 puL de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a 1,25 mM; 0,3 uL de MgCl; a

50 mM; 2 uL de solugdo tampdo de PCR em uma concentragdo de 10x; 1 uL de DMSO;
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1,5uL de cada um dos oligonucleotideos sintéticos (marcadores) (200 ng/uL); 0,1 uL de Taq
DNA polimerase (5U/uL); 2 uL de DNA da amostra; agua destilada estéril até o volume final
de 10uL. Os marcadores utilizados amplificam aproximadamente 400pb do gene de Mini-
exon das espécies de Leishmania viscerotrépicas e 250 pb para o subgénero Viannia e 350 pb

para a Leishmania (L.) amazonensis (Fernandes et al., 1994; Degrave et al., 1994).

Em termociclador (mastercycler personal) programado, a reacdo foi incubada a
uma temperatura inicial de 95°C por 3 min. para a desnaturacdo do DNA; seguida de 5 ciclos
nas seguintes temperaturas: 95°C por 1 min., 45°C por 30 segundos e 65°C por 1 min. Em
seguida, a reacdo foi levada a uma temperatura de 95°C por um minuto, seguida de 35 ciclos
nas condi¢ctes de 95°C por 1 minuto, 50°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto. Ao final, a

etapa de extensao foi mantida por 10 minutos a 72°C.

4.8.5 Eletroforese em gel de agarose

O produto de PCR foi aplicado em gel de agarose a 1% em tampdo TBE (89 mM
Tris-HCI, 89 mM 4&cido borico, 2 mM EDTA, pH 8,3) com solucdo de azul de bromofenol,
sendo submetida a 100V e 50 mA por 1 hora. O fragmento amplificado de DNA foi corado
com brometo de etidio a 0,5 ug/mL e as bandas foram visualizadas em transluminador UV.

As imagens foram capturadas e fotodocumentadas pelo equipamento Vilber Loumart.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Neste trabalho foi aplicada a Estatistica Descritiva para organizar e descrever 0s

dados em estudo, de forma que se tivesse uma visdo global desses valores. Assim, para
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descrever as caracteristicas das variaveis categéricas quanto ao teste PCR, foram obtidas
tabelas de contingéncia que apresentam a frequéncia e o percentual dos casos. Ainda, para
varidveis continuas, a descricao foi realizada atraves de medidas descritivas, como de posicéo

(média e quartis) e dispersao (desvio-padrdo).

Para verificar a associacdo das varidveis categdricas em estudo com o PCR foi
utilizado o teste qui-quadrado (x°) de Pearson, um dos testes n&o-paramétricos mais
conhecidos e utilizados nas ciéncias biomédicas. Além disso, foi utilizado o teste paramétrico
t de Student para variaveis continuas com distribuicdo normal e o teste ndo-paramétrico de

Wilcoxon para distribuicdo ndo-normal, neste caso, para amostras pareadas.

Desta forma, os testes aplicados foram do tipo bilateral (busca diferengas entre 0s
grupos analisados, indicando assim, associa¢do) a um nivel de significancia (o) de 5%. Assim,
para verificar a significancia da associacdo do PCR com as variaveis em estudo, foi necessario
verificar se o nivel descritivo (p) é menor que a. Os resultados estatisticos dos testes foram

obtidos através do software SPSS 13 para Windows.

4.10 ASPECTOS ETICOS

Este estudo constituiu um subprojeto do projeto de pesquisa “Avaliag@o clinico-
epidemioldgica e laboratorial da co-infeccdo HIV-leishmanioses, tegumentar e visceral, no
estado do Para.” do Ministério da Satde do Brasil, 2008, o qual foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Nucleo de Medicina

Tropical da Universidade Federal do Para (anexo 3).
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5 RESULTADOS

Foram selecionados 377 pacientes HIV-infectados para a realizacao deste estudo,
pacientes que foram admitidos entre 03/07/2008 a 22/10/2008 em uma das instituices
participantes da pesquisa. A amostra foi composta por 248 pacientes atendidos pelos

Programas de DST/aids da URE-Dipe e 129 pacientes da CASA DIA.

O quadro com os resultados das técnicas de PCR, IFI e IDRM utilizadas para a
deteccdo de infeccdo por Leishmania nos 377 pacientes HIV+, bem como o quadro que reuni
os resultados da PCR, IFI e IDRM e as principais caracteristicas que podem estar associadas

com maior probabilidade de testes positivos, encontram-se em anexo (anexos 5 e 6).

5.1 DA PCR

O quadro 1 apresenta o resultado da PCR dos 377 pacientes analisados no estudo.
Verifica-se que a maioria dos pacientes apresentou reacdo negativa (255), 0 que representa

94% do total. Apenas 6% apresentaram reacao positiva (22) ao PCR.

Entre os 22 pacientes PCR reativo, 04 tiveram a identificacdo espécie especifica
confirmada, todos pertencentes ao subgénero Leishmania, sendo 03 Leishmania (L.)
amazonensis, causadora de LTA, e 01 Leishmania (L.) chagasi, espécie causadora de LVA.
Os demais 18 pacientes foram identificados como pertencentes ao subgénero Viannia,

Leishmania (V.) sp.
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QUADRO 1 - Frequéncia e percentual do resultado da PCR dos 377 pacientes atendidos.

PCR Frequéncia %
Positivo 22 6

Negativo 355 94
Total 377 100

Negativo
94%

Positivo
6%

Figura 6: Percentuais do resultado da PCR dos 377 pacientes.

52 DA ANALISE EXPLORATORIA DAS CARACTERISTICAS

EPIDEMIOLOGICAS E CLINICAS

Foi realizada uma analise exploratéria das caracteristicas epidemioldgicas e
clinicas que poderiam estar associadas com uma maior probabilidade de apresentar testes
positivos. A seguir sdo apresentados os resultados do teste y* empregado para determinar se
existe associacdo significativa entre o teste de PCR e cada uma das principais varidveis
categoricas analisadas: género, sorologia (IFI), terapia anti-retroviral (TARV), doengas
associadas, co-infeccdo com Hanseniase, procedéncia, regido hiperendémica de Hanseniase,

regido endémica de leishmaniose, transfusdo de sangue e uso de drogas intravenosas.
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5.2.1 QUANTO AO GENERO

Dos 377 pacientes atendidos, 224 (59,42%) eram do género feminino e 153
(40,58%) eram do género masculino. A tabela 1 apresenta a associacdo entre PCR e género
dos 377 pacientes. Na tabela verifica-se que 13 dos 22 pacientes (59%) e 211 dos 355
pacientes (59%) que apresentaram respectivamente reacdo positiva e negativa ao PCR sdo do
sexo feminino. De acordo com o resultado do »?, onde o valor de p foi maior que o nivel de

significancia (a) adotado, a associagdo ndo apresentou significancia estatistica.

TABELA 1 - Frequéncia e percentual da associacao entre PCR e género dos 377 pacientes.

PCR
Género Positivo Negativo Total
Frequéncia % Frequéncia % Frequéncia %
Masculino 9 41 144 41 153 41
Feminino 13 59 211 59 224 59
Total 22 100 355 100 377 100

Nota: Teste y: Pearson = 0,001; p = 0,974.

5.2.2 QUANTO A ASSOCIACAO ENTRE PCR E SOROLOGIA (IFI)

Em relacdo a associacdo entre PCR e sorologia (IFI) dos 377 pacientes, de acordo
com a tabela 2, a maioria dos pacientes que apresentou PCR positiva (22) e negativa (355)
também apresentou sorologia negativa, 0 que corresponde a 91% e 98%, respectivamente.
Ainda, de acordo com o resultado do teste »?, verifica-se que o valor de p foi menor que o
nivel de significancia (a) adotado, logo, o resultado apresentou significancia estatistica. Dos

22 pacientes PCR reativo, apenas 02 apresentaram reatividade para sorologia.
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TABELA 2 - Frequéncia e percentual da associacdo entre PCR e sorologia dos 377 pacientes.

