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RESUMO

As leishmanioses sao um grupo de doencas infectoparasitarias vetoriais negligenciadas que figura
entre as seis endemias prioritarias globalmente. A leishmaniose visceral (LV) destaca-se como a
forma mais grave, caracterizada pelo comprometimento sistémico e cronico com alta letalidade em
pacientes imunossuprimidos ¢ em nao tratados. Complicagcdes como a Leishmaniose Dérmica
Pos-kalazar (PKDL) e a Leishmaniose Dérmica Para-kalazar (Para-KDL) também podem surgir. As
regides tropicais e subtropicais sdo as mais afetadas, e o Brasil estéd entre os sete paises responsaveis
por mais de 90% dos casos de LV, reconhecido como endémico. Mato Grosso do Sul ¢ uma area
endémica para essa enfermidade, com sua capital, Campo Grande, registrando intensa transmissao.
O objetivo deste estudo foi analisar os aspectos epidemiologicos e genéticos de Leishmania spp. em
pacientes diagnosticados com LV no Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (Humap-UFMS/Ebserh), bem como relatar casos
atipicos de pacientes com LV, incluindo leishmaniose dérmica para-kala-azar (Para-KDL). O estudo
foi conduzido entre agosto de 2021 e junho de 2023, em que 127 pacientes foram admitidos no
Humap-UFMS/Ebserh com suspeita de LV. Amostras de aspirado de medula d6ssea (AMO)
coletadas na rotina diagnostica do hospital foram submetidas a exames complementares no
Laboratério de Parasitologia Humana do Instituto de Biociéncias da UFMS (LPH/INBIO/UFMS),
incluindo o diagndstico parasitoloégico indireto (cultura) e o molecular (reagdo em cadeia da
polimerase - PCR). Dezoito culturas de dezessete pacientes foram estabelecidas e o material
genético dos parasitos foi extraido e encaminhado ao laboratério de Pesquisa e Andlises Genéticas
da Universidade Estadual de Sao Paulo (PANGENE/UNESP) para sequenciamento de proxima
geracdo (NGS) por meio da plataforma Miseq Illumina, seguido de analise dos dados. Além disso,
foram coletados dados clinicos e epidemiologicos dos prontudrios médicos. O estudo constatou que
dentre os 127 pacientes incluidos na pesquisa, 40 foram diagnosticados com LV. Houve uma
prevaléncia significativa de casos entre homens nao brancos, com uma média de idade de 39,7 anos.
Verificou-se que pancitopenia, tabagismo e lesdes cutaneas estao diretamente associadas a doenca,
sugerindo um aumento potencial no risco de adoecimento por LV. A coinfeccdo com HIV foi
identificada em 33 dos 40 pacientes com LV, e a profilaxia secundaria foi mais prevalente entre os
casos positivos. Além disso, observou-se uma associagdo significativa entre a gravidade da doenca e
a presenca de anemia, lesdes cutineas, doengas pulmonares e renais. Trés casos se destacaram
devido as  caracteristicas  clinicas  sugestivas de  Para-KDL, incluindo febre,
hepatomegaliaesplenomegalia, pancitopenia e lesdes cutidneas disseminadas. A presenca do parasito
foi identificada nas lesdes cutaneas e no aspirado de medula dssea, confirmando como agente L.
infantum. As comorbidades, recidiva de LV e regime terapéutico foram descritos e relacionados aos
desfechos desses trés casos. As andlises de NGS das 18 amostras revelaram a presenga de L.
infantum identificada em nove casos, L. amazonensis em um caso € a coexisténcia de L.
amazonensis € L. infantum em oito casos. A gravidade e a presenga de comorbidades como o HIV
foram mais pronunciadas no grupo com infec¢do mista. A caracterizagdo do perfil epidemiologico
da LV e a identificacdo das espécies de Leishmania e cepas circulantes sdo elementos fundamentais
para a compreensao, monitoramento e capacitagao de profissionais de saude, possibilitando o
reconhecimento precoce de sintomas, melhorando o acompanhamento dos pacientes e embasando
politicas publicas de combate a doenga. Além disso, essas informagdes também fornecem subsidios
para a identificagdo e intervencao em casos atipicos, como os associados a Para-KDL.

Palavras-Chave: Caso clinico. Leishmaniose Dérmica Para-kalazar. Leishmania amazonensis.
Leishmania infantum. Sequenciamento de proxima geracao.



ABSTRACT

Leishmaniases constitute a group of neglected vector-borne parasitic diseases that are among the six
global priorities for endemic diseases. Visceral leishmaniasis (VL) is the most severe form of the
disease, characterized by systemic involvement and high mortality rates in immunosuppressed and
untreated patients. Complications such as post-kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL) and
para-kala-azar dermal leishmaniasis (para-KDL) may also occur. The majority of cases are
concentrated in tropical and subtropical regions, with Brazil being one of the seven countries
responsible for over 90% of VL cases and recognized as endemic. Mato Grosso do Sul is an
endemic area for this disease, with its capital, Campo Grande, experiencing intense
transmission.The aim of this study was to analyze the epidemiological and genetic aspects of
Leishmania spp. in patients diagnosed with VL at the Hospital Universitario Maria Aparecida
Pedrossian of the Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (Humap-UFMS/Ebserh), and to
report atypical cases of VL, including Para-KDL. The study was conducted between August 2021
and June 2023, and included 127 patients admitted to Humap-UFMS/Ebserh with suspected VL.
Bone marrow aspirate samples collected as part of routine diagnostic procedures at the hospital
were subjected to additional tests at the Laboratorio de Parasitologia Humana of the Instituto de
Biociéncias da UFMS (LPH/INBIO/UFMS), including indirect parasitological diagnosis (culture)
and molecular diagnosis (polymerase chain reaction, PCR). A total of 18 cultures from 17 patients
were established, and the genetic material of the parasites was extracted and sent to the Laboratorio
de Pesquisa e Analises Genéticas da Universidade Estadual de Sao Paulo (PANGENE/UNESP) for
next-generation sequencing (NGS) using the MiSeq Illumina platform, followed by data analysis.
Additionally, clinical and epidemiological data were gathered from medical records. The study
identified 40 cases of VL among the 127 patients included in the analysis. A notable prevalence of
cases was observed among non-white males, with an average age of 39.7 years. Pancytopenia,
smoking, and cutaneous lesions were directly associated with the disease, suggesting a potential
increase in the risk of VL. Coinfection with HIV was identified in 33 of the 40 VL patients, and
secondary prophylaxis was more common among those with a positive HIV status. Moreover, a
notable correlation was identified between disease severity and the presence of anemia, cutaneous
lesions, and pulmonary and renal diseases. Three cases were of particular interest due to the
presence  of clinical characteristics  suggestive of para-KDL, including fever,
hepatomegaly/splenomegaly, pancytopenia, and disseminated cutaneous lesions. The presence of
the parasite was confirmed in cutaneous lesions and bone marrow aspirates, with L. infantum
identified as the causative agent. Comorbidities, VL recurrence, and treatment regimens were
described and related to the outcomes of these three cases. NGS analysis of the 18 samples revealed
the presence of Leishmania species, with L. infantum identified in nine cases, L. amazonensis in one
case, and the coexistence of L. amazonensis and L. infantum in eight cases. Severity and the
presence of comorbidities such as HIV were more pronounced in the mixed infection group. It is of
paramount importance to characterize the epidemiological profile of VL and to identify the
Leishmania species and circulating strains in order to facilitate a comprehensive understanding of
the disease, to enable effective monitoring, and to provide training for healthcare professionals.
This enables early recognition of symptoms, improved patient follow-up, and supports public health
policies to combat the disease. Additionally, this information provides a basis for identifying and
intervening in atypical cases, such as those associated with para-KDL.

Keywords: Clinical case. Para-Kala-azar Dermal Leishmaniasis. Leishmania amazonensis.
Leishmania infantum. Next generation sequencing.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses compreendem um conjunto de doencas infectoparasitarias vetoriais
negligenciadas, que se encontra entre as seis endemias prioritarias globalmente. A leishmaniose
visceral (LV) ¢ a manifestacdo clinica mais grave, caracterizada pelo comprometimento sistémico e
cronico, com alta letalidade em pacientes imunossuprimidos e ndo tratados. Podem ocorrer
complicagdes, como a Leishmaniose Dérmica Pos-calazar (PKDL) e a Leishmaniose Dérmica
Para-Calazar (Para-KDL).

A LV ¢é uma enfermidade negligenciada de grande importancia em saude publica por estar
associada a desnutri¢do, ao deslocamento populacional, as alteracdes antropicas, as condigdes
precarias de habitacdo, ao sistema imunologico deficiente e a falta de recursos médicos e
preventivos eficazes. Além desses fatores, os farmacos recomendados para o seu tratamento
apresentam toxicidade, podendo gerar reagdes adversas, e o insucesso da cura clinica acarreta altos
gastos para os cofres publicos e ao proprio individuo. Sendo assim, trabalhos que contribuam para
aumentar a eficiéncia no diagnostico, na pratica clinica e no tratamento da LV, se mostram de
grande valia.

A persisténcia dos casos de LV em focos endémicos podem ser atribuidos tanto a resisténcia
aos tratamentos atuais quanto as variagdes genéticas ocorridas no parasito. Estas variacoes genéticas
podem ocorrer devido ao intenso estresse imposto pelo uso prolongado de drogas durante os
tratamentos.

Assim, torna-se essencial realizar estudos que visem ampliar a compreensdo do perfil
epidemiologico da LV, bem como identificar e caracterizar molecularmente as cepas de Leishmania
spp. circulantes em pacientes diagnosticados com LV, especialmente aqueles atendidos em servigos

de referéncia.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencas Negligenciadas

As doencas t€m estado presentes desde os primordios, moldando sociedades, influenciando o
curso da histéria da humanidade, o desenvolvimento e a evolugdo da ciéncia, as praticas de saude
publica, bem como a interacdo entre humanos, animais ¢ o ambiente (BACKES et al., 2009;
SHAHEEN, 2022).

As doengas tropicais negligenciadas (DTN) sdo um conjunto de doengas infecciosas,
parasitarias, cronicas e debilitantes que afetam substancialmente as populacdes pobres e vulneraveis
no mundo (HOTEZ et al., 2020). Estdo presentes principalmente em regides de zona tropicais,

recebem pouca ou nenhuma atengdo de investimentos governamentais, farmacéuticos e de pesquisas
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cientificas (MALECELA; DUCKER, 2021; WHO, 2023).

Segundo a Organizagdo Mundial da saide (OMS), as DTN consistem em um grupo de 20
doengas com a caracteristica de impacto nas comunidades mais pobres, entre elas estao: ulcera de
Buruli, doenga de Chagas, dengue e chikungunya, dracunculiase (doen¢a do verme da Guiné),
equinococose, trematodiases de origem alimentar, tripanossomiase humana africana (doenca do
sono), leishmanioses, hanseniase (doenga de Hansen), filariose linfatica, micetoma,
cromoblastomicose e outras micoses profundas, oncocercose (cegueira dos rios), podoconiose,
raiva, sarna € outras ectoparasitoses, esquistossomose, helmintiases relacionadas ao solo,
teniase/cisticercose, tracoma e bouba e outras treponematoses endémicas (HOTEZ et al., 2020;
WHO, 2023b).

A maioria das DTN sao causada por agentes que apresentam ciclos de vida complexos, com
transmissao vetorial e animais que atuam como reservatorios, fatores que corroboram para dificultar
o controle e as acdes em saude publica, tornando-se um desafio para as autoridades (MALECELA;
DUCKER, 2021; WHO, 2023b).

As DTN afetam milhdes de pessoas em todo o mundo. A OMS estima que mais de 1,7
milhdes de pessoas deveriam receber algum tipo de atendimento para essas enfermidades todos os
anos. Além disso, essas enfermidades provocam uma alta taxa de morbidade e mortalidade. Sabe-se
que anualmente 19 milhdes de anos de vida sdo perdidos por incapacidade (Disability Adjusted Life
Years - Anos de vida perdidos ajustados por incapacidade- DALY) e 200 mil por mortes. Outro fator
¢ o custo para a comunidade, onde se estimam gastos equivalentes a bilhdes de délares americanos a
cada ano em direitos a saude, em perda de produtividade, em reducdo socioecondmica e em nivel
educacional. As DTN também sdo responsaveis, no ambito individual, por gerar deficiéncias,
estigmatizagao, exclusdo social e discriminagdo, € ainda por colocar os enfermos e suas familias em
situagdo de pressao financeira consideravel (INCEBOZ, 2019; WHO, 2023b).