PCR
Sorologia Positivo Negativo Total
Frequéncia % Frequéncia % Frequéncia %
Positivo 2 9 6 2 8 2
Negativo 20 91 349 98 369 98
Total 22 100 355 100 377 100

Nota: Teste x°: Pearson = 5,463; p = 0,019.

5.2.3 QUANTO A ASSOCIACAO ENTRE PCR E TARV

Na tabela 3 relaciona-se a associacdo entre PCR e TARV. Verifica-se que a
maioria dos pacientes que apresentou PCR positivo (17/22) e negativo (297/355) encontrava-
se em TARV, o que corresponde a 77% e 84%, respectivamente. Na Andlise do resultado do
%%, no qual o valor de p foi menor que o nivel de significancia (o)) adotado, ndo houve

significancia estatistica.

TABELA 3 - Frequéncia e percentual da associacdo entre PCR e TARV.

PCR
TARV Positivo Negativo Total
Frequéncia % Frequéncia % Frequéncia %
Sim 17 77 297 84 314 83
Né&o 5 23 58 16 63 17
Total 22 100 355 100 377 100

Nota: Teste x°: Pearson = 0,608; p = 0,436.

5.2.4 QUANTO A OCORRENCIA DE OUTRAS DOENCAS EM PACIENTES

COM HIV/AIDS
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A ocorréncia de doengas associadas ao quadro de HIV/aids foi evidenciada em

159 dos 377 pacientes, alguns apresentavam mais de um quadro de doencas associadas (anexo
4). A tabela 4 apresenta a frequéncia e o percentual da associacdo entre PCR e doencas
associadas. Verifica-se que 08 dos 22 pacientes (36%) e 151 dos 355 pacientes (43%) que
apresentaram, respectivamente, PCR positivo e negativo, apresentaram doencas associadas.
Em relagéo ao teste 2, verificou-se que o valor de p foi maior que o nivel de significancia (o)

adotado, logo, o resultado ndo apresentou significancia estatistica.

TABELA 4 - Frequéncia e percentual da associacdo entre PCR e doengas associadas.

PCR
Doen(;_as Positivo Negativo Total
Associadas
Frequéncia % Frequéncia % Frequéncia %
Auséncia 14 64 204 57 218 58
Presenca 8 36 151 43 159 42
Total 22 100 355 100 377 100

Nota: Teste x°: Pearson = 0,324; p = 0,5609.

5.2.5 QUANTO A RELACAO PCR E CO-INFECCAO COM HANSENIASE

A relagdo entre PCR e co-infeccdo com hanseniase esta representada na tabela 5.
Nesta tabela verifica-se que a grande maioria dos pacientes quer seja PCR positivo ou
negativo, ndo apresentaram co-infeccdo com hanseniase, o que corresponde a 100% e 99%,
respectivamente. De acordo com o resultado do %, onde o valor de p foi maior que o nivel de

significancia (a) adotado, ndo verificou-se significancia estatistica.

TABELA 5 - Frequéncia e percentual entre a associagdo PCR e co-infec¢do com hanseniase.

PCR

Co-infeccéo

p Positivo Negativo Total
hanseniase

Frequéncia % Frequéncia % Frequéncia %
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Sim 0 0 5 1 5 1
Nao 22 100 350 99 372 99
Total 22 100 355 100 377 100

Nota: Teste x°: Pearson = 0,314; p = 0,575.

5.2.6 QUANTO A ASSOCIACAO ENTRE PCR E PROCEDENCIA

A tabela 6 apresenta a frequéncia e o percentual da associacdo entre PCR e a
procedéncia dos pacientes. De acordo com a tabela, 18 (82%) dos 22 pacientes e 243 (68%)
dos 355 que foram, respectivamente, reativos e ndo reativos ao PCR sdo oriundos da regido
metropolitana de Belém (RMB). Analisando-se ainda o resultado do teste x°, tem-se que o
valor de p foi menor que o nivel de significancia (a) adotado, logo, houve significancia

estatistica.

TABELA 6 - Frequéncia e percentual da associacdo entre PCR e procedéncia dos pacientes.

PCR
Procedéncia Positivo Negativo Total
Frequéncia % Frequéncia % Frequéncia %
RMB 18 82 243 68 261 69
Outras Localidades 4 18 112 32 116 31
Total 22 100 355 100 377 100

Nota: Teste y*: Pearson = 1,738; p = 0,187.
*RMB: regido metropolitana de Belém.

5.2.7 QUANTO A ASSOCIACAO ENTRE PCR E PROCEDENCIA DE

REGIAQO HIPERENDEMICA DE HANSENIASE

Associando-se a PCR a de procedéncia de regido hiperendémica de hanseniase
dos 377 pacientes, verifica-se na tabela 7 que a maioria dos pacientes que apresentou PCR

positivo (21/22) e negativo (338/355) ndo procedia de regido hiperendémica de hanseniase, 0
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que corresponde a 95% para ambos os casos. No resultado do teste 4, onde o valor de p foi

maior que o nivel de significancia (o)) adotado, ndo verificou-se significancia estatistica.

TABELA 7 - Frequéncia e percentual da associacdo entre PCR e procedéncia ou ndo

procedéncia de regido hiperendémica de hanseniase dos 377pacientes.

PCR
ﬁ;gllsaeongézerendemlca Positivo Negativo Total
Frequéncia %  Frequéncia % Frequéncia %
Sim 1 5 17 5 18 5
Né&o 21 95 338 95 359 95
Total 22 100 355 100 377 100

Nota: Teste x°: Pearson = 0,003; p = 0,9509.

5.2.8 QUANTO A RELACAO PCR E PROCEDENCIA DE REGIAO

ENDEMICA DE LEISHMANIOSE

A tabela 8 apresenta a frequéncia e o percentual da relagdo PCR e procedéncia de
regido endémica de leishmaniose dos 377 pacientes avaliados no estudo. De acordo com a
tabela, a maioria dos pacientes positivos (20/22) ou negativo (320/355) para a PCR, nédo
procedem de regides endémicas de leishmaniose, o que representa 91% e 90% do total de
individuos, respectivamente. No que se refere ao resultado do teste », onde o valor de p foi

maior que o nivel de significancia (o) adotado, ndo verificou-se significancia estatistica.

TABELA 8 - Relacédo entre PCR e procedéncia de regido endémica de leishmaniose.

PCR

Regido Endémica

] - Positivo Negativo Total
Leishmaniose

Frequéncia % Frequéncia % Frequéncia %
Sim 2 9 35 10 37 10
Né&o 20 91 320 90 340 90
Total 22 100 355 100 377 100
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Nota: Teste y* Pearson = 0,014; p = 0,906.

5.2.9 QUANTO A RELACAO ENTRE PCR E TRANSFUSAO DE SANGUE

A tabela 9 apresenta a relacdo entre PCR e transfusdo de sangue dos 377 pacientes
estudados. Observa-se na tabela que 19 dos 22 pacientes PCR positivo e 295 dos 355 PCR
negativo nao realizaram transfusdo de sangue, o que corresponde a 86% e 83%,
respectivamente. Verifica-se ainda pelo resultado do teste »°, que o valor de p foi maior que o

nivel de significancia (o)) adotado, logo, ndo houve significancia estatistica.

TABELA 9 - Relacgéo entre PCR e transfusdo de sangue dos 377 pacientes estudados.

PCR

Transfuséo de Positivo Negativo Total
Sangue

Frequéncia % Frequéncia % Frequéncia %
Sim 3 14 57 16 60 16
Né&o 19 86 295 83 314 83
Sem informacao 0 0 3 1 3 1
Total 22 100 355 100 377 100

Nota: Teste x*: Pearson = 0,289; p = 0,866.