Em 2015, as DTN foram incorporadas aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS), impulsionando um novo plano para o periodo de 2021 a 2030. Esta agenda estabelece metas
para prevenir, controlar, eliminar ou erradicar 20 doencas e grupos de doengas. Ele se baseia em trés
pilares principais: acelerar a agdo programatica, intensificar abordagens abrangentes e reformar os
modelos operacionais para uma melhor aceitagdo pelos paises (MALECELA; DUCKER, 2021;
WHO, 2020).

A agenda para as DTN est4 alinhada com a crescente énfase na cobertura de satide universal
global. Sua base ¢ a busca por um impacto nacional por meio de abordagens transversais lideradas
pelos proprios paises e apoiadas por colaboragdo coordenada entre parceiros. Priorizando uma
transicao gradual, busca reduzir a incidéncia e prevaléncia das DTN sem comprometer a capacidade
coletiva (MABEY et al., 2021; MALECELA; DUCKER, 2021).

Investimentos gradativos serdo empreendidos para apoiar essa transi¢do, abarcando o
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financiamento necessdrio para abordar de maneira sustentavel as DTN endémicas, por meio da
analise de estudos de caso em nivel nacional. A estrutura de sustentabilidade visa a integragdo
pragmatica das DTN nos sistemas de saude dos paises, com rastreamento das contribui¢des
financeiras e ndo financeiras para garantir transparéncia. A responsabilizagdo compartilhada entre
paises parceiros e a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) fortalecera uma verdadeira parceria para
alcangar as metas até 2030 (MALECELA; DUCKER, 2021; SOUZA et al., 2021).

Dentre as dez principais DTN, estdo as leishmanioses, grupo de infecgdes parasitarias
vetoriais que afetam varias regides tropicais e subtropicais, impactando de maneira significativa as
populacdes mais vulneraveis. Essas enfermidades, que incluem diferentes manifestagdes clinicas,
desde a forma cutidnea até a visceral, apresentam caréncia de investimentos em pesquisa,
diagnostico, tratamento e controle, o que contribui para sua persisténcia e para o desafio constante

de reduzir sua incidéncia e impacto na saude publica (PAHO/WHO, 2023a; WHO, 2023a).

2.2 Leishmanioses

2.2.1 Aspectos Gerais

As leishmanioses sdo doencgas causadas por varias espécies de protozoarios flagelados do
género Leishmania pertencentes a familia Trypanosomatidae e classe Kinetoplastida (ALVAR et al.,
2012; LAINSON; SHAW, 2005). Os ciclos de transmissdo variam de acordo com a regido
geografica, as espécies, os vetores e os reservatorios (AKHOUNDI et al., 2016).

A transmissao do parasito ocorre durante o repasto sanguineo das fémeas de flebotomineos
infectadas, as quais alimentaram-se anteriormente em um mamifero infectado. Estdo descritas como
vetores comprovados ou suspeitos das leishmanioses mais de 600 espécies de flebotomineos. No
Velho Mundo, os géneros mais relevantes sao Phlebotomus sp. e Sergentomyia sp. (ALEMAYEHU;
ALEMAYEHU, 2017), enquanto no Novo Mundo inclui-se Lutzomyia sp., Brumptomyia sp.,
Nyssomyia sp., Psychodopygus sp., Warileya sp., Bichromomyia sp. e Trichophoromyia sp.
(ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017; GALATI; RODRIGUES, 2023).

O padrio de transmissdo pode ser zoondtico, com a necessidade de uma espécie de
mamifero ndo humano atuando como reservatdrio, ou antroponético, em que o proprio ser humano
faz o papel de reservatorio (STEVERDING, 2017). Existem outras formas de transmissao menos
comuns, como: transfusdo de sangue, compartilhamento de agulhas contaminadas e a transmissao
vertical de mae para filho (COHEN et al., 1991; CRUZ et al., 2002; MEINECKE et al., 1999).

Os protozoarios do género Leishmania sdo parasitos intracelulares obrigatoérios com
tropismo por células do sistema imunologico, especificamente por células fagociticas, como

macrofagos e células dendriticas (BATES, 2007; VAN ASSCHE et al., 2011). As diferentes espécies
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de Leishmania sao morfologicamente semelhantes, mas ocasionam formas clinicamente distintas;
esse fato resulta da interagdo parasito-vetor-hospedeiro (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

As trés principais formas clinicas da parasitose sdo: leishmaniose cutanea (LC),
leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2023). A LC ¢ a
manifestagdo clinica mais comum, causando lesdes e Ulceras na pele, principalmente em partes
expostas do corpo, deixando estigmas ao longo da vida. A LMC causa a destrui¢do parcial ou total
das membranas mucosas do nariz, boca e garganta. A forma clinica mais grave ¢ a LV ou calazar,
caracterizada por evolucdo cronica e envolvimento sistémico (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).
Essa apresenta manifestacdes varidveis como febre persistente e irregular, palidez, esplenomegalia
associada ou ndo a hepatomegalia e, quando nao tratada, pode ser fatal (WHO, 2019).

Atualmente, existem no mundo aproximadamente 20 espécies de Leishmania patogénicas ao
homem. Dessas, 15 apresentam grande importancia nas Américas (Quadro 1) INCEBOZ, T., 2019;
ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD, 2019). No Brasil, as espécies com maior
importancia em saude publica sdo L. (Leishmania) amazonensis, L. (Viannia) braziliensis, L. (V.)

guyanensis e L. (L.) infantum (ALVAR et al., 2012; BRASIL, 2023).

Quadro 1 - Espécies de Leishmania identificadas em humanos e formas clinicas nas Américas.

L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanoi L. panamensis L. guyanensis
L. venezuelensis | L. shawi
L. garnhami L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni

L. lindenbergi
L. peruviana

L. colombiensis

Visceral Cutanea Cutanea Mucosa

Fonte: Adaptado: (PAHO/WHO, 2019).

2.2.2 Ciclo Biologico de Leishmania spp.

O ciclo biolégico de Leishmania spp. apresenta complexidade por conter diferentes estagios
em que o parasito passa por diferenciacoes morfofisioldgicas para completar seu ciclo de
desenvolvimento e para a manutencao da espécie (GLUENZ; GINGER; MCKEAN, 2010). Além
disso, esses protozodrios sdo parasitos de ciclo heterexeno, envolvendo hospedeiros vertebrados e

invertebrados (vetores), que sdo os flebotomineos (SASIDHARAN; SAUDAGAR, 2021).
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As espécies do género Leishmania apresentam duas principais formas evolutivas: amastigota
e promastigota. A amastigota exibe um aspecto arredondado, com presenga do cinetoplasto
localizado préximo ao nucleo e flagelo interiorizado (Figura 1A). Estas formas estdo presentes
dentro de células do sistema fagocitico mononuclear no hospedeiro vertebrado. As promastigotas,
presentes no trato digestivo do hospedeiro invertebrado, sdo caracterizadas por apresentarem flagelo
livre, com cinetoplasto localizado entre o nucleo e a extremidade anterior, exibindo morfologia

alongada (Figura 1B) (BATES, 2007; GLUENZ; GINGER; MCKEAN, 2010).

Figura 1 - Formas evolutivas de Leishmania sp. A: Forma amastigota em aspirado de medula 6ssea

de humano. B: Forma promastigota em meio de cultura.

A 20 ym B
.-
<e - -'"b
‘.
L]
»
: n
g’.. \
o * 0 . - » 4
"
7 T
EY o
/.. . /v

Fonte adaptada: A. (Alves et al. 2024). B. Atlas Virtual de Parasitologia Humana
(https://sites.google.com/ufims.br/atlasparasitologiaufms).

A infeccdo do hospedeiro invertebrado por Leishmania spp. ocorre durante o repasto
sanguineo em um vertebrado infectado, quando sdo ingeridas as formas amastigotas. No trato
digestivo do inseto, as amastigotas sofrem diferenciagdo e transformam-se em promastigotas. Apos
sucessivas etapas de divisdo e migrac¢do para o intestino médio anterior, as promastigotas se tornam
formas infectantes para o hospedeiro vertebrado (promastigotas metaciclicas). Adaptadas para uma
transmissao bem-sucedida, as promastigotas metaciclicas fixadas a valvula estomodeal do inseto sao
inoculadas durante a telmofagia, quando um novo hospedeiro vertebrado, entdo, ¢ infectado
(BATES, 2007).

No hospedeiro vertebrado, as promastigotas metaciclicas sdo internalizadas por macréfagos,
originando o vactolo parasitéforo e se diferenciando em amastigotas. O ambiente dentro do
vactolo ¢ acido, mas as amastigotas conseguem sobreviver e proliferar at¢ romper a célula
parasitada, invadindo novas células. As amastigotas liberadas iniciam uma cadeia de infec¢des

levando as manifestacdes clinicas, as quais estdo relacionadas ao tropismo por diferentes tipos de


https://sites.google.com/ufms.br/atlasparasitologiaufms

17
células do sistema imune, variando de acordo com a espécie de Leishmania € com a resposta do
hospedeiro envolvido (DE MENEZES; SARAIVA; DA ROCHA-AZEVEDO, 2016;
SASIDHARAN; SAUDAGAR, 2021).

A Figura 2 representa um esquema ilustrativo do ciclo bioldgico da Leishmania.

Figura 2 - Ciclo Biologico de Leishmania spp. nas Américas.
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Fonte adaptada: (PAHO/WHO, 2019).
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2.2.3 Historico

A origem do género Leishmania esta documentada em dois fosseis de flebotomineos, um
encontrado em uma fémea ingurgitada de Palaecomyia burmitis e o outro em Lutzomyia adiketis.
Ambos insetos estavam preservados em ambar, com idades estimadas em 100 milhdes e 20 a 30
milhdes de anos, respectivamente (POINAR; POINAR, 2004; STEVERDING, 2017). A origem
geografica das diferentes espécies ainda ¢ muito discutida e trés hipdteses principais foram
propostas (STEVERDING, 2017).

Na hipétese supercontinental, o género Leishmania evoluiu na era Mesozoica antes da
separacao da Pangea (THOMAZ-SOCCOL et al., 1993).

A hipotese Paleartica sugere que Leishmania sp. teve origem na regido Paleartica, que inclui
a Europa, a Asia ao norte do Himalaia, o norte da Arabia e a Africa ao norte do Saara, no periodo
Paleoceno, 66-56 milhdes de anos atras (KERR, 2000; STEVERDING, 2017).

A hipdtese Neotropical propde que Leishmania sp. pode ter sido introduzido durante o
Mioceno (23-5,33 milhdes de anos atras) na regido Neotropical, antes do levantamento do istmo do
Panamd. Esse fato pode explicar a maior diversidade de Leishmania sp. no Novo Mundo em
comparacao ao Velho Mundo, devido as mudancas climéticas e a ado¢do de novos hospedeiros pelo
vetor (LAINSON; SHAW, 1987) .

A LV foi observada pela primeira vez em 1885 na India pelo médico escocés David Douglas
Cunningham (BASANO; CAMARGO, 2004). No ano de 1900, William Leishman — patologista
inglés que havia servido na India pelo exército britanico — observou em um esfregago de um
soldado formas ovoides e, assim, prop0s que tais formas estavam relacionadas a tripanossomiase.
Algum tempo depois, Charles Donovan fez a mesma observagao em autopsias de nativos indianos.
No entanto, apenas em 1898, foi chegada a conclusdo — pelo médico Ronald Ross - de que as
parasitos descobertos por Leishman e Donovan eram protozoarios (STEVERDING, 2017).

O primeiro caso de LV relatado no continente americano foi em 1911, no Paraguai, em um
individuo proveniente do municipio de Corumbé, Mato Grosso (atual Mato Grosso do Sul). O
paciente era um imigrante italiano que havia trabalhado na constru¢do da Ferrovia Sao
Paulo-Corumba (MIGONE, 1913).

Em 1934, emergiu a primeira evidéncia definitiva da doenca no Brasil, descrita por Henrique
Penna, patologista do Instituto Oswaldo Cruz (PENNA, 1934). Por muitos anos, a LV manteve-se
restrita a regido nordeste do pais, sendo considerada uma zoonose esporadica de carater silvestre ou
rural, que atingia homens e cdes que viviam ou entravam em contato direto com esses ambientes
(ALENCAR, 1962; DEANE; DEANE, 1954). Na década de 1980, a doenca emergiu em areas
urbanas e periurbanas de outras regides do pais, como o Sudeste, Centro-Oeste e Sul, devido as
modificacdes socioambientais e ao €éxodo rural, as mudancas ambientais e climaticas, a agdo

antropica e, consequente, a adaptacdo do vetor (BRAZIL; BRAZIL, 2003; COSTA; PEREIRA;
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ARAUIJO, 1990).

2.3 Leishmaniose Visceral

2.3.1 Aspectos Clinicos

A leishmaniose visceral (LV) representa a forma clinica mais grave do grupo das
leishmanioses, pois quando nao tratada pode levar a morte. Caracteriza-se como uma doenca
cronica, com amplo espectro clinico, podendo apresentar quadros leves, moderados e graves. O
periodo de incubagdo ¢ de duas semanas a 18 meses. A fase aguda da doenga pode se manifestar
com reagdes inflamatorias graves, desenvolvendo-se de dois a oito meses apds a infec¢do, e quando
cronica, os sintomas da LV podem levar anos para aparecer. A parasitose expressa um carater
progressivo com taxa de letalidade de 75% a 95% quando ndo tratada; a morte ocorre dentro de dois
anos de infec¢do, mas em algumas situagdes pode ocorrer cura clinica espontdnea (READY, 2014).

O parasito tem preferéncia por células do sistema fagocitirio mononuclear, mais
frequentemente macréfagos, afetando principalmente, linfonodos, baco, figado, medula dssea e,
menos comumente, rins, tecido linféide associado ao intestino humano (GALT -Gut-associated
Lymphoid Tissue), pulmdes e pele. A infec¢do pode ser assintomatica e, quando sintomatica, os
sinais sdo inespecificos, facilmente confundidos com diferentes processos infecciosos
(PAHO/WHO, 2019; PEDROSA, CELIA M. S., 2017; SAGAERT et al., 2012).

As manifestacdes clinicas mais comuns da LV incluem febre persistente e irregular,
esplenomegalia, hepatomegalia, anemia, pancitopenia, fraqueza, hipergamaglobulinemia e perda de
peso. A alta carga parasitdria pode gerar como consequéncia a desnutricdo aguda ou
emagrecimento, especialmente em individuos com coinfec¢do HIV/LV e em criangas menores de
cinco anos, embora ndo esteja claro se esse efeito ¢ uma causa ou consequéncia do estado
nutricional deficiente (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A LV em pacientes imunossuprimidos pode se manifestar de forma atipica alterando todos
os sistemas organicos, como ¢ relatado em casos de coinfeccdo com HIV. Nesses casos, sdo
observados um maior envolvimento de sinais clinicos gastrointestinais, diarréia, manifestagoes
cutaneas, além dos sinais ¢ sintomas comuns a LV mais exacerbados. Outrossim, os coinfectados
pelo HIV apresentam maior taxa de letalidade, possibilidade de falha do tratamento inicial e
recidivas devido ao curso cronico da doenga (HURISSA et al., 2010; JARVIS; LOCKWOOD,
2013).

Em areas endémicas, a infec¢ao pelo HIV aumenta o risco de desenvolver LV em 100 a
2.320 vezes. Ambas infec¢gdes mudam a resposta imunoldgica predominantemente celular de Thl
para Th2 através de mecanismos complexos mediados por citocinas, levando a um efeito sinérgico

prejudicial a resposta imune celular. Isso pode levar a progressdo da clinica nos individuos
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infectados pelo HIV, desenvolvendo condi¢des definidoras de AIDS (JARVIS; LOCKWOOD,
2013; SHANKAR et al., 2009).

A LV também pode se expressar em duas complicagdes conhecidas como Leishmaniose
Dérmica Pos Kala-azar (PKDL) e Leishmaniose Dérmica Para-kala-azar (PARA-KDL), comuns em
areas endémicas (ZIJLSTRA, 2019).

A PKDL ¢ uma doenga dermatoldgica que pode levar a estigmatizagdo. Os sintomas da
PKDL geralmente surgem em seis meses a varios anos apds a aparente remissao clinica da LV. A
PKDL ¢ identificada pela presenca de lesdes cutaneas maculares, papulares ou nodulares nas quais
os parasitos Leishmania sp. podem ser visualizados na bidpsia. A lesdo se inicia na regido do rosto,
ao redor da boca e pode se espalhar para outras partes do corpo (WHO, 2019; ZIJLSTRA et al.,
2003).

A PKDL esta associada a coinfec¢do HIV/LV, sendo mais frequente e grave nesse grupo,
predominantemente caracterizada por lesdes multiplas, ndo ulcerativas, principalmente nodulares,
com parasitos abundantes na lesdo, muitas vezes com distribuicdo e evolugdo atipicas (ZIJLSTRA,
2014).

Quando disturbios dermatolégicos ocorrem simultaneamente com LV ativa, eles resultam
em uma forma clinica intermediaria denominada como Para-KDL (MONIRUZZAMAN et al.,
2023). As manifestagde clinicas sdo uma combinagdo das condic¢des clinicopatoldgicas de LV e
PKDL em pacientes com Para-KDL, que apresentam um historico de febre por semanas ou meses e
sintomas constitucionais como perda de peso, fraqueza, hepatoesplenomegalia, anemia e erupcao
cutdnea plana hipopigmentada (macular), combinada com erup¢do cutanea levemente elevada

(maculopapular) ou elevada (nodular) (MARUF et al., 2023; ZIJLSTRA et al., 2003).

2.3.2 Epidemiologia

A LV ¢ uma morbidade negligenciada distribuida em todos os continentes, exceto na
Oceania e na Antartida, sendo endémica em 70 paises (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).
Segundo a OMS, os casos de LV sao subnotificados, estimando-se que a cada ano surjam de 50.000
a 90.000 novos casos, com potencial para a ocorréncia de surto ¢ mortalidade. A enfermidade esta
distribuida principalmente em sete paises, representando 90% dos casos mundiais. Os paises
participantes dessa lista sdo: Brasil, Etiopia, India, Quénia, Somalia, Sudao do Sul e Sudao (WHO,
2023a).

Nas Américas, a LV atinge 13 paises, como Colombia, Venezuela, Paraguai e,
principalmente, o Brasil - responsavel por mais de 92% dos casos (PAHO/WHO, 2023b). De
acordo com a OPAS, em 2021, os cinco municipios brasileiros que registraram maior numero de

casos foram: Fortaleza (CE), Belo Horizonte (MG), Sao Luis (MA), Araguaina (TO) e Paraupebas
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(PA). Nesse mesmo periodo, as regides foram classificadas quanto a intensidade de transmissdo.
Nos quesitos transmissdo muito intensa e transmissdo intensa, todos os municipios que entraram
nesses grupos eram brasileiros (Figura 3) (BRASIL, 2022a; PAHO/WHO, 2022). No estado de
Mato Grosso do Sul, trés cidades foram classificadas como areca de transmissdo intensa: Trés

Lagoas, Corumbé e Campo Grande (BRASIL, 2022b).

Figura 3 - Estratificagdo de risco da leishmaniose visceral por municipio de infec¢do. Brasil, de

2020 a 2022.
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Fonte: SVSA/MS, 2022.

No Mato Grosso do Sul, em 2022, foram diagnosticados 152 casos de LV, com 12,5% de
letalidade; quando comparado com o ano de 2021, houve um aumento de 50% da leatlidade. Na
analise retrospectiva de 2002 e 2022, em relagdo ao numero de casos confirmados e suspeitos,
observou uma uma tendéncia de alta, como ilustrado na Figura 4 (MATO GROSSO DO SUL,
2023).

Figura 4 - Distribui¢do dos casos suspeitos, confirmados e 6bitos por LV no estado de Mato Grosso

do Sul, no periodo de 2013 a 2022.
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2.3.3 Agentes Etiologicos da Leishmaniose Visceral

A LV, conhecida popularmente como “Calazar ou Kala-azar”, tem como agente etioldgico
protozoarios com a seguinte classificagao (COX, 2005; LAINSON; SHAW, 2005):
Reino: Protozoa Goldfuss, 1818
Filo: Euglenozoa Cavalier-Smith, 1998

Classe: Kinetoplastea Honigberg, 1963
Ordem: Trypanosomatida Kent, 1880 Familia:
Trypanosomatidae Doflein, 1901

Género: Leishmania Ross, 1903

Subgéneros: Leishmania Ross, 1903

Existe uma diversidade de espécies de Leishmania com importancia médica, para as quais a
classificagdo e a identificagdo taxonomicas sdo fundamentadas em caracteristicas bioldgicas,
bioquimicas, genéticas e ecoldgicas, incluindo a manifestagdo clinica da parasitose, o
desenvolvimento nos hospedeiros (vertebrado e invertebrado) e na distribuicdo geografica
(LAINSON, 2010; LAINSON; SHAW, 2005; SCHONIAN; MAURICIO; CUPOLILLO, 2010).

As espécies envolvidas na patologia da LV sdo Leishmania donovani, comum na Asia e
Africa, e L. infantum, presente na Bacia do Mediterraneo, Oriente Médio, Asia Central, América do
Sul e América Central (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; MOHAMMADI et al., 2022;
WAMALI et al., 2020). Tanto a L. donovani quanto a L. infantum, além de causar quadro clinico
caracteristico visceral, podem se disseminar gerando lesdes na pele, muito relacionadas ao estado

imunolédgico do hospedeiro (KARIMI; ALBORZI; AMANATI, 2016).
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Existem relatos de outras espécies menos comuns causando LV, como L. amazonensis, no

nordeste e sudeste brasileiro, e L. tropica no Ira (MOHAMMADI et al., 2022; PORTO et al., 2022;
VALDIVIA et al., 2017).

2.3.4 Hospedeiros, Reservatorios e Vetores

A transmissdo do parasito ao homem e outros hospedeiros mamiferos ocorre durante o
repasto sanguineo de fémeas de dipteros pertencentes a Familia Psychodidae, Subfamilia
Phlebotominae, popularmente conhecidos como flebotomineos, “mosquito palha”, “asa branca”,
“asa dura”, “cangalhinha”, “birigui”, “fleboti”, “tatuquira” entre outros (LAINSON; RANGEL,
2005).

Os flebotomineos sdo artropodes pequenos, com aproximadamente 2 a 3 mm de
comprimento, aspecto hirsuto e coloracdo variando de castanho claro a escuro ou acinzentado.
Apresentam térax arqueado, com pernas longas e asas lanceoladas, que durante o pouso se mantém
eretas, e possuem habitos preferencialmente crepusculares e noturnos (BRAZIL; BRAZIL, 2003).

No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissdo de L. infantum sao Lutzomyia
longipalpis e Lutzomyia cruzi (LAINSON; RANGEL, 2005; OLIVEIRA et al.,, 2017). No
subcontinente indiano, as espécies vetoras na transmissdo de patogenos sao Phlebotomus
argentipes, Phlebotomus orientalis € Phlebotomus martini (SHARMA; SINGH, 2008), enquanto as
espécies Phlebotomus perniciosus € Phlebotomus ariasi estdo envolvidas na transmissdo na regiao
do Mar Mediterraneo (FRAGA et al., 2012).

No ciclo de transmissdo do parasito, alguns mamiferos podem atuar como reservatorios. A
transmissdo de L. domovani ¢ antroponoética; isto €, o humano atua como reservatorio, ja os
reservatorios de L. infantum podem ser animais silvestres e domésticos, sendo a transmissao
denominada como zoondtica (LAINSON; RANGEL, 2005). Em ambientes silvestres, estes sao,
principalmente: os canideos Cerdocyon thous, Lycalopex vetulus € Speothos venaticus; os felideos
Panthera onca e Felis concolor; os gambas Didelphis marsupialis e Didelphis albiventris. Na area
urbana, a principal fonte de infeccdo para o vetor sdo os caes domésticos (Canis familiaris), que

apresentam intenso parasitismo cutaneo (COSTA, 2005; LAINSON; RANGEL, 2005).