5.2.10 QUANTO A ASSOCIACAO PCR E USO DE DROGAS INTRAVENOSAS

A associacdo entre PCR e uso de drogas intravenosas esta relacionada na tabela
10. Verifica-se que 21 dos 22 pacientes (95%) e 325 dos 355 (92%) que foram,
respectivamente, reativos e ndo reativos a PCR, declararam n&o uso de drogas intravenosas.
Quanto ao resultado do teste x°, o valor de p foi maior que o nivel de significancia (o)

adotado, logo, ndo houve significancia estatistica.
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PCR
Uso de drogas intravenosas Positivo Negativo Total
Frequéncia % Frequéncia % Frequéncia %
Sim 1 5 26 7 27 7
Né&o 21 95 325 92 346 92
Sem informacao 0 0 4 1 4 1
Total 22 100 355 100 377 100

Nota: Teste x°: Pearson = 0,506; p = 0,777.

5.3 DA ASSOCIACAO DA PCR COM AS VARIAVEIS CONTINUAS

A média de idade dos 377 pacientes foi de 38,2 anos, com DP = 10,10 anos e

minimo e maximo de 07 e 69 anos, respectivamente. Na tabela 11 relaciona-se medidas

descritivas de posicao e dispersdo para a associacdo entre idade e PCR. Verifica-se pela tabela

que a idade média dos pacientes PCR positivo foi de 41 anos, e dos pacientes PCR negativo

foi de 38 anos, com DP de 12 e 10 anos, respectivamente. Além disso, 25% dos individuos

(quartil 1) apresentaram idade inferior a 28 anos para o positivo e 31 anos para o0 negativo.

Esses resultados demonstraram que ndo houve diferenca entre os grupos, o que foi

confirmado com o valor p do teste t, que foi maior que o nivel de significancia de 5%.

TABELA 11 - Medidas descritivas da relacdo entre a varidvel idade e a PCR.

Idade
Variavel Positivo Negativo
Frequéncia 22 355
Minimo 21 7
Maximo 65 69

Média 40.5 38
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Desvio-padréo 11.614 10.011
Quartil 1 27.75 31
Mediana 40.5 38
Quartil 3 46.5 44

Nota: Teste t: t = 0,695; p = 0,488.
Para as variaveis CV e LT CD4+, as amostras apresentaram observacdes em

pares, onde se mede as caracteristicas iniciais, isto €, antes do inicio da TARV e atual, isto €,
apos o inicio TARV. Neste caso, utilizou-se um teste para dados pareados, o teste de

Wilcoxon, por se tratar de variaveis com distribui¢cbes ndo-normais.

A tabela 12 apresenta algumas medidas descritivas de posicdo e descrigdo para a
variavel CV inicial e atual. Neste caso, do total de 314 pacientes que estavam em TARV,
foram excluidos da analise 65 pacientes que ndo apresentavam informac@es a cerca dos niveis

de CV iniciais e atuais, restando um total de 249 pacientes a serem avaliados.

Verifica-se a partir da Tabela 12, que a média da CV inicial dos pacientes foi de
aproximadamente 135573, enquanto que a média atual foi de aproximadamente 30952. De
acordo com os resultados do teste de Wilcoxon, verificou-se que p foi significativo, pois seu
valor foi menor que o nivel de significancia de 5%, o que confirma uma redu¢do media da CV
dos pacientes apds o inicio da TARV. Verifica-se, a partir do quadro 4 a relacdo das variaveis

TARV, CV e LT CD4+ dos 22 pacientes PCR positiva (anexo 6).

TABELA 12 - Medidas descritivas da CV inicial e atual.

Ccv
Variavel Antes  Depois
Frequéncia 249 249
Minimo 50 50
Maximo 4100000 910000
Média 135572,8 30952,2
Desvio-padréo 401187,1 99953,1
Quartil 1 900 50

Mediana 24000 65
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Quartil 3 115000 7837
Nota: Teste de Wilcoxon: Z = -8,023; p = 0,000.

6 DISCUSSAO

A aplicacdo da PCR para deteccdo do DNA de Leishmania para o diagndstico de
LC em biopsia de tecido e LV em material de puncdo de medula, figado ou bagco tem sido
relatada desde o inicio os anos 90 por diversos pesquisadores como Rodgers et al., 1990 e
Smith et al., 1992. O uso de PCR em amostras de sangue periférico para diagnosticar a LV foi
relatado em 1995 por Adhya et al., Nuzum et al., Mathis & Deplazes e Schaefer et al. que
empregaram esta técnica em pacientes com LV confirmada de diferentes paises como a india,
Quénia e até mesmo na Suica para um caso de doenga “importado” naquele pais. Desde entdo,
inimeros estudos foram realizados e publicados com a descricao de diferentes protocolos para
a PCR, utilizando como alvo o DNA do nucleo ou 0 KDNA de Leishmania, que esta presente
em milhares de copias por parasita (Pizzuto et al., 2001; Cruz et al., 2002; Bossolasco et al.,
2003) ou o gene da subunidade menor do rRNA, que se repete mais de 100 vezes no genoma
deste parasito (Gatti et al., 2004; De Doncker et al., 2005; Cruz et al., 2006) e no presente
estudo m utilizamos os marcadores do mini-exon e do KDNA para investigar a prevaléncia de

co-infeccdo Leishmania - HIVV/AIDS para melhor conhecimento da situagdo em nosso Estado.

Entre todos os 377 pacientes soropositivos para HIV/AIDS investigados, nenhum
apresentava manifestacGes clinicas quer seja de LTA, quer seja de LVA. O resultado obtido
pela PCR apresentou uma freqiiéncia de 6% (22/377), independente de espécie causadora da
doenca e sem apresentar qualquer significancia com relacdo ao género dos pacientes. A taxa
obtida foi considerada baixa quando comparada aos estudos realizados por Garcia-Garcia et

al. (2006), na Espanha, que obteve uma frequéncia de 30,4% (27/92), quando investigaram
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entre pacientes HIV-infectados, também sem histérico de LT ou LV e clinicamente
assintomaticos para leishmanioses.

No entanto esta grande diferenca observada, possivelmente, pode esta relacionada
com a elevada presenca de usuarios de drogas intravenosas, 48 individuos dentre os 92 que
compuseram o grupo de estudo destes autores, haja vista que, diversos trabalhos na literatura
tém sugerido a possibilidade de transmisséo inter-humana da leishmaniose atraves de seringas
contaminadas com sangue infectado por Leishmania, o que torna possivel um ciclo alternativo
do parasita entre os viciados em drogas, uma vez que mais de 50% dos pacientes co-
infectados apresentam a presenca de amastigotas nos mondcitos do sangue periférico (Alvar
et al., 1997; Mattos et al., 1998). No presente estudo, quando analisamos entre 0s pacientes
(22) que foram PCR positiva, apenas 01 declarou uso de drogas intravenosas, no entanto entre
os 377 participantes, 27 individuos se declaram usuarios de drogas intravenosas. Isso
demonstra que a causa da infeccdo por Leishmania entre a maioria dos pacientes que

analisamos néo foi por transmisséo do tipo inter-humana.

Por conseguinte, se detectamos a presenca de DNA de Leishmania em sangue
circulante e esta transmissdo nao esta diretamente relacionado com os usuéarios de drogas,
entdo o outro questionamento foi: qual seria o nivel de anticorpos circulantes contra
Leishmania entre estes pacientes? E o resultado apresentado pela IFI foi que apenas 8 (2%)
dos 377 pacientes tinha anticorpos circulantes e desses somente 2 apresentaram
concomitancia com a PCR e isso nos trouxe duas novas questfes. Agora, como explicar PCR

negativo com anticorpos circulantes e PCR positivo sem anticorpos circulantes.

Essas discordancias nos resultados das técnicas moleculares e soroldgicas para o
diagnostico da leishmaniose tém sido relatadas e Riera et al. em 2004 defende a questdo

expressando que um resultado positivo por técnicas soroldgicas ndo representa uma infeccao
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ativa e pode estar relacionada com a deteccdo de memdria imunoldgica na auséncia do
parasita e também, que um resultado negativo ndo descarta a infec¢do principalmente em
formas criticas. Em pessoas infectadas pelo HIV, os testes sorolégicos tém sido descritos
como ferramentas de diagndstico muito limitado (Medrano et al., 1998; Pintado et al., 2001).
Assim, como ndo houve qualquer informacdo adicional no registro dos pacientes que
analisamos sobre de ter adquirido a leishmaniose, especula-se que estes podem ter tido algum
contato com o parasita no passado e que ap0s tratamento ou cura espontanea ainda mantém

um nivel de anticorpos.