2.3.5 Diagnéstico

No Brasil, a LV ¢ uma de doenga de notificagdo compulsoéria e sdo considerados como casos
suspeitos, individuos procedentes de area de transmissao (endémica) em qualquer idade, com
quadro clinico de febre persistente, hepatomegalia, esplenomegalia, pancitopenia,
hipergamaglobulinemia e perda de peso. A confirmac¢do do caso pode ser definida por critérios

clinico-epidemioldgicos ou clinico-laboratoriais (BRASIL, 2023, 2014). Os diagnésticos clinico e
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laboratorial, bem conduzidos e associados, sdo vitais e extremamente importantes, pois auxiliam no
manejo ¢ na conduta médica, reduzindo o surgimento de complicagdes e mortalidade. Para o
diagnostico presuntivo de LV, sdo utilizados aspectos clinicos, epidemiologicos da doenga e exames

laboratoriais (PAHO/WHO, 2022).

2.3.5.1 Diagnostico Clinico-Epidemiolédgico

O diagnéstico clinico-epidemiologico envolve uma combinagdo de sinais clinicos, historico
epidemioldgico do paciente e suspeita clinica com base em fatores como a presenca de sintomas
caracteristicos da doenga e do contexto geografico/endémico. No Brasil, o Ministério de Saude
inclui como critérios para esse diagnostico da LV: individuo clinicamente suspeito, residente ou
procedente de area com transmissdo de LV, sem confirmagdo laboratorial, mas com resposta
favoravel ao tratamento especifico (BRASIL, 2011).

No entanto, o diagndstico clinico-epidemioldgico é complexo por sua apresentacdo se
sobrepor a outras infec¢des, sendo primordial o uso de multiplas abordagens para aumentar a
precisdo diagndstica (REIMAO et al., 2020). Na LV, esses exames podem ser realizados pela
identificagdo do parasita por meio de amostra de tecido ou aspirado de medula 0&ssea, por teste

sorologico ou molecular (MONDAL; BHATTACHARYA; ALI 2010).

2.3.5.2 Diagnostico Parasitoldgico

O diagnéstico parasitologico pode ser de forma direta ou indireta. No parasitoldgico direto
busca-se a observagdo em microscopio optico da forma amastigota de Leishmania sp. em amostras
de aspirado de medula 6ssea, biopsia hepatica ou ganglios linfaticos. Os esfregacos de tecidos sao
fixados e corados com Giemsa ou Leishman (SUNDAR et al., 2002; SRIVASTAVA et al., 2011;
BRAZIL., 2014).

O diagnostico parasitologico indireto para LV baseia-se no isolamento do parasito a partir de
amostra biologica oriunda de pacientes, a qual é inoculada em meio de cultura bifasico
Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) e em temperatura adequada para o crescimento de formas
promastigotas (BRAZIL., 2014; SANTOS et al., 2018) A observacdo da presenca do parasito pode
ocorrer apds sete dias do isolamento podendo se estender por semanas; essa ¢ feita a fresco, sem
necessidade de fixar e corar o material, utilizando-se o microscopio 6ptico, onde ¢é verificada a
motilidade da Leishmania sp. (MAURYA et al., 2010; SRIVASTAVA et al., 2011).

O diagnostico parasitologico, dentro dos exames laboratoriais das leishmanioses, continua
sendo o padrio ouro pela alta especificidade, mesmo apresentando baixa sensibilidade e

necessitando de profissionais capacitados (REIMAO et al., 2020).
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2.3.53 Diagnostico Sorologico

Baseado na presenca de resposta humoral especifica, os métodos soroldgicos mais
comumentes usados no diagnostico de LV sdo: teste de imunocromatografia ou teste rapido (TR),
teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA)
(BRASIL, 2011; SRIVASTAVA et al., 2011)

O teste de imunocromatografia, amplamente conhecido como teste rapido devido a sua
rapida aplicacdo e leitura, que ocorre em um intervalo de 10 a 20 minutos com resultados bindrios
(positivo ou negativo), baseia-se na utilizagao de uma proteina recombinante (rK39) como antigeno,
apresentando uma especificidade de 98% e uma sensibilidade que varia entre 94% e 96%. No
Brasil, o Ministério da Satde atualmente recomenda o uso deste teste para diagnosticar a LV, com o
objetivo de expandir sua aplicacdo nas Unidades Basicas de Saude (BRASIL, 2024). No entanto,
essa abordagem enfrenta limitacdes na diferenciacao entre infecgdes atuais, subclinicas ou passadas.
Ademais, em pacientes infectados pelo HIV/AIDS, a sensibilidade do teste ¢ reduzida, sendo de
aproximadamente 60% (REIMAO et al., 2020; SRIVASTAVA et al., 2011).

Baseado na deteccao de anticorpos, o teste RIFI apresenta sensibilidade nos estagios iniciais
da infeccao e, apos um periodo de seis a nove meses apos a cura, sao indetectaveis. A titulagdo para
o resultado positivo deve ser superior ao ponto de corte de 1:40 (BRASIL, 2014; SRIVASTAVA et
al., 2011). Recentemente, o Ministério da Satde descontinuou a utilizagdo da RIFI para diagnostico
de LV, uma vez que estudos demonstraram sua acurdcia inferior a outros métodos disponiveis
(FREIRE et al., 2019; SOUZA-FILHO et al., 2024; BRASIL, 2024).

O ELISA, atualmente, tem sido utilizado com o antigeno o rK39 por apresentar sensibilidade
e especificidade de 100% e 96%, respectivamente (EJAZI; ALI, 2013). A vantagem dessa técnica
estd relacionada a quantidade de amostras que pode ser lida de uma s6 vez utilizando diferentes
tipos de antigenos e amostras. Em contraponto, a desvantagem estd relacionada ao alto custo em
equipamentos, necessidade de profissionais especializados e ao extenso tempo para leitura, além da
falta de discriminacdo entre doenca ativa e cura clinica, limitando-se, entdo, seu uso em regides
endémicas (REIMAO et al., 2020).

No diagnostico para LV, os testes sorologicos apenas tém valor definido em
imunocompetentes. No caso de pacientes HIV/LYV, esses testes ndo sao utilizados como critério para

exclusdo diagnostica de LV, por apresentarem baixa sensibilidade (BRASIL, 2015).

2.3.54 Diagnostico Molecular

Os métodos moleculares t€ém por objetivo identificar e analisar informagdes genéticas em

patogenos, associagdes especificas em doencgas, predisposi¢des e diversos outros aspectos de
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interesse médico (VAN BELKUM, 2003). Para o diagnostico de LV, os testes sdo baseados na
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento de DNA (REIMAO et al., 2020).

2.3.54.1 Ensaios Baseados em PCR

Os ensaios baseados na PCR permitem a amplificacdo de nucleotideos especificos de um
alvo, que pode pertencer a regides codificantes ou ndo codificantes dos genomas nuclear e
mitocondrial do parasito (REIMAO et al., 2020). Desses alvos, os mais comumente usados para a
detec¢do de DNA de Leishmania spp. sdo: regido do espagador transcrito interno ribossomico (/755)
(SCHONIAN et al., 2003), gene de RNA ribossomico de subunidade pequena (SSU rRNA)
(SALOTRA et al., 2001); DNA cinetoplastidial repetitivo (kDNA) (SALOTRA et al., 2001), gene
que codifica a proteina de choque térmico (HSP70) (MONTALVO et al., 2010) e de genes de
mini-exon (KATAKURA et al., 1998). A extracdo do DNA ¢ feita diretamente de tecidos de 6rgaos
como bago, aspirado de medula 6ssea, ganglios linfaticos, ou ainda, desses tecidos fixados em
laminas de esfregaco (SRIVASTAVA et al., 2011).

O método possui alta sensibilidade, permitindo identificar a espécie de Leishmania por meio
de fragmentos especificos de DNA de um grupo ou de uma espécie, ou ainda, pela combinacao de
uma PCR com uma etapa de digestdo com endonucleases de restricdo, clivando a molécula em
fragmentos de tamanho especifico de cada espécie, os quais sdo revelados por eletroforese em gel
de agarose (MONTALVO et al., 2010; SCHONIAN et al., 2003).

A técnica de PCR em tempo real (QPCR) também permite a quantificacdo da carga
parasitaria utilizando, metodologia 1itil no acompanhamento da evolugdo da infec¢do no paciente e
no monitoramento da cura clinica (MARY et al.,, 2006). Outra ferramenta promissora para o
diagnodstico de LV pela rapidez, praticidade e baixo custo ¢ a amplificacdo isotérmica mediada por
loop (LAMP) (ERBER et al., 2022; REIMAO et al., 2020).

Os ensaios de PCR, embora muito sensiveis, ainda ndo fazem parte da rotina diagndstica nos
servicos de saude pela falta de padronizagdo e otimizacdo de protocolos de extragao de DNA,
controles internos para reacdo da PCR e cepa de referéncia de Leishmania spp. como controle
positivo, além de um programa externo de controle de qualidade (FILHO; MOL; MEDEIROS,
2023; REIMAO et al., 2020).

2.3.54.2  Sequenciamento

Nas ultimas décadas, novas tecnologias moleculares vém sendo desenvolvidas e utilizadas
para o melhor entendimento dos organismos (CARVALHO et al., 2020). O sequenciamento de DNA
baseia-se na incorporagdo de didesoxinucleotideos de terminagdo de cadeia para a determinagdo da

sequéncia de nucleotideos de um determinado fragmento de DNA (SANGER; NICKLEN;
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COULSON, 1977). Esses métodos sao eficientes para identificar espécies, além da compreensdo
das diversas fungdes dos genes, identificar as variagdes genOmicas, avaliar perfis de expressao
génica e auxiliar em estudos filogenéticos (AKHOUNDI et al., 2016; LIU et al., 2012).

O sequenciamento de proxima geracao (NGS, do inglés Next-Generation Sequencing) ¢ uma
tecnologia capaz de gerar gigabases de sequéncias de DNA em um curto espago de tempo e a custos
minimos, utilizando plataformas como a /llumina, que tem se destacado por genotipar grande parte
do genoma de varias espécies de Leishmania (BAXTER et al., 2011; LEPROHON et al., 2015).

A eficiéncia em tempo e custo do NGS fundamenta-se no uso da clonagem in vitro em
sistemas de suporte solido, permitindo que milhares de leituras possam ser produzidas de uma sé
vez. A tecnologia dispensa grande parte do intensivo trabalho laboratorial de produgdo de clones
bacterianos, da montagem das placas de sequenciamento ¢ da separacdo dos fragmentos em géis
(CARVALHO; SILVA, 2010; KU; ROUKOS, 2013).

Os dados gerados pelo NGS permitem o desenvolvimento de estratégias inovadoras para
descobrir e validar diferentes aspectos da biologia de Leishmania sp. Abordagens como a tipagem
de SNPs (do inglés, single nucleotide polymorphism), InDels (do inglés, deletion-insertion variants)
e CNV (do inglés, copy number variation) té€m-se demonstrado eficientes para diferenciar as cepas
de parasitos entre as populacdes naturais de Leishmania sp., assim como para a identificacdo de
marcadores moleculares de resisténcia aos quimioterapicos (CARNIELLI et al., 2018; DOWNING
et al., 2012; LEPROHON et al., 2015).

2.3.6 Tratamento

O tratamento da LV visa controlar a infeccdo. As abordagens terapéuticas podem diferir em
eficacia e efeitos colaterais, sendo conduzidas de acordo com a localidade, as diretrizes especificas
de cada pais ou organizacao de saude, o acesso aos medicamentos, o estado nutricional do paciente,
a coinfec¢do por HIV e outras infec¢des associadas (SINGH et al., 2019).

Na LV, ainda a unica op¢do de tratamento ¢ medicamentosa, a qual ¢ um desafio muito
dificil e insatisfatoria, verificando-se crescente resisténcia medicamentosa (SUNDAR 2017). Os
farmacos disponiveis sdo limitados a compostos antimoniais pentavalentes (SBY), paromomicina
injetavel (PM), miltefosina oral (MF), anfotericina B (AmpB) e pentamidina (ALVES SOUZA et
al., 2019; SCARPINI et al., 2022).