Quando Acedo-Sanchez et al. (1996) realizaram estudos em pessoas
assintomaticas, sem infeccdo pelo HIV, conseguiram observar que quanto maior o titulo de
anticorpos contra L. infantum maior a propor¢do de amostras positivas para PCR. Os achados
no presente estudo ndo apresentaram o mesmo perfil, porém estdo de acordo com 0s
resultados encontrados por Garcia-Garcia et al. (2006), quando analisaram pacientes HIV
positivos assintomaticos, ndo encontrando nenhuma reacdo positiva na técnica de ELISA

dentre os pacientes que apresentaram PCR positiva.

Assim, em relacdo aos pacientes com resultado positivo pela PCR, é digno de nota
gue 01 dentre as 22 amostras com este resultado foi identificada em nivel de espécie como
Leishmania (L.) infantum chagasi, entretanto, auséncia de informagfes detalhadas a respeito
do historico de viagens para areas endémicas apresentam uma grande lacuna nas
investigacGes epidemioldgicas. Situagbes essas que levam muitas vezes a discussdo sobre
deteccdo de “fosseis de DNA”, que seriam a deteccdo de resto ou parte de DNA do parasita
circulante no sangue do individuo, assim caracterizando nao infeccdo e ndo apresentando

capacidade para acionar o sistema imunolégico.
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Desta forma para a compreensao da segunda questdo apresentada, podemos ter

como base os estudos realizados por Alvar et al. (1997) que tem demonstrado que niveis
detectaveis de anticorpos contra Leishmania ndo foram encontrados em mais de 40% de
individuos co-infectados com Leishmania/HIV. Além disso, estima-se que niveis de
anticorpos antiparasita especificos em pacientes HIV positivos co-infectados sdo 50 vezes
menores que em pacientes com imunidade normal. Este fato tem sido associado a acentuada
desregulacdo do sistema imunoldgico que ocorre na infeccdo pelo HIV (Medrano et al.,
1998). Assim, o dano funcional da imunidade mediada por células, devido a infeccdo pelo
HIV poderia resultar na auséncia de uma resposta de anticorpos a infec¢do por Leishmania,
mesmo com a presenca de uma baixa parasitemia. Esse comprometimento no sistema
imunoldgico pode levar a elevada percentagem de resultados de sorologia falso-negativos

para Leishmania, detectados em individuos HIV-infectados (Sinha, et al., 2005).

E recentemente Prina et al. (2007), demonstraram que o DNA de Leishmania
detectado por PCR é derivado de parasitos intactos e que o DNA nuclear e 0 KDNA sao
rapidamente degradados ap6s a morte da amastigota. Estes dados estdo de acordo com os de
estudos clinicos recentes, em que um resultado positivo de PCR foi correlacionado com a
presenca de parasitas vivos, enquanto um resultado negativo foi obtido ap6s cura
parasitologica (Cruz et al., 2006; Disch et al., 2004; Maurya et al., 2005). Neste sentido,
podemos nos fortalecer ao apresentar que os resultados positivos que obtivemos pela PCR,
trata-se de infeccdo recente. Esses resultados fornecem uma sinalizac&o indicando que seréo
necessarias novas investigacdes e acompanhamento desses pacientes para um tratamento

adequado em tempo.

De acordo com Le Fichoux et al (1999), ndo tem sido relatada a transmisséo de

Leishmania para os individuos que receberam sangue de doadores portadores desse parasito.
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No entanto, dentre os 22 pacientes que foram positivos em nossa analise, 3 foram submetidos
a transfusdo sanguinea, poderiamos supor que pelo fato de ndo ter havido significancia
estatistica em relacdo entre PCR e transfusdo provavelmente a infeccdo foi devido a outros
fatores, mas acreditamos que, em se tratando de regido amazo6nica, ainda é precoce qualquer

tipo de afirmacéo nesse sentido.

Ao considerarmos a aplicacdo de TARV, verificamos que dos 22 pacientes que
apresentaram resultado de PCR positivo, 05 ndo estavam em TARV no periodo do estudo.
Segundo Cruz et al. (2006), a TARV proporciona maior sobrevida aos pacientes co-infectados
em comparacao aos pacientes que ndo receberam a TARV, haja vista que, uma vez restaurada
a resposta imunologica, os pacientes tratados com TARV tornam-se menos suscetiveis aos
efeitos da primo-infeccdo (Orsini, 2003; Lopez-Velez, 2003). Entretanto, Cruz et al. (2006),
sugeriram em seu estudo que a infeccdo por Leishmania reaparece em pacientes HIV+,
incluindo aqueles que recebem TARYV, apds tratamento bem sucedido, 0 que aparentemente

esta relacionado a baixos niveis de LT CD4+ (Soriano et al., 2000; Berenguer et al., 2000).

Ainda de acordo com Lopez-Velez (2003), o sucesso da TARV parece ndo ser
suficiente para controlar a infeccdo por Leishmania ou para evitar a ocorréncia de recaidas. A
carga viral plasmatica sozinha ndo é, portanto, um fator preditivo de recidiva de LV. Outros
estudos observaram recidivas em pacientes com carga viral bem controlada pela TARV, com
todas as recidivas tendo ocorrido sem a reconstituicdo das fung¢fes imunologicas (contagem
de CD4+ menor que 200 célulassmm?®) (Villanueva et al., 2000; Jimenez-Exposito et al.,

1999; Bourgeois et al., 2008).

Infelizmente, a TARV nédo demonstrou ser muito eficaz para evitar as recidivas

(Cruz et al., 2006; Mira et al., 2004). Em um estudo prospectivo realizado por Fernandez
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Cotarelo et al. (2003), nao foi demonstrado qualquer efeito protetor proporcionado pela
TARYV apds o episddio de LV, entre os 66 pacientes analisados no estudo (35 receberam

TARV), as recidivas foram igualmente freqlentes.

No que se refere a CV, 08 pacientes dos 22 com PCR positiva apresentaram
reducdo dos niveis de CV apo0s o inicio da TARV; 04 mantiveram os mesmos niveis de CV,
ndo estando os 4 pacientes em TARV; e apenas 01 paciente apresentou elevacdo da CV,
estando este paciente em tratamento com TARV. Os outros 09 pacientes ndo possuiam
informacBes completas a respeito da CV inicial e atual, entretanto, todos estavam em TARV.
De La Rosa et al.(2002), sugeriram que altos niveis de CV de HIV no plasma é outro possivel
fator de risco de recaida, favorecendo este quadro. Entretanto, em estudo realizado por
Bourgeois et al. (2008), a anlise univariada da CV ndo revelou nenhum impacto na previsao
de recaida, tendo observado ainda que, ao considerar apenas 0s pacientes que recairam, a CV
no momento da recaida foi significativamente maior do que fora de recidivas. Na integra,
estes dados tendem a mostrar que o aumento da CV no momento de recidivas de LV, é uma
conseqiiéncia em vez de fator de risco para recidivas, o que apdia o fato de que a infec¢éo por

Leishmania favorece a replicacdo do HIV (Wolday et al., 1999; Zhao et al., 2004).