Os SBY apresentam-se em duas formas: estibogluconato de sddio (SSG) e antimoniato de
meglumina (MA), sendo o ultimo o farmaco de primeira escolhano Brasil. A administracdo se da
por via intramuscular ou intravenosa em doses de 20 mg/kg por 28 a 30 dias. O mecanismo de ag¢ao
ainda ¢ pouco compreendido. Sabe-se que atua nas formas amastigotas do parasita, inibindo sua
atividade glicolitica e via oxidativa de acidos graxos. Os medicamentos apresentam elevada

toxicidade, baixa adesdo pelos pacientes em fun¢do dos longos esquemas posoldgicos exigidos, e
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também ha evidéncias de pacientes imunodeprimidos que ndo respondem ao tratamento
(DESJEUX, 1999; GONTIJO; MELO, 2004). Foram descritas como rea¢des adversas: arritmias
cardiacas, alteragdes eletroliticas (intervalo QT prolongado-QTc), taquicardia ventricular,
batimentos ventriculares prematuros, fibrilagdo ventricular e taquicardia ventricular do tipo
“torsades de pointes”, artralgia, mialgia, aumento de enzimas pancredticas e hepaticas (BRASIL,
2014; SUNDAR; CHAKRAVARTY; MEENA, 2019).

A PM é um antibidtico aminoglicosideo com agdo no bloqueio da sintese proteica. E
administrado por via intramuscular em dosagem de 15 mg/kg/dia durante 21 dias. E um farmaco de
baixo custo, utilizado na india, mas de elevado potencial nefrotoxico, ototoxico e hepatotdxico
(MAZIRE; AGARWAL; ROY, 2022; SCARPINI et al., 2022; SUNDAR; CHAKRAVARTY;
MEENA, 2019). No Brasil, esse medicamento nao ¢ administrado para essa enfermidade (BRASIL,
2014).

A MF é o primeiro medicamento anti-Leishmania oral eficaz na LV. E um composto
alquilfosfolipidico com a¢do no aumento da producio de 6xido nitrico nos macrofagos, citotoxico
ao parasita, bem como na alteracdo na composicado da membrana plasmatica ¢ nos danos as
mitocondrias. As doses recomendadas sao de 2 a 2,5 mg/kg por 28 dias. Por se tratar de um
composto teratogénico, ndo pode ser administrado a gestantes. Seus principais efeitos adversos sao:
diarreia, vOmito, desidratagdo e, ocasionalmente, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. Possui
meia-vida longa (aproximadamente uma semana), o que o torna vulneravel ao desenvolvimento de
resisténcia pelos parasitas, como observado na [ndia (MAZIRE; AGARWAL; ROY, 2022;
SUNDAR et al., 2002).

O uso da MF no Brasil, inicialmente, era permitido apenas na leishmaniose visceral canina
(BRASIL, 2016), mas em 2018, o uso em humanos foi liberado para o tratamento da leishmaniose
cutanea no ambito do Sistema Unico de Saude - SUS (BRASIL, 2018).

A AmpB apresenta duas formulagdes: desoxicolato e lipossomal. E um antifiingico que atua
na formacao de poros aquosos devido a alta afinidade por um componente da membrana celular da
Leishmania spp., o ergosterol, provocando a morte celular (SASIDHARAN; SAUDAGAR, 2021).
Sao recomendados como primeira escolha para pacientes com coinfeccdo por HIV e LV
(PAHO/WHO, 2022). A formulacdo de AmpB desoxicolato apresenta maior toxicidade, causando
efeitos colaterais importantes, incluindo nefrotoxicidade, hipocalemia, reagdes a infusdo e
miocardite (KRAFT et al., 2023). A recomendacdo de administracdo pode ser diariamente ou em
dias alternados por infusdo intravenosa em dextrose a 5% por 4 h na dose de 0,75-1,0 mg/kg por 15
a 20 dias (WHO, 2010). A AmpB Lipossomal (LAMB) tem toxicidade reduzida pela formulacao
lipidica, com melhor farmacocinética e biodisponibilidade. O medicamento em questdo apresenta
um alto custo e a dose total varia de acordo com a regido. A administragdo deve ser feita em

ambiente hospitalar, por ser intravenosa, podendo provocar eventos adversos, como febre, cefaleia,
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nauseas, vomitos, tremores, calafrios ¢ dor lombar (PONTE-SUCRE et al., 2017). No Brasil, o
farmaco ¢ recomendado para gestantes, coinfectados HIV/LV e pacientes que tenham
contraindicacdes ou que manifestem toxicidade ou refratariedade relacionada ao uso dos
antimoniais pentavalentes. A administracio do medicamento segue a dosagem de 1,0 a 1,5
mg/Kg/dia durante 21 dias, ou 3,0 mg/Kg/dia durante 10 dias (BRASIL, 2014).

A pentamidina ¢ utilizada como tratamento alternativo, possui alta toxicidade e apresenta
efeitos colaterais, tais como fibrilagao ventricular, diabetes mellitus, anorexia, astenia, nausea, dor
abdominal, hipoglicemia prolongada, taquicardia e outras arritmias e insuficiéncia renal (BRASIL,
2014; PICCICA et al., 2021). O mecanismo de acdo esta envolvido na inibigdo da sintese
ribossomal de proteinas, com interferéncia também na sintese de 4cidos nucléicos e fosfolipidios.
Acumula-se em compartimentos que conttm DNA, como a mitocondria, onde altera o potencial de
membrana mitocondrial, levando a morte celular (BLOCK; SCHMITT; SCHWARZ, 1993; HAFIZ;
KYRIAKOPOULOS, 2023; KITAMURA et al., 1995). Em muitos paises, ¢ recomendada para
profilaxia secundaria na coinfeccdo HIV-LV (SUNDAR; CHAKRAVARTY; MEENA, 2019). A
administracao pode ser intramuscular, intravenosa ou inalatoria. No Brasil, a dose ¢ de 4 mg/kg/dia
em dias alternados, ndo ultrapassando 2 g como dose total, por via intravenosa (BRASIL, 2014).

O Sistema Unico de Saude (SUS) do Brasil disponibiliza gratuitamente o tratamento para LV
com o antimoniato de meglumina como primeira escolha, e a anfotericina B lipossomal como
segunda escolha (BRASIL, 2023).

A terapia multimedicamentosa no tratamento da LV vem sendo explorada e envolve
diferentes combinacdes de medicamentos anti-Leishmania. A combinacdo pode gerar uma atividade
sinérgica ou aditiva, diminuindo a duracdo da terapia e doses administradas, a ocorréncia de efeitos
adversos e o custo do tratamento, aumentando a probabilidade de um melhor desfecho. Também
dificulta a resisténcia aos medicamentos, prolongando assim o uso dos mesmos. Essa abordagem

tem sido usada nos tratamentos para PKDL (SUNDAR; CHAKRAVARTY; MEENA, 2019).

2.3.6.1 Profilaxia Secundaria Para LV

A profilaxia secundaria ou terapia de manutengdo refere-se a medidas preventivas realizadas
apds exposicdo conhecida ou suspeita a um agente patogé€nico, com o objetivo de prevenir o
desenvolvimento de uma infec¢do. Comumente ¢ utilizada ap6s exposi¢do a determinados agentes
infecciosos, como o HIV, hepatite B, raiva e outras doengas transmissiveis, por meio do uso de
medicamentos antivirais, vacinas ou soros especificos (KAPLAN; MASUR; HOLMES, 2002).

Nos casos de LV, a profilaxia secundaria ¢ recomendada em regides endémicas e para
imunocomprometidos. A terapia ocorre apds um ciclo completo de tratamento e ¢ conduzida até que
seja obtida a reconstituicdo imunolédgica adequada (PICCICA et al., 2021).

No Brasil, a profilaxia secundaria ¢ recomendada com anfotericina B lipossomal em
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individuos coinfectados HIV/LV que tenham a contagem de linfécitos T-CD4 abaixo de 350
células/mm°. A suspensio da profilaxia ocorre quando essas células superam o valor padronizado de
350 células/mm?®, o paciente apresenta um bom quadro clinico sem sinais e sintomas de LV por mais

de seis meses e contagem de carga viral indetectavel (BRASIL, 2015).

2.3.6.2 Refratariedade ao Tratamento de LV

A refratariedade refere-se a falta de resposta terap€utica convencional e/ou resisténcia a
intervengdes médicas adequadas ou esperadas (BRASIL, 2014). As falhas terapéuticas e a
refratariedade vém sendo relatadas na LV e, como consequéncia, o aumento da mortalidade mesmo
apds sucessivas tentativas de cura clinica sem sucesso (SUNYOTO; BOELAERT; MEHEUS,
2019). Muitos desses casos estdo ocorrendo no estado de MS, o que gera uma preocupagdo com a
manuten¢do da doenca na regido. Sendo assim, € imprescindivel a descrigdo mais detalhada a nivel
epidemiologico e molecular do parasita que estd causando a refratariedade em pacientes com LV e,
assim, auxiliar na busca por novas drogas ou outros tratamentos para o seu controle (LEPROHON
et al., 2015; MYLER; STUART, 2000).

A persisténcia e o aumento de casos de LV em alguns focos endémicos, como no Brasil e,
em especial em Mato Grosso do Sul, mesmo apos extensas intervencdes de controle, podem estar
relacionados a casos refratdrios aos tratamentos atuais e as variagdes genéticas do parasito. As
relacdes intraespecificas conduzem a uma selecdo natural continua para adaptagio e
contra-adaptacdo. Nesse contexto, tanto o parasito quanto o hospedeiro estdo envolvidos em uma
corrida armamentista evolucionaria, conforme delinecado na "Hipdtese da Rainha Vermelha"
(LIVELY; DYBDAHL, 2000). Neste contexto, presume-se que o sucesso do parasito se manifeste a
nivel molecular, na tentativa de modular as interagdes para que fiquem semelhantes, causando o
minimo de perturbacdo ao hospedeiro (KOEHLER et al., 2007). Estudos genomicos de Leishmania
sp. demonstram que o parasito apresenta alta plasticidade e utiliza a amplificagdo adaptativa de
genes como estratégia para se adaptar ao ambiente (UBEDA et al., 2008).

Nos ultimos anos, pacientes diagnosticados com LV tém demonstrado resisténcia aos
principais farmacos utilizados no tratamento, apresentando varias recidivas e fazendo uso
exacerbado de medicamentos, consequentemente, acarretando em outros problemas de saude devido
a sua toxicidade (CROFT; YARDLEY, 2002). Além de reagdes adversas, o insucesso da cura clinica
acarreta muitos gastos para o sistema de satide publica e ao proprio individuo, implicando em
ocupagdes em leitos hospitalares por longos periodos, altos custos com os quimioterapicos e
incapacidade funcional do paciente (SUNYOTO; BOELAERT; MEHEUS, 2019). Outro ponto esta
relacionado a coinfeccdo HIV/LV, onde de 25 a 61% dos pacientes apresentaram redug¢do na
resposta terapéutica e aumento no numero de recidivas (CASADO et al., 2001;COTA; SOUSA;
RABELLO, 2011).
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Estudos com biomarcadores envolvidos na resisténcia medicamentosa vém ganhando foco
por buscarem o entendimento do controle dos genes de Leishmania spp. na absor¢ao, no sequestro,
na interacdo entre efluxo, mutagdo ou regulacdo negativa de um sistema de captagdao de farmacos
(GOURBAL et al., 2004; SALARI et al., 2022). Atualmente, sdao conhecidos numerosos
biomarcadores de resisténcia aos medicamentos disponiveis para o tratamento das leishmanioses,
como os genes codificadores: da proteina aquagliceroporina (AQP1), do complexo Transportadores
de cassete de ligacdo de ATP (ABC), da Proteina 14-3-3, da Proteina 299 (P299), das histonas H1,
H2A, H2B, H3 e H4, do gene C quinase ativado (LACKI1), da proteina ubiquitina, da permease de
aminoacidos (AAP3), do fosfoglicerato quinase (PGK), da proteina quinase ativada por mitdgeno
(MAPK), da proteina tirosina fosfatase (PTP), da pteridina redutase 1 (PTR1), da triparedoxina
peroxidase (TXNPx), da membrana cinetoplastidica (KMP11), da tripanotiona redutase (TryR), da
calcineurina, de repeticdes ricas em leucina (LRRs), de genes transportadores LiMT e LiRos3,
ARMS58 e ARMS56, HSP23, da proteina serina/treonina fosfatase (proteinas semelhantes a fosfatase
2C), do superoxido dismutase de ferro-A, do transportador de folato 1 (FT1), do HSP83, da proteina
relacionada a calpaina do cinetoplastideo pequeno (SKCRP14.1), do LmACR2, da redutase |
dependente de tiol (TDR1) e da proteina de choque térmico 70 (hsp70) (SALARI et al., 2022).
A identificagdo de biomarcadores de resisténcia permite realizar uma conduta
medicamentosa mais eficiente e personalizada, diminuindo a probabilidade de recaidas e recidivas,

obtendo um desfecho mais favoravel (CARNIELLI et al., 2018).

2.4 Caracterizaciao Genética de Leishmania sp.

O género Leishmania ¢ composto por 39 espécies conhecidas, sendo 20 patogé€nicas ao
homem (INCEBOZ, T., 2019; MAURICIO, 2018). Organismos unicelulares eucariotos apresentam
um mecanismo peculiar de expressao génica. Os genes codificadores de proteinas sdao distribuidos
nos cromossomos como parte de unidades contiguas na mesma fita de DNA e sdo transcritos como
unidades de transcri¢do policistronica (AGABIAN, 1990). O RNA mensageiro (mMRNA) maduro ¢
gerado a partir de transcritos primarios por trans-splicing, em que ha a adi¢do na por¢ao 5’ de uma
emenda lider (SL) de 39 nucleotideos e a cauda poli-A na porcao 3’ (GIBSON; SWINKELS;
BORST, 1988). A expressao génica ¢ controlada pela estabilidade do RNA na auséncia de
promotores, e nido pelo aumento da atividade do RNA polimerase (MULLER et al., 2010;
MULLER; PADMANABHAN; PAPADOPOULOU, 2010). Essa estratégia parece facilitar a
adaptacdo em ambientes de estresse, como sob pressdo a um medicamento. Estdo relacionados a
esse mecanismo, o polimorfismo de unico nucleotideo (SNP), o aumento da expressao génica por
meio da amplificagdo génica ou duplicacdo, exclusdo de genes e aneuploidia (LEPROHON et al.,
2009; MUKHERIJEE et al., 2013; UBEDA et al., 2008).

O género em questao apresenta uma grande variedade gendmica, cada espécie tem diferentes


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dna-strand
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nimeros de cromossomos, assim como diversos conjuntos de genes. Essa variedade pode estar
relacionada a distribui¢do geografica, ao vetor, aos reservatorios e as manifestacdes clinicas
(SANTI; MURTA, 2022). Estudos mostram que a diversidade genética ¢ intraespecifica, variando
com as regides geograficas at¢ mesmo dentro dos paises, sugerindo a existéncia de entidades
ecologicamente divergentes (BOITE etal., 2012; LLANES et al., 2022; ROGERS et al., 2011).

As caracteristicas abordadas refor¢am a necessidade de estudos e abordagens genéticas nas
diferentes espécies de Leishmania, como também nas diferentes cepas circulantes em cada regido. O
entendimento da complexidade dos aspectos gendmicos e da interacdo hospedeiro-Leishmania
contribui para a melhor compreensdo da grande adaptabilidade desses parasitos e seus mecanismos
de resisténcia aos medicamentos e, consequentemente, das falhas terapéuticas (SANTI; MURTA,

2022).
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3 JUSTIFICATIVA

A LV representa a forma clinica mais grave do grupo das leishmanioses, uma vez que
quando ndo tratada pode levar a morte. Caracteriza-se como uma doenga cronica, com amplo
espectro clinico, podendo apresentar quadros leves, moderados e graves. Destaca-se entre essas
manifestagdes a Leishmaniose Dérmica Para-Kala-Azar (Para-KDL), que ocorre de forma atipica,

com manifestagdo simultanea tanto visceral quanto cutanea.

A enfermidade possui uma distribuicdo global e faz parte das doencas negligenciadas, sendo
particularmente prevalente em populagdes de baixa renda. A desnutricdo, o deslocamento
populacional, as mudancas no ambiente humano, as condigdes habitacionais precarias e a
imunodeficiéncia siao fatores associados a ocorréncia da doenca. Além disso, ha desafios
relacionados ao diagndstico, ao tratamento continuo e a resisténcia aos medicamentos
quimioterapicos. Esses problemas contribuem para a complexidade do controle e da gestdo da LV

em nivel global.

Investigagdes extensivas que registrem casos incomuns de leishmaniose, delineiem um perfil
epidemioldgico e conduzam a identificagdo e caracterizagdo genética da espécie de Leishmania nos
casos de LV, sdo ferramentas fundamentais para uma compreensdo abrangente da doenca. Tais
estudos desempenham um papel crucial ao facilitar o diagnostico precoce € a pratica clinica mais
eficaz, além de contribuirem para o desenvolvimento de novos métodos diagndsticos sensiveis e
especificos. Adicionalmente, podem ampliar as op¢des de tratamento disponiveis e fornecer
subsidios para a identificacdo de novos alvos terapéuticos, o que poderia resultar na redugdo da

morbidade e mortalidade associadas a parasitose.
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4 OBJETIVOS

4. 1 Objetivo Geral

Analisar as caracteristicas epidemioldgicas da leishmaniose visceral e genéticas de
Leishmania spp. em pacientes diagnosticados no Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian

da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (Humap-UFMS/Ebserh).

4.2 Objetivos Especificos

Relatar casos atipicos de pacientes com LV: leishmaniose dérmica para-kala-azar

(Para-KDL);

Avaliar e descrever o perfil epidemiologico dos pacientes com suspeita de LV;

Identificar e caracterizar geneticamente a espécie de Leishmania nos pacientes

diagnosticados com LV.
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Abstract

Leishmaniases are a group of neglected vector-borne infectious diseases that are among
the six priority endemic diseases worldwide. Visceral leishmaniasis (VL) is the most severe
clinical manifestation, characterized by systemic and chronic visceral involvement and high
mortality in immunosuppressed and untreated patients. VL can be complicated into post-
kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL), and when dermatologic disorders occur simulta-
neously with active VL, an intermediate clinical form called para-kala-azar dermal leishmani-
asis (para-KDL) occurs. This clinical form is of great epidemiological relevance, as humans
act as a source of infection for vectorial transmission. In the Americas, Brazil is among the
seven countries responsible for more than 90% of VL cases, though reports of PKDL and
para-KDL are rare. This paper presents three cases of VL-HIV co-infection with Leish-
mania-containing skin lesions resembling para-kala-azar dermal leishmaniasis. The cases
were investigated by the team from the Infectious Diseases Department of University Hospi-
tal (HUMAP/UFMS) in Mato Grosso do Sul, Brazil. The three patients exhibited skin lesions
where amastigote forms of L. (L.) infantum were identified. All cases exhibited similar clinical
manifestations of para-KDL, including fever, hepatosplenomegaly, pancytopenia, and dis-
seminated skin lesions. The study described the prevalence of comorbidities, the incidence
of VL relapse, and the therapeutic regimen in relation to the outcomes. The study under-
scores the importance of follow-up and secondary prophylaxis in patients with VL, which are
essential for the efficacy of the treatment. Furthermore, the study provides insight into the
potential epidemiological profile of para-KDL cases in Brazil, which contributes to the devel-
opment of more efficient clinical management strategies for patients.

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0012438  August 26, 2024
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Author summary

Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected vector-borne infectious disease with a systemic
and chronic involvement that is lethal when untreated. Para-kala-azar dermal leishmania-
sis (para-KDL) is a complication of VL, in which the patient presents with dermatological
and visceral manifestations simultaneously. Para-KDL cases are of significant epidemio-
logical importance, as humans act as a source of infection in parasite transmission. In the
Americas, Brazil accounts for over 90% of VL cases. Nevertheless, reports of para-KDL
remain scarce. This paper presents three cases of VL-HIV co-infection with Leishmania-
containing skin lesions resembling para-kala-azar dermal leishmaniasis. The three cases
exhibit similarities in terms of signs and symptoms, diagnostic criteria for AIDS, and the
presence of active VL with skin lesions. The study contributes to the understanding of the
epidemiological profile of para-PKDL cases in Brazil. It highlights the significance of mul-
tidisciplinary follow-up and secondary prophylaxis for patients with VL and emphasizes
the need for more effective clinical management strategies for these patients.

Introduction

Leishmaniases, a group of vector-borne infectious diseases caused by several species of Leish-
mania protozoan parasites, are considered neglected tropical diseases by the World Health
Organization (WHO). They are included among the six priority endemic diseases worldwide,
given that they occur in countries with vulnerable populations. In the Americas, these diseases
represent a significant public health concern due to their high incidence, extensive geographic
distribution, and high morbidity and mortality rates [1,2].

The clinical manifestations of leishmaniasis are dependent upon the causative species and
the patient’s immune response and can be classified as cutaneous leishmaniasis (CL), mucocu-
taneous leishmaniasis (MCL), and visceral leishmaniasis (VL) [1]. Visceral leishmaniasis (VL),
also known as kala-azar, is the most severe clinical manifestation, with a systemic and chronic
involvement of the viscera. It is important to note that VL is a highly lethal disease in untreated
and immunosuppressed individuals, particularly in patients with Leishmania-HIV co-infec-
tion [3,4].

In the 1990s, the concurrence of HIV and leishmaniasis was first observed in countries
along the Mediterranean basin [5]. Currently, there is a high frequency of Leishmania-HIV co-
infection in Ethiopia and Brazil [6]. HIV-positive patients are particularly vulnerable to VL
since this disease contributes to the acceleration of HIV replication and its progression to
AIDS. This interaction between the two conditions represents a substantial challenge in
regions with a high prevalence of co-infection [7].

Visceral leishmaniasis (VL) can result in the development of post-kala-azar dermal leish-
maniasis (PKDL), a dermatological disorder that can lead to stigmatization [8]. The symptoms
of PKDL typically manifest between six months and several years after the apparent clinical
remission of VL. The presence of macular, papular, or nodular skin lesions is indicative of
PKDL, in which Leishmania parasites can be visualized upon biopsy [9]. The incidence of
PKDL is highest in African and Southeast Asian countries, where Leishmania donovani is the
primary causative agent. A review of the literature revealed a paucity of documented cases
from other regions [3].

In the event of dermatological disorders occurring concurrently with active VL, they give
rise to an intermediate clinical form, designated Para-Kala-azar Dermal Leishmaniasis (para-
KDL) [10]. The clinical manifestations of para-KDL are characterized by the development of
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skin rashes that may originate around the mouth and subsequently spread to other parts of the
body. A study conducted in Bangladesh observed a combination of the clinical-pathological
conditions of VL and PKDL in patients with para-KDL, who presented with a history of fever
for weeks or months and constitutional symptoms such as weight loss, weakness, hepatosple-
nomegaly, anemia, and macular or mixed skin lesions (macular, papular, and nodular) [11].
Phenotypes may include the hypopigmented flat (macular) rash, which may be accompanied
by some mildly raised (maculopapular) or raised (nodular) rash [9].

Brazil is one of seven countries with the highest number of cases, accounting for over 90%
of VL cases [3]. However, reports of PKDL and para-KDL are uncommon [8,12-15]. Mato
Grosso do Sul state is considered an endemic region for VL, with 152 new cases and 19 deaths
registered in 2022, representing a 50% increase compared to the previous year [16]. Currently,
there are no reports of para-KDL in the region.

This paper presents three cases of immunocompromised patients with active VL and L. (L.)
infantum-HIV coinfection, which exhibit similar characteristics to those observed in para-
KDL.

Methods
Ethics statement

The study received approval from the Human Research Ethics Committee of the Federal Uni-
versity of Mato Grosso do Sul (CEP/UEMS- 4.628.192), as well as the Human Research Ethics
Committee of the Maria Aparecida Pedrossian University Hospital (HUMAP/UFMS), under
protocol 6/2021/SGPIT/GEP/HUMAP-UFMS-EBSERH. Data contain potential information.
Written informed consent was obtained from patients.