No presente estudo, nenhum dos 22 pacientes apresentou dosagem de LT CD4+
atual inferior a 200 células/mm?, o que néo esta de acordo com os achados de Bourgeois et al.
(2008), que verificaram dentre os parametros bioldgicos analisados, presentes no momento da
recidiva de LV, que apenas a contagem de células CD4+ parecia estar significativamente
associada com a ocorréncia de recidiva, uma vez que, 87% das recidivas ocorreram quando a
contagem de LT CD4+ foi menor que 100 células/mm?®, e 100% delas ocorreu quando a
contagens de LT CD4+ foi menor que 200 células/mm?®, demonstrando assim a relevancia

desse fator essencial.
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Ainda no estudo realizado por Bourgeois et al. (2008), os resultados obtidos
demonstraram claramente que no momento do diagndstico primario de LV, a auséncia de
TARV e contagem de LT CDA4+ inferior a 100 células/mm?® sdo fatores preditivos de
ocorréncia de recidivas subseqiientes. Modelos de estudos em animais relataram que os LT
CD4+ sdo responsaveis pelo controle inicial da proliferacdo de parasitas e disseminagédo
(Schilling & Glaichenhaus, 2001). Assim, uma baixa contagem inicial de LT CD4+ pode
permitir uma ampla divulgacdo do parasita no SFM no inicio da infeccdo, aumentando a

multiplicidade de sitios que poderiam abrigar parasitas quiescentes (Lachaud et al., 2002).

Em relacdo a IDRM, no presente estudo, apenas 02 dos 22 pacientes com
resultado de PCR positivo foram submetidos a IDRM, nenhum dos 02 tendo resultado em
reacao positiva, desfecho este que esta de acordo com o trabalho realizados por Garcia-Garcia
et al. (2006), que estudaram a co-infeccdo em 92 pacientes HIV positivos e que dentre os 28

pacientes com PCR positiva para Leishmania, ndo encontraram nenhuma IDRM positiva.

Analisando os dados referentes a co-infeccdo com hanseniase no presente estudo,
verifica-se que nenhum dos pacientes com resultado de PCR ou IFI positivos apresentou
historico de co-infeccdo com hanseniase, embora dos 377 pacientes investigados, 05 relataram
casos de co-infec¢do HIV/hanseniase. Fato digno de nota é o de que dentre 0s pacientes que
relataram episodios de co-infeccdo HIV/hanseniase, nenhum apresentou resultado positivo

para PCR, o que reforca a especificidade dos marcadores utilizados no presente estudo.

O que nos surpreendeu foi que ao analisarmos a procedéncia dos pacientes que
apresentaram resultados positivos, 18 (82%) estavam registrados como procedentes da rede
municipal de Belém, capital de Estado, quando Belém néo é considerada area endémica para

leishmanioses. Isso nos mostra que o conhecimento da real procedéncia dos pacientes em
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nosso Estado é sempre dificil em uma investigacdo, pois muitos tém o habito de citar o Gltimo
endereco, que as vezes é um endereco de um parente onde reside durante seu em Belém para
realizar seu tratamento, ou omitem informacbes por simples comodismo na hora dos
guestionamentos, até mesmo de terem transitado temporariamente por areas endémicas, o que

pode levar a equivocos nas interpretacfes durante os estudos epidemiolégicos.

A andlise de isoenzimas ainda é considerada o padrdo-ouro para a diferenciacao
do parasita Leishmania em nivel de espécie, mas esta técnica é trabalhosa e demorada, e esta
disponivel apenas em poucos laboratérios no pais, e, acima de tudo, requer isolamento prévio
do parasita. Em estudo realizado por Antinori et al., (2007), com 594 individuos infectados e
ndo infectados pelo HIV, com diagndstico confirmado de LV, de 19 amostras caracterizadas
em nivel de espécie com a técnica de PCR, para as quais 0 padrdo de caracterizacdo de
isoenzimas das espécies de Leishmania estava disponivel, foi encontrada concordancia
perfeita entre as 2 técnicas. Desta forma, a caracterizacdo molecular, através da técnica de

PCR, de espécies de Leishmania pode superar a necessidade de isolamento do parasita.

Utilizamos marcadores de mini-exon que apresentou vantagens por ser
econémico, pois foi capaz de detectar as espécies causadoras de LTA tanto do subgénero
Viannia quanto do subgénero Leishmania e também detectar a espécie L. (L.) infantum
chagasi causadora de LVA em uma Unica reacdo de PCR, no entanto, este marcador ndo foi
capaz de distinguir as diferentes espécies do subgénero Viannia. Quanto os marcadores de
KDNA, funcionaram bem, porém a desvantagem é que precisamos preparar diferentes reacdes
para cada subgénero a ser investigado, também ndo foi capaz de distinguir as diferentes
espécies do subgénero Viannia. Apesar de novos marcadores estarem sendo desenhados e
publicados, ainda ndo existem marcadores capazes de identificar todas as espécies do

subgénero Viannia, que consideramos de grande necessidade, pois em nossa regido existem
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atualmente 6 espécies circulantes dentro desse subgénero e dentre este estd a L. (V.)
braziliensis que é considerada importante pela sua capacidade de desenvolver a forma

mucocutanea da doenca.
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7 CONCLUSAO

Concluimos neste estudo que:

A prevaléncia de co-infeccdo Leishmania —HIV/aids entre pacientes atendidos em
unidades de referéncias para AIDS em Belém no periodo de julho a outubro de 2008

foi de foi de 6% (22/377).

A positividade da PCR e da IFI ndo estdo relacionadas aos baixos niveis de LT CD4+.

A prevaléncia encontrada foi bem inferior quando comparada com estudos realizados

fora do Brasil entre pacientes portadores de HIV e usuérios de drogas.

A taxa de positividade da PCR é sempre mais elevada do que a taxa de positividade da

IFI, para os casos de co-infeccdo Leishmania-HIV/aids.

Os pacientes podem ser co-infectados tanto por Leishmania, causadores de LTA
quanto LVA, sendo que entre a populacdo estudada, a maior prevaléncia foi de
Leishmania do Sugénero Viannia, seguida de L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum

chagasi.

Apesar do baixo numero de pacientes que concordaram em ser submetidos ao teste de

IDRM, o resultado é negativo para os pacientes co-infectados.
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e Apesar de alto nimero de pacientes co-infectados apresentarem como procedéncia a
rede municipal de Belém, esta ndo representa a realidade local, indicando possiveis

falhas durante a coleta de informagdes.
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ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: “investigagdo clinico-epidemioldgica de paciente apresentando co-morbidades HIV e endemias prevalentes em ambientes

amazonicos”.

A hanseniase é uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium leprae com um componente inflamatério cronico, principalmente nos nervos da pele e da
periferia, variando em sua forma clinica. A Leishmaniose é uma doenca causada por um parasita chamado Leishmania, o qual é transmitido através da picada de
mosquitos, podendo causar feridas na pele, mucosas do nariz e/ou boca ou atingir 6rgéos internos como o figado e bago, além do sangue.

O virus da Imunodeficiéncia humana(HIV) causa a AIDS que é uma doenga que acomete o sistema imunolégico humano, ocasionando uma vulnerabilidade para
outras doencas.

A pesquisa sobre a co-infeccdo HIV/AIDS/Hanseniase ou HIV/AIDS/Leishmaniose visa um melhor conhecimento dessas doencas em nossa regido e conseqliente
melhora na abordagem dos pacientes acometidos por estas doencas. Essa pesquisa justifica-se pela importancia epidemiolégica das morbidades envolvidas e pela
necessidade de conhecimento da prevaléncia, fatores de risco e manejo das co-morbidades dentro do Sistema Unico de Sadde (SUS).

A participacdo da pesquisa consistird no atendimento aos pacientes portadores dessas doencas co-infecgdo HIV/Hanseniase ou HIV/Leishmaniose, assim como
descrever caracteristicas clinicas da evolugdo dessas co-infecgdes. A investigacdo dessas doencas sera feita através de exames rotineiramente realizados, sem risco de
salde para os pacientes, como: Bidpsias ou raspado de feridas na pele, teste na pele para o diagndstico de Leishmaniose (Teste de Montenegro) e da hanseniase
(reaglo de Mitsuda); coleta de sangue para realizagdo de varios exames (sorologia, hemograma, contagem de células CD4 e de carga viral para o HIV). Dessa forma,
espera-se contribuir para a melhoria da qualidade de vida dessas pessoas com tratamento e acompanhamento adequados, onde as informagdes recolhidas servirdo para
serem analisadas e apresentadas a0 MINISTERIO DA SAUDE. Por se tratar de pesquisa onde os individuos ou familiares dos que foram acometidos pelo agravo
tem liberdade em participar ou néo, os riscos a integridade fisica ou moral dos participantes serdo minimizados pelo compromisso de que somente as informagoes
constantes nos prontudrios que serdo manuseadas, mantendo-se sigilo dos nomes. As informacdes obtidas tém como finalidade a pesquisa e os resultados obtidos
serdo descritos de forma generalizada e né&o individual.

Os dados serao apresentados sob a forma de nimeros absolutos, razées, taxas e graficos, inviabilizando a identificagdo do participante por parte do leitor da pesquisa.
Os registros serdo arquivados pelos pesquisadores até a publicagdo da pesquisa sob a forma de artigo em revista que atenda os preceitos éticos em pesquisa.

O presente estudo ird contribuir para a melhoria das a¢6es de salide visando prevencéo e tratamento de portadores dessas morbidades, colaborando para a qualidade
de vida desta populagéo.

Os pacientes tém o direito de se manterem informados a respeito dos resultados parciais da pesquisa, para isto a qualquer momento do estudo os pacientes, seus
responsaveis e familiares terdo acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa, para esclarecimentos de dividas.

A pesquisadora Responsavel é a Dr2 Marilia Brasil Xavier (podendo ser localizada na UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA - Nicleo de Medicina Tropical -
NMT, AV. Generalissimo Deodoro, 92, fone: 3201-6870), os principais investigadores sdo Dr? Rita Catarina Medeiros, Dr Juarez Simdes Quaresma, 0s pesquisadores
sdo: Dr Miguel Saraty de Oliveira; Dr Ronaldo Monteiro; Keila Nazaré Madeira Batista; Carla Andréa Avelar Pires; Gina Santos e os colaboradores sdo os
académicos Diego Gadelha Vaz, Camila de Lima Tostes, Suenny Leal Melo, Maria Rosilene de Reis Sousa, Joana Paula Abdelnor Campelo, Fernanda D’Oliveira
Guimardes, Geraldo Mariano Moraes de Macedo, Feliciano Cordeiro Vassoler Macedo, Adilson Goées Rodrigues Junior, Rita de Cassia Neves Noronha, Adriano
Raminho Luz, Flavia Paes, Alvino Maestri Neto.

E garantida aos participantes, a liberdade de deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade do mesmo.

O(a) participante tem direito a se manter informado(a) a respeito dos resultados parciais da pesquisa.

Né&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo tratamento e consultas.

Este trabalho sera realizado com recursos DST/AIDS-SVS-MINISTERIO DA SAUDE.

Também néo havera nenhum pagamento por sua participacéo.

O pesquisador utilizara os dados e 0 material coletado somente para esta pesquisa.

DECLARACAO

Declaro que compreedi as informages do que li ou que me foram explicadas sobre o trabalho em questéo.

Discuti com os pesquisadores: Dr. Miguel Saraty de Oliveira; Dr. Ronaldo Monteiro; Keila Nazaré Madeira Batista; Carla Andréa Avelar Pires; Gina Santos e 0s
académicos Diego Gadelha Vaz, Camila de Lima Tostes, Suenny Leal Melo, Maria Rosilene de Reis Sousa, Joana Paula Abdelnor Campelo, Fernanda D’Oliveira
Guimaraes, Geraldo Mariano Moraes de Macedo, Feliciano Cordeiro Vassoler Macedo, Adilson Gées Rodrigues Junior, Rita de Cassia Neves Noronha, Adriano
Raminho Luz, Flavia Paes, Alvino Maestri Neto e com a pesquisadora responsavel Dr? Marilia Brasil Xavier, sobre minha decisdo em participar nesse estudo, ficando
claro pra mim, quais sdo os propositos da pesquisa, os procedimentos a ser realizados, os possiveis desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes.

Ficou claro também que minha participagdo ndo tem despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento se necessario, inclusive se optar por desistir de participar da
pesquisa.

Concordo voluntariamente em participar desse estudo podendo retirar meu consentimento a qualquer momento sem necessidade de justificar o motivo de desisténcia,
antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido.

Belém, de 2008

Assinatura do(a) participante ou de seu representante legal.

Assinatura de testemunha
Declaro que assisti a explicagdo das pesquisadoras ao participante que assinou acima, que compreendeu e retirou suas dividas, assim como eu, a tudo o que sera
realizado na pesquisa.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o consentimento livre e esclarecido deste (a) participante ou representante legal para participagéo no presente
estudo.
Dra Marilia Brasil Xavier
Pesquisador responsavel
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Dados de Atendimento

Data do atendimento: / / Local do atendimento: Matricula:

Dados Gerais

1. Nome:
2. Endereco:
3. Municipio: Municipios onde ja morou:
4. Telefone: Ocupacéo:
5. Sexo: Data de Nasc. / / Idade: Estado civil:
6. Escolaridade: Religi&o: Cor:( )branca ( )parda ( )
negra
7. Renda familiar: () até 1 salario ( )2 a3salarios ( )3 a4salarios ( ) acimade 5 salarios
8. Moradia: ( )taipa () madeira ( )tijolo N° de comodos: moradores:
Infeccéo pelo HIV
1. Situagdo: aids( ) HIV( )
2. Sorologia anti-HIV: Determine () Elisa( ) Outros:
3. Data do diagnéstico anti-HIV: / /
4. Doenga oportunista concomitante: Sim( ) Nao( ) Qual (is)?
5. Outras doencas apresentadas:
6. Usode TARV:Sim( ) Né&o( ) Inicio: / / Qual?
7. Valores por ocasido do diagndstico de:
Cd4: Cds: Carga viral:
8. Valores atuais de:
Cd4: Cd8: Carga viral:
Investigacdo para Hanseniase
1. Histéria Prévia de hanseniase: Sim ( ) Nao ( ) Quando: Forma
clinica?
2. Diagnostico: ( )Antes do HIV () Depois do HIV
3. Lesbes  suspeitas: Sim  ( ) Nao ( ) N° e local:
4, Tem dorméncia e formigamento na lesdes? Sim () Nao( )
5. Anti-pgl1: Data: / / Resultado:
6. Fatores de Risco:
Historia de contato intradomiciliar:
Antecedentes de hanseniase na familia:
Antecedentes pessoais de hanseniase:
Co-morbidades com outras micobacterioses:
7. Caso suspeito/confirmado de co-infec¢do HIV/AIDS/hanseniase: Sim () N&o( )
Investigacdo para leishmaniose
1. Historia Prévia de leishmaniose: Sim ( ) Ndo ( ) Quando: Forma

clinica?
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2. Diagnostico: ( )Antesdo HIV () Depois do HIV

3. Procedente de area endémica para LV*: Sim( ) Né&o ( )

4, Se cutanea ou cutaneo-mucosa: aspecto, namero e localizacdo das lesGes:
5. Teste de Montenegro: Sim ( ) Nédo ( ) Data: / / Resultado:
6. Sorologia para Leishmania: Sim ( ) Ndo ( ) Data: / / Resultado:
7. Transfusdes: Sim( ) Nao( ) Data: / /

8. Drogas endovenosas: Sim () Nédo ( )

9. Caso suspeito/confirmado de co-infeccdo HIV/AIDS/leishmaniose: Sim( ) Nao( )

*Municipios considerados endémicos para LV no estado do Pard, segundo o Boletim Epidemiolégico Trimestral do Nucleo de Vigilancia
Epidemioldgica: Regido norte do estado- Soure, Cachoeira do Arari, Ponta de Pedras, e Salvaterra; Regido Nordeste- Abaetetuba, lgarapé-
Miri, Moju, Acard, Tomé-Agu, Tailandia, Baido, Mocajuba, Camet4, Barcarena, Ourém, Capitdo-Pogo, Garrafdo do Norte, Irituia, Méae do
Rio, Aurora do Par4, Ipixuna, Tucurui, Breu Branco, Bujar(; Regido Oeste- Santarém, Alenquer, Monte Alegre, Obidos e ltaituba

Pesquisador responsavel pela observacao:
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ANEXO 3

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
.. NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°127/2005-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: AVALIAGAO CLINICO EPIDEMIOLOGICA E LABORATORIAL
DA CO-INFECCAO HIV — LEISHMANIOSES TEGUMENTAR E
VISCERAL NO ESTADO DO PARA.