The study participants

This paper presents three cases of patients treated at the Maria Aparecida Pedrossian Univer-
sity Hospital (HUMAP/UEMS) in Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil. The patients
exhibited similar clinical characteristics, prompting further investigation by the medical and
research team. The hospital conducted routine examinations of suspected cases of VL and col-
lected biological material for direct parasitological diagnosis.

The Human Parasitology Teaching and Research Laboratory of the Biosciences Institute at
the Federal University of Mato Grosso do Sul (LPH/INBIO/UFMS) collaborated in the analy-
sis of collected materials, including bone marrow aspirate (BMA), lesion edge biopsy, and
slides. The materials were subjected to indirect parasitological examination and molecular
diagnosis.

Indirect parasitological examination

The bone marrow aspirate (BMA) samples were inoculated into NNN biphasic medium with
liquid phase of Schneider’s insect medium (Sigma-Aldrich, SP/Brazil) supplemented with 20%
fetal bovine serum (Sigma-Aldrich, SP/Brazil), 10,000 U.mL-1 penicillin, 10 mg.mL-1 strepto-
mycin (Sigma-Aldrich, SP/Brazil), and 0.5 mL of male urine. The cultures were incubated at
26°C and observed for the presence of promastigotes, mobile flagellated forms, every seven
days for six weeks [17,18].

For samples of biopsy material from the lesion edge, the biological material was washed
three times in Schneider’s insect medium (Sigma-Aldrich, SP/Brazil) supplemented as
described above [17]. The material was macerated and inoculated under uniform conditions
to prevent contamination by bacteria and fungi.
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Molecular diagnosis and species characterization

BMA, cutaneous lesion samples, and slide scrapings were used for molecular diagnosis. These
materials were fixed, stained, and subjected to DNA extraction. The PureLink Genomic DNA
kit (Invitrogen, Waltham, United States) was used to extract DNA from the BMA and biopsy
materials, following the manufacturer’s instructions. Lesion edge biopsy slides were scraped
with a scalpel, and DNA extraction followed the instructions for the NucleoSpin Tissue kit
(Macherey-Nagel, Diiren, Germany).

The diagnosis was made using polymerase chain reaction (PCR) to identify a 300 base pair
(bp) region of the ribosomal internal transcribed spacer 1 (ITS1). The primers LITSR (5’
CTGGATCATTTTCCGATG 3’) and L5.8S (5 TGATACCACTTATCGCACTT 3’) were uti-
lized. For the polymerase chain reaction (PCR), a solution of 8 uL ultrapure water, 10 uL of 2x
Conventional MasterMix Buffer (QuatroG Biotecnologia, Porto Alegre, Brazil), 1 pL of each
oligonucleotide (10 pm/pL), and 5 uL of extracted DNA was prepared in a final volume of
25 uL. The thermal gradient profile described by Schonian (2003) was followed [19]. The PCR
products were subjected to electrophoresis on a 1.5% agarose gel, and the resulting bands were
visualised using ultraviolet light.

The Leishmania species was identified through the use of the RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) technique with PCR products. The products were digested with Haelll
restriction enzymes (isolated from Haemophilus aegyptius), which cleave fragments into seg-
ments with the 5. .. .GGVYCC... .3’ or 3’....CC Sequence AGG....5 [1]. The reaction con-
sisted of a final volume of 20 pL, including 15 uL of pure ultra water, 2 uL of 10x buffer, 1 uL of
Haelll enzyme, and 2 uL of PCR DNA. The sample was incubated at 37°C in a water bath for
one hour and then for 20 minutes at 80°C. Subsequently, the material underwent electrophore-
sis in a 2% agarose gel with TBE bulffer for two hours, and the bands were observed under
ultraviolet light. The expected fragment sizes for identifying L. infantum are 50 bp and 200 bp,
and for L. amazonensis they are 200 bp and 140 bp [19].

Results
Case 1

In November 2021, a 28-year-old male street vendor from Campo Grande, MS, was referred to
Maria Aparecida Pedrossian University Hospital (HUMAP/UEMS) with acquired immunodefi-
ciency syndrome (AIDS) and syphilis. His CD4 count was 16 cells/mm”. The patient reported a
loss of weight and an itchy rash, accompanied by the appearance of lesions that were pale and
ulcerated, particularly in the upper and lower extremities. These lesions had first manifested
two months prior. In the preceding two weeks, the patient exhibited symptoms of hyporexia,
asthenia, odynophagia, fever (not measured), night sweats, and dry cough. Additionally, he
reported an anus nodule that impeded bowel movements and caused bleeding. His medical his-
tory included a history of alcoholism, tobacco smoking for 10 years, and the use of illicit drugs,
including cocaine, marijuana, and base paste. The patient’s physical examination revealed a
poor clinical state, with emaciation, dehydration, and pallor. Additionally, lymph node enlarge-
ment was observed in the retroauricular, anterior, and posterior cervical chains. Disseminated
nodular lesions were observed predominantly in the face and limbs, in addition to hypochromic
lesions in the upper limbs. No palpable visceromegaly or other alterations were detected. Dur-
ing the patient’s hospitalization, amastigote forms of Leishmania sp. were observed in the bone
marrow aspirate (BMA) and peripheral blood, as well as in the biopsy of skin lesions (Fig 1A
and 1B). Additionally, he was diagnosed with pulmonary tuberculosis and esophageal candidia-
sis. He presented with severe pancytopenia and received a transfusion of three units of packed
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20 ym

2000 pm

Fig 1. Diagnosis of leishmaniasis (Case 1): direct parasitological methods. (A) Amastigote form in bone marrow
aspiration (arrow); (B) amastigote form found in skin lesion biopsy (arrow).

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0012438.9g001

red blood cells. He commenced treatment for leishmaniasis with 50 mg/day of amphotericin B
deoxycholate but was discharged from the hospital after six days without HAART. He declined
to continue the treatment regimen despite being informed of its necessity.

In November 2021, samples of BMA and skin biopsy were submitted for an indirect parasi-
tological test (axenic culture) and molecular diagnosis to the Human Parasitology Laboratory
of the Biosciences Institute of the Federal University of Mato Grosso do Sul (LPH/INBIO/
UFMS). Flagellated parasites were observed in the culture from the first week. A conventional
PCR was performed using primers targeting a region of approximately 300 base pairs (bp) of
the internal transcribed spacer region of the Leishmania ribosomal gene (ITS1), and the para-
site DNA was successfully detected in both materials. The RFLP technique was employed for
the identification of the species, and the amplification products of the positive samples were
subjected to digestion with the restriction enzyme HaellI (isolated from Haemophilus aegyp-
tius)[19], which was compatible with L. (L.) infantum (Fig 2).

The patient returned to HUMAP in January 2022 with complaints of pain in facial lesions
and difficulty swallowing solid food. A physical examination revealed that the facial lesions in
the right malar and bilateral periauricular regions had worsened, with the presence of granulo-
matous tissue on a purplish-red background.
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Fig 2. Molecular diagnosis by RFLP. Positive product amplifications underwent digestion with the HaellI restriction
enzyme. 1: Ladder 100 bp; 2: positive control for Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/1967/PHS),
fragments of approximately 140 and 200 bp. 3: positive control for Leishmania (Leishmania) infantum (MHOM/BR/
2022/072) fragments of approximately 50 and 200 bp. 4: Bone marrow aspirate (BMA) sample (Case 1). 5: Skin lesion
biopsy sample (Case 1). 6: BMA sample (Case 2). 7: BMA sample (Case 3). 8: Skin lesion biopsy sample (Case 3). 9:
positive control for L. (L.) infantum (MHOM/BR/2022/072). 10: positive control for L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/
1967/PH8). 11: Ladder 100 bp.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0012438.g002

He was admitted to the hospital for treatment of infectious diseases diagnosed in his previ-
ous hospitalization, as well as for cytomegalovirus (CMV) intestinal infection, histoplasmosis
(identified from the fungal culture of a skin lesion), and COVID-19. Additionally, he was diag-
nosed with upper digestive hemorrhage. While hospitalized, he developed anemia and severe
thrombocytopenia, with a CD4 count of 1 cell/mm?, requiring hemotransfusion and vasoac-
tive drug therapy. The initial treatment consisted of 25 mg of amphotericin B deoxycholate,
which was discontinued due to deterioration in renal function and replaced with liposomal
amphotericin B (L-AmB). During this period, the patient underwent a 10-day course of treat-
ment for tuberculosis, leishmaniasis, and histoplasmosis, in addition to antiretroviral therapy
(ART) comprising dolutegravir 50 mg every 12 hours, tenofovir 300 mg per day, and lamivu-
dine 300 mg per day. The patient was discharged from the hospital but was scheduled for
maintenance treatment for leishmaniasis and histoplasmosis with liposomal amphotericin B
(L-AmB) 200 mg once a week and follow-up with secondary prophylaxis. Subsequent to his
discharge, the patient failed to adhere to the antiretroviral therapy (ART) regimen.

In March 2022, a second sample of BMA was collected from the patient during their period
of hospitalization following the completion of treatment for leishmaniasis. The sample was
analyzed at the LPH/INBIO/UFMS using direct and molecular parasitological diagnosis. Both
methods yielded negative results. He was readmitted to HUMAP in early July 2022 due to
severe anemia (hemoglobin concentration of 3.8 g/dL), profuse epistaxis, and bleeding from a
skin lesion in his left nostril. However, he was discharged from the hospital three days after
admission. He was readmitted to the hospital at the end of July 2022 in a significantly wors-
ened clinical condition and passed away two days after hospitalization.

Fig 3 presents a timeline of the principal clinical events and associated therapeutic interven-
tions for VL.
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Case 1

AmB-d L-AmB
Nov Jan Mar Jul Jul
2021 2022 2022 2022 2022
| | | |
¢+ X | Kol
AIDS BMA (+) BMA (-) Death
l Biopsy (+)
CD4* =16 CD4 =1
m Active VL € 1st VLdiagnosis
Cutaneouslesions & Renal dysfunction
X Evasion

Fig 3. Main clinical events of Case 1. Timeline of the main events that occurred in case 1. AIDS: Acquired human
immunodeficiency syndrome; L-AmB: liposomal amphotericin B; AmB-d: amphotericin B deoxycholate; BMA: bone
marrow aspirate; VL: Visceral leishmaniasis; Biopsy: biopsy of skin lesions; (+) positive diagnostic; (-) negative
diagnostic; CD4+: CD4 Lymphocyte count; vl: viral load.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0012438.g003

Case 2

A 42-year-old male patient from Campo Grande, MS, was referred to HUMAP/UFMS in May
2017 for a follow-up of AIDS, diagnosed approximately 12 years earlier (2004). The patient
reported a history of alcohol use disorder but denied smoking or using illicit drugs. At the
appointment, the patient was in good health and was taking ART with tenofovir, lamivudine,
and efavirenz. Additionally, the patient was receiving sulfamethoxazole and azithromycin as
primary prophylaxis and L-AmB (200 mg injected every 21 days) as secondary prophylaxis for
VL, which was diagnosed in 2016. Laboratory tests conducted in April 2017 demonstrated a
CD4 count of 93.0 cells/mm?> and an undetectable viral load. On physical examination, the
patient was in a satisfactory general state, hemodynamically stable, and no abnormalities were
observed. In June 2017, the patient exhibited symptoms of chronic diarrhea, loss of appetite,
and a general decline in condition. In November 2017, the antiretroviral regimen was modi-
fied to include zidovudine, lamivudine, and efavirenz due to the development of chronic kid-
ney disease.