3. Pesquisador Responsavel: Rita Catarina Medeiros Sousa.
4. Instituigcao / Unidade: HUJBB/UFPA.

5. Data de Entrada: 13/09/2005.

6. Data do Parecer: 29/09/2005.

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em
tela e, verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugdo 196/96-CNS/MS.
Portanto manifesta-se pela sua aprovagéo.

Parecer: APROVADO

Belém, 30 de janeiro de 2006.

Prof® M2 da ceicdo Nascimento Pinheiro

ra do CEP-NMT/UFPA.



ANEXO 4

QUADRO 2 — Doengas diagnosticadas em associa¢do ao HIV no grupo do estudo.

Doencas Associadas

NUmero de Ocorréncias

Candidiase Esofagica 01
Candidiase Oral 13
Candidiase oroesofagica 12
Candidiase genital 04
Citomegalovirus 04
Colite 01
Condiloma acuminado 08
Criptosporidiose 02
Diarréia cronica 03
Escabiose difusa 01
Furunculose 05
Gonorréia 12
Hanseniase 03
Hepatites 07
Herpes 01
Herpes genital 12
Herpes labial/Oral 04
Herpes simples 04
Herpes zooster 14
Histoplasmose 03
HPV 02
IVAS 01
Malaria 02
Meningite Viral 01
Micose na regiéo inguinal 01
Neurocriptococose 01
Neurotoxoplasmose 15
NIC 02
Pancreatite 01
Pneumocistose 03
Pneumonia 06
Sarcoma de Kaposi 01
Sifilis 19
Tuberculose Ganglionar 06
Tuberculose Miliar 04
Tuberculose Pulmonar 50
Tinea Capitis 01
Tinea Corporis 02
Toxoplasmose 09
Ulceras de célon 01
Verruga anal 01
Total de ocorréncias 243
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ANEXO 5

QUADRO 3 - Diagnostico de infeccdo por Leishmania em pacientes com HIV, utilizando técnicas de PCR, IFl e IDRM

Cadigo

HIV HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV. . HIV  HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV  HIV  HIV

001/08 002/08 003/08 004/08 005/08  006/08  007/08 008/08 009/08 010/08 011/08 012/08 013/08 014/08 015/08 016/08 017/08 018/08 019/08 020/08
PCR - - - - - - - - - - - - - - - - - - LMV)sp -
IDRM NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR O0x0 Ox0 NR 0xO 0xO0 NR 0x0

HIV HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV.  HIV  HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV  HIV  HIV

021/08 022/08 023/08 024/08 025/08  026/08  027/08 028/08 029/08 030/08 031/08 032/08 033/08 034/08 035/08 036/08 037/08 038/08 039/08 040/08
PCR - - - - - - L(V)sp - - - - - - - - - - - - -

IDRM 0x0 0x0O NR Ox0O 0x0 0x0 NR 0Ox0O0O NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR

HIV.  HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV.  HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV  HIV  HIV
041/08  042/08 043/08 044/08 045/08  046/08  047/08 048/08 049/08 050/08 051/08 052/08 053/08 054/08 055/08 056/08 057/08 058/08 059/08 060/08
- - - - - L(Lamaz - - - - - - - - - - - - - -
PCR
IFI ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
IDRM NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
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QUADRO 3 - Diagnoéstico de infeccdo por Leishmania em pacientes com HIV, utilizando técnicas de PCR, IFI e IDRM (Cont.)

Cadigo
HIV HIV  HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV  HIV  HIV HIV  HIV  HIV HIV HIV  HIV HIV  HIV  HIV  HIV
061/08 062/08 063/08 064/08 065/08 066/08  067/08  068/08 069/08 070/08 071/08 072/08 073/08 074/08 075/08 076/08 077/08 078/08 079/08 080/08

PCR - - o - LMV - - M- - - LMVsp - LV)sp -
IDRM NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
HIV HIV  HIV  HIV HIV  HIV HIV HIV ~ HIV HIV HIV HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV HIV HIV HIV
081/08 082/08 083/08 084/08 085/08 086/08  087/08  088/08 089/08 090/08 091/08 092/08 093/08 094/08 095/08 096/08 097/08 098/08 099/08 100/08
PCR LW - - - - - - - - L\Wsp - - - - - Vs - - - -
IFI - S - - - - - - - - - - - - 1160 -
IDRM NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
D3t ——
HIV HIV  HIV  HIV HIV  HIV HIV HIV ~ HIV HIV HIV HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV HIV HIV HIV
101/08  102/08 103/08 104/08 105/08 106/08  107/08  108/08 109/08 110/08 111/08 112/08 113/08 114/08 115/08 116/08 117/08 118/08 119/08 120/08
- - - - - - Llamaz - - - LW - - - - - - - - -
PCR (L) (V)sp

IDRM NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
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QUADRO 3 - Diagnostico de infeccdo por Leishmania em pacientes com HIV, utilizando técnicas de PCR, IFI e IDRM (Cont.)

Cadigo
HIV HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV  HIV HIV HIV  HIV  HIV HIV HIV  HIV  HIV HIV  HIV  HIV HIV
121/08 122/08 123/08 124/08 125/08 126/08 127/08 128/08  129/08  130/08 131/08 132/08 133/08 134/08 135/08 136/08 137/08 138/08 139/08 140/08
PCR B } } } } B B B } } - B - - - } - - } }

IDRM NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR

HIV HIV  HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV  HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV  HIV HIV HIV HIV
141/08  142/08 143/08 144/08 145/08 146/08 147/08 148/08  149/08  150/08 151/08 152/08 153/08 154/08 155/08 156/08 157/08 158/08 159/08 160/08

PCR - - - - - - - - L(b)amaz - - - - - LMV)sp - - LMV)sp - -
IFI - - - - - - - - 1/80 - - - - 1/80 - - - - - -
IDRM NR Ox0O NR NR NR NR NR 0xO0 NR NR NR O0x0O NR 0x0O NR NR 0x0 NR NR NR

HIV HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV HIV HIV HIV  HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV  HIV HIV HIV HIV
161/08 162/08 163/08 164/08 165/08 166/08 167/08 168/08  169/08  170/08 171/08 172/08 173/08 174/08 175/08 176/08 177/08 178/08 179/08 180/08

PCR
IFI
IDRM

NR NR NR NR Ox0 Ox0 Ox0 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 0x0  0xO0
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QUADRO 3 - Diagnostico de infeccdo por Leishmania em pacientes com HIV, utilizando técnicas de PCR, IFI e IDRM (Cont.)

Cadigo
HIV HIV.  HIV  HIV  HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV  HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV  HIV  HIV
181/08  182/08 183/08 184/08 185/08 186/08 187/08 188/08 189/08 190/08 191/08 192/08 193/08 194/08 195/08 196/08 197/08 198/08 199/08 200/08

IDRM 0x0 NR Ox0O NR NR Ox0 NR Ox0O Ox0 NR Ox0O Ox0 O0x0 O0x0 NR NR NR NR NR 0x0
HIV HIV.  HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV HIV HIV HIV  HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV  HIV
201/08  202/08 203/08 204/08 205/08 206/08 207/08 208/08 209/08 210/08 211/08 212/08 213/08 214/08 215/08 216/08 217/08 218/08 219/08 220/08
IFI - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1/80
IDRM NR NR NR Ox00 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR

. ___________________________________________ ____________________________________________________________________________________ |
HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV

221/08  222/08 223/08 224/08 225/08 226/08 227/08 228/08 229/08 230/08 231/08 232/08 233/08 234/08 235/08 236/08 237/08 238/08 239/08 240/08

PCR
e - - - - - 180 - - - - - - - - - - - - - -
ORM NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR




QUADRO 3 - Diagnostico de infec¢do por Leishmania em pacientes com HIV, utilizando técnicas de PCR, IFI e IDRM (Cont.)

Cadigo
HIV HIV  HIV  HIV HIV  HIV  HIV HIV  HIV HIV. . HIV HIV  HIV  HIV HIV HIV HIV HIV  HIV  HIV
241/08  242/08 243/08 244/08 245/08 246/08 247/08 248/08 249/08 250/08 251/08 252/08 253/08 254/08 255/08 256/08 257/08 258/08 259/08 260/08

PCR - - - - - - - - - - - - - - - - - - LMV)sp -
IFI ; : ; ; ; - ; ; - ; : : : : : : : : : :
IDRM NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR Ox00 NR NR NR NR NR NR NR NR NR

HIV HIV HIV HIV  HIV HIV HIV  HIV HIV HIV HIV  HIV HIV HIV.  HIV  HIV  HIV HIV HIV HIV
261/08  262/08 263/08 264/08 265/08 266/08 267/08 268/08 269/08 270/08 271/08 272/08 273/08 274/08 275/08 276/08 277/08 278/08 279/08 280/08

PCR - - LMV)sp - - LMV)sp - - L(V)sp L(V)sp - - - - - - - - - -
IFI - - 180 - - - - - - - - - - - - - - - - -
IDRM NR NR 0x0 NR 0x0O  0x0 NR NR NR NR Ox0 0x0O  Ox0 NR NR NR NR NR 0x0 NR

HIV HIV HIV HIV  HIV HIV HIV  HIV HIV HIV HIV  HIV HIV HIV  HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV
281/08 282/08 283/08 284/08 285/08 286/08 287/08 288/08 289/08 290/08 291/08 292/08 293/08 294/08 295/08 296/08 297/08 298/08 299/08 300/08

PCR (Visp
IDRM X0 0x00 NR NR NR NR NR NR NR O0x0 NR Ox00 NR NR NR NR NR NR NR NR
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QUADRO 3 - Diagnostico de infeccdo por Leishmania em pacientes com HIV, utilizando técnicas de PCR, IFI e IDRM (Cont.)

Cadigo
HIV HIV  HIV  HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV
301/08  302/08 303/08 304/08 230/08 306/08 307/08  308/08  309/08 310/08 311/08 312/08 313/08 314/08 315/08 316/08 317/08 318/08 319/08 320/08

PCR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
IF1 - - - - - - - - - - - - - - 1/160 - - - - -
IDRM NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR

HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV
321/08 322/08 323/08 324/08 325/08 326/08 327/08 328/08 329/08 330/08 331/08 332/08 333/08 334/08 335/08 336/08 337/08 338/08 339/08 340/08
PCR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
IFI - 11280 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
IDRM NR NR NR NR NR NR Ox0 Ox0 NR NR NR Ox0 NR NR Ox0 NR NR Ox0 Ox0O NR
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV
341/08  342/08 343/08 344/08 345/08 346/08 347/08  348/08  349/08 350/08 351/08 352/08 353/08 354/08 355/08 356/08 357/08 358/08 359/08 360/08
- - - - - - - L(Lchag - - - - - - - - - - - -
PCR (L)chag
IDRM NR NR NR Ox0 NR Ox0 0x0 NR NR Ox0 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR




QUADRO 3 - Diagnéstico de infeccdo por Leishmania em pacientes com HIV, utilizando técnicas de PCR, IFI e IDRM (Cont.)

Cadigo
HIV HIV HIV.  HIV  HIV  HIV  HIV  HIV  HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV
361/08 362/08  363/08 364/08 360/08 366/08 367/08 368/08 369/08 370/08 371/08 372/08 373/08 374/08 375/08 376/08 377/08

PCR - - - - - - - e e e e e e e e e

IFI - - T T
IDRM NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR Ox0 NR

NR: N&o realizado.
(-): Negativo
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ANEXO 6

QUADRO 4 - Relacéo dos resultados de PCR, IFI e IDRM e dos principais fatores que podem estar associados a maior probabilidade de testes positivos

Cadigo
HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV

019/08 027/08 046/08 067/08 071/08 077/08 079/08 081/08 090/08 096/08 107/08
PCR LM)sp | L(V)sp |L(L)amaz| L(V)sp | L(V)sp | L(M)sp | L(M)sp | L(V)sp | L(V)sp | L(V)sp |L(L)amaz
IFI - - - - - - - - - - -
IDRM NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Situagao AIDS AIDS AIDS AIDS AIDS AIDS HIV HIV AIDS AIDS AIDS
Data diagndstico de HIV+ Mar/08 Out/05 Set/94 Jul/99 Fev/03 Set/02 Dez/07 Fev/08 Mar/01 Ago/07 Jan/99
TARYV em andamento Sim Sim Sim Sim Sim Sim N&o Nao Sim Sim Sim
Inicio da TARV Set/05 Jul/05 Ago/97 Jul/99 Fev/03 Out/04 - - Jan/03 Jan/08 Mai/99
LT CD4+ atual (céls/mm?’) 864 516 1318 611 520 456 500 272 345 229 274
CV inicial 3324 4000 80 7800 1000 360000 33000 21368 1800 - 190
CV atual 56 - 50 50 111 50 33000 21368 490 64 50
Co-infecgdo hanseniase Néao N4o N4o N4o Néo N4o N4o N4o N4o Né&o Néao
Local de procedéncia Belém Belém Belém Belém Belém Belém Bujart Belém | Capanema |lgarapé.Miri| Belém
Regido hiperendémica de hanseniase N&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o N&o N&o
Leishmaniose prévia N&o N&o N&o N&o N&o Nao N&o Nao N&o N&o N&o
Regido endémica de leishmaniose Nio NZo NZo N3o N3o NZo N3o NZo N3o Sim Nao
Transfustes Sim Né&o Sim Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o N&o N&o
Uso de drogas intravenosas Nio N&o N&o Nio Nio Nao Nio Nao Nao Nio Nio
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QUADRO 4 - Relacéo dos resultados de PCR, IFI e IDRM e dos principais fatores que podem estar associadas a maior probabilidade de testes positivos (cont.)

HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV HIV

111/08 149/08 155/08 158/08 259/08 263/08 266/08 269/08 270/08 293/08 348/08
PCR L(V)sp |L(L)amaz| L(V)sp | L(V)sp | L(V)sp | L(V)sp | L(M)sp | L(V)sp | L(V)sp | L(V)sp |L(L)chag
IFI - 1/80 - - - 1/80 - - - - -
IDRM NR NR NR NR NR 0x0 0x0 NR NR NR NR
Situacao AIDS AIDS AIDS HIV HIV AIDS AIDS AIDS HIV AIDS AIDS
Data diagndstico de HIV+ Abr/07 Nov/06 Out/01 Jul/08 Fev/07 - Mai/07 Jan/06 Ago/08 Jan/06 Out/04
TARV em andamento Sim Sim Sim N&o N&o Sim Sim Sim Néo Sim Sim
Inicio da TARV Jul/o7 Fev/07 Nov/01 - - - Set/07 Mar/06 - Nov/06 Mai/07
LT CD4+ atual (céls/mm?) 280 462 278 610 430 236 481 629 361 438 433
CV inicial 80 - - 4892 9119 - 105084 270 124 25000 180000
CV atual 16536 50 29053 4892 - - - - 124 50 -
Co-infeccdo HIV/ hanseniase N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o Néo N&o Néo
Local de procedéncia Belém Belém Tucuruf Belém Belém Belém Belém Belém Belém Belém Belém
Regido hiperendémica de hanseniase Né&o Né&o Sim Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o N&o Né&o N&o
Leishmaniose prévia Nao Nao Nao Nao N&o Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Regido endémica de leishmaniose Nio Nio Sim Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio
Transfusdes de sangue N4o Néo Néo Néo N4o N4o N4o N4o N&o Sim N&o
Uso de drogas intravenosas N4o Néo Néo Néo N4o N4o N4o Sim N&o N4o N&o

NR: Nao realizado
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