Despite the administration of L-AmB every 15 days as secondary prophylaxis, the patient
experienced a recurrence of VL in January 2018. Consequently, the attack treatment was rein-
troduced. Concomitantly, the CD4 count was 123.0 cells/mm?, and the viral load was unde-
tectable. Four months later, in July 2018, the patient returned with complaints of emotional
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lability. Despite a diagnosis of VL and hepatosplenomegaly, the patient exhibited no apparent
signs of illness upon physical examination. In September, the patient exhibited an undetectable
viral load and a CD4 count of 47.0 cells/mm®. In February 2019, the patient experienced
another relapse and received retreatment with L-AmB. In March 2019, the CD4 count was
57.0 cells/mm?, and the viral load was undetectable. In April 2019, the patient presented with
discrete and diffuse erythematous papules and nodules on the face, anteroposterior trunk,
upper limbs, and lower limbs. A skin biopsy was then performed, which revealed the presence
of Leishmania sp. amastigotes. Concomitant severe and refractory pancytopenia was consid-
ered to be secondary to splenomegaly. In May, he underwent splenic embolization, which
resulted in the development of sepsis and an episode of acute on chronic renal failure. Upon
physical examination, the patient was found to be in a poor clinical state, exhibiting pallor,
dehydration, and tachypnea. A leukocytosis with left deviation was identified during a blood
test, and the blood cultures were found to be negative. Antimicrobial therapy with piperacil-
lin-tazobactam and hemodialysis sessions were initiated to stabilise the patient’s condition.

The patient demonstrated a notable improvement in his overall condition during the Sep-
tember 2019 follow-up. Laboratory tests demonstrated a glomerular filtration rate (GFR) of 63
mL/min/1.73 m?, indicative of a significant recovery in kidney function. At that time, he was
undergoing ART with abacavir, lamivudine, and dolutegravir. His CD4 count was 150 cells/
mm?, and his viral load was undetectable. In November 2019, a recurrence of VL was
observed, accompanied by the presence of Leishmania sp. amastigotes in both the BMA and
skin lesion biopsy. This relapse resulted in hepatosplenomegaly and an increase in globulins,
reaching 7 g/dL. Ten doses of pentamidine 150 mg were prescribed between December 2019
and January 2020. L-AmB was administered as a secondary prophylaxis every fifteen days
until the CD4 count reached a level above 350 cells/mm”.

For the identification of Leishmania sp. species, BMA slides dated November 26, 2019 (Fig
4A), and skin lesion imprint slides dated April 9, 2019 (Fig 4B), were used. The biopsy material
from the lesion was insufficient to yield a conclusive result. Nevertheless, the presence of L.
infantum was confirmed in the BMA (Fig 2).

The patient returned for follow-up in February 2020 with an undetectable viral load and a
CD4 count of 353.0 cells/mm”. By July 2020, the CD4 count had increased to 480.0 cells/mm®.
In August 2020, the patient was discharged from secondary prophylaxis due to the favorable
progress indicators and the absence of VL signs and symptoms. By November 2020, the
patient’s general and nutritional condition was satisfactory, and no changes were observed in
laboratory tests during this period.

-
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Fig 4. Diagnosis of leishmaniasis (Case 2): direct parasitological methods. (A) amastigote forms in bone marrow
aspirate (arrows); (B) amastigote form found in a biopsy of skin lesions (arrow).

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0012438.g004
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Fig 5. Main clinical events of Case 2. Timeline of the principal occurrences in Case 2. AIDS: Acquired human
immunodeficiency syndrome; L-AmB: liposomal amphotericin B; AmB-d: amphotericin B deoxycholate; Pent:
Pentamidine; BMA: bone marrow aspirate; VL: Visceral Leishmaniasis; Biopsy: biopsy of skin lesions; (+) positive
diagnostic; (-) negative diagnostic; CD4+: CD4 Lymphocyte count; vl: viral load.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0012438.g005

The most recent appointment at HUMAP occurred in February 2022, with no reports of
adverse events or patient complaints. At the present time, he is being monitored at another
outpatient clinic without any symptoms related to leishmaniasis.

Fig 5 depicts the chronology of therapeutic approaches and pivotal clinical occurrences
associated with VL.

Case 3

A 46-year-old male patient, a rural worker and bricklayer’s assistant, a former smoker and
drinker, and a resident of Campo Grande has been receiving follow-up care at HUMAP since
2014 due to AIDS. In 2016, he experienced an acute renal failure and was diagnosed with VL,
neurotoxoplasmosis, tuberculosis, and porphyria cutanea tarda.

In February 2019, he was hospitalized for 13 days due to the presence of erythematous pap-
ules, bullous, crusted, and non-pruritic skin lesions on his lower limbs, which subsequently
evolved to involve his upper limbs, trunk, face, and posterior cervical region (Fig 6A and 6B).
At this time, the CD4 count was 121 cells/mm?, and the viral load was 83 copies/mm3. Despite
the lack of improvement, in June he returned to the service complaining of spontaneous epi-
staxis (without triggering factors), hepatosplenomegaly, and pancytopenia. A bone marrow
aspiration and biopsy of a skin lesion in the malleolar region were collected, and Leishmania
sp. amastigotes were observed in both materials. The patient was administered liposomal
amphotericin B (L-AmB) at a dose of 250 mg daily for a period of ten days, in addition to
biweekly prophylaxis with the same drug.

The patient reported experiencing palpitations with a sudden onset while at rest on a
monthly basis, beginning in September 2019. The patient was diagnosed with systemic arterial
hypertension (SAH), hypertrophic cardiomyopathy, and pulmonary arterial hypertension. A
CD4 count of 170 cells/mm? with an undetectable viral load was observed in June 2020. Subse-
quently, the secondary prophylaxis for leishmaniasis was modified to an interval of 21 days.
However, in July 2020, the dose of L-AmB was reduced to 150 mg due to alterations in renal
function. Furthermore, in September 2020, the dose was reduced to 100 mg. The patient’s
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Fig 6. Diagnosis of leishmaniasis (Case 3): direct parasitological methods. (A) amastigote forms in bone marrow
aspirate (arrows); (B) amastigote form found in a biopsy of skin lesions (arrow).

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0012438.g006

renal alterations persisted over the following month, necessitating his admission to the hospital
for uninterrupted treatment while his renal, cardiac, and hepatic functions were closely moni-
tored. The administration of L-AmB was gradual, beginning with a dosage of 1 mg/kg (one
vial per day) for three days until a total cumulative dose of 200 mg was reached (adjusted for
renal function at 3 mg/kg for a 63.5 kg patient over 10 days). In the same period, Leishmania
spp. amastigotes were detected again due to erythematous papules persisting, as a result, a
biopsy was performed at the edge of the skin lesion. The patient was discharged from the hos-
pital 12 days after admission and then received 150 mg of secondary prophylaxis at the day
hospital every 21 days. His CD4 count was 135 cells/mm? with an undetectable viral load in
December 2020.

BMA and biopsy of the skin lesion were performed in June 2019 and October 2020 (Fig 6A
and 6B). The samples were sent to LPH/INBIO/UEMS for molecular diagnosis. As with Case
2, DNA was extracted from the scrapings of the slides, and the PCR and RFLP techniques iden-
tified L. (L.) infantum (Fig 2).

In February 2021, the nephrotoxicity of his medication for opportunistic infections with
low functional reserve was evaluated. The treatment for leishmaniasis was modified to a
thrice-weekly infusion of pentamidine with electrocardiogram (ECG) monitoring. The admin-
istration of the novel chemotherapy regimen resulted in a favorable clinical response, with an
increase in the CD4 count to 223 cells/mm? and a reduction in the viral load to undetectable
levels.

Subsequently, a dermatologist was consulted, and a biopsy of a skin lesion on the lower
abdomen was performed. The dermis exhibited a diffuse interstitial inflammatory infiltrate
that contained primarily lymphocytes, histiocytes, and a few plasma cells. The presence of
amastigote-like forms was observed, and an immunohistochemical analysis for Leishmania sp.
was carried out, which yielded negative results. Consequently, secondary prophylaxis for leish-
maniasis using pentamidine was scheduled to be administered biweekly.

The patient demonstrated a notable improvement in the latter half of 2022, with no new
lesions, signs, or symptoms. Furthermore, the CD4 count increased to 397 cells/mm?, while
the viral load was 45 copies/mm”. The patient completed the course of treatment with pentam-
idine following the final administration of the drug in March 2023. During a medical follow-
up in July, the patient reported no fever, cough, sweating, weight loss, or other signs or symp-
toms of illness. Laboratory tests demonstrated a CD4 count of 353 cells/mm” and an undetect-
able viral load. The patient was advised to return for a follow-up consultation in September.
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Fig 7. Main clinical events of Case 3. Timeline of the main events that occurred in case 3. AIDS: Acquired human
immunodeficiency syndrome; L-AmB: liposomal amphotericin B; AmB-d: amphotericin B deoxycholate; Pent:
Pentamidine; BMA: bone marrow aspirate; VL: Visceral Leishmaniasis; Biopsy: biopsy of skin lesions; (+) positive
diagnostic; (-) negative diagnostic; CD4+: CD4 Lymphocyte count; lv: viral load.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0012438.g007

Fig 7 illustrates the clinical events and therapeutic approach for case 3 of VL.
A brief summary of the main events of the three cases is presented in Table 1.

Discussion

This study presents the first description of three cases that exhibit characteristics suggestive of
para-kala-azar dermal leishmaniasis (para-KDL) in the Midwest region of Brazil. Para-KDL is
characterized by the manifestation of visceral infection and skin lesions with abundant para-
sitic forms, and it is considered an intermediate form between PKDL and VL [9]. In immuno-
suppressed individuals, these manifestations are more frequent and severe [5].

Table 1. Summary of reported cases.

Cases 1 2 3
Direct Parasitological examination (Skin biopsy) Amastigote forms of Leishmania | Amastigote forms of Leishmania | Amastigote forms of Leishmania
sp. sp. sp.
Molecular diagnosis of Skin biopsy L. (L.) infantum insufficient material L. (L.) infantum
(RELP)
Direct Parasitological examination Amastigote forms of Leishmania | Amastigote forms of Leishmania | Amastigote forms of Leishmania
(BMA) sp. sp. sp.
Molecular diagnosis of BMA L. (L.) infantum L. (L.) infantum L. (L.) infantum
(RFLP)
Amphotericin B deoxycholate (order of drug Yes (1%) No No
administration)
Liposomal Amphotericin B Yes (2"9) Yes (179/3™) Yes (1%
Pentamidine No Yes (2™9) Yes(2™%)
Secondary Prophylaxis abandonment Yes Yes
Relapses 0 3 1
Duration of follow-up - 5 years (2016-2020) 5 years (2019-2023)
Outcome death completed secondary prophylaxis | completed secondary prophylaxis

1%, 2°4 and 3™ —order of administration of the medication. BMA: Bone Marrow Aspiration.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0012438.t001
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The pathophysiology and immune responses in VL/HIV co-infection and para-KDL are
different. In VL/HIV co-infection, the immune response is predominantly of the Th2 type,
characterized by reduced levels of IL-12, IL-18, and IFN-y. On the other hand, in para-KDL,
the immune response is a combination of Th1/Th2 profiles, with production of IFN-y and per-
sistence of IL-10, as well as a Th17 response. While VL/HIV co-infection induces an immune
response more inclined towards Th2, in para-KDL a mixture of Th1 and Th2 responses is
observed, accompanied by the presence of a Th17 response [5,20,21].

Para-KDL has great epidemiological importance because human patients can serve as a res-
ervoir for Leishmania spp. and play a crucial role in the anthroponotic transmission of the par-
asite [9,21,22].

All three case reports describe patients diagnosed with AIDS who also had active VL and
concomitant skin lesions (Table 1). The clinical manifestations of VL were consistent across all
cases, including fever, hepatosplenomegaly, pancytopenia, and disseminated skin lesions. Fur-
thermore, amastigote forms were observed in both BMA and skin lesion biopsies. The pres-
ence of L. (L.) infantum was confirmed through RFLP analysis of the samples, providing
strong support for the clinical diagnosis of para-KDL.

The available CD4 count data is described in the timeline of each case. Unfortunately, we
do not have cytokine dosages to assess the systemic inflammatory response and the cutaneous
inflammatory response in terms of TH1 or TH2 predominance separately. The low CD4 count
suggests that a systemic TH2 response may have predominated, making it difficult to control
the leishmaniasis [5].

The co-infection of HIV and Leishmania spp. has the potential to compromise the cellular
immune response, which could in turn affect the evolution of the immune response to both
agents. The observed improvement in CD4 count may have resulted from the control of Leish-
mania infection through the use of leishmanicidal drugs, while the control of skin lesions may
have resulted from the improvement in CD4 count due to the use of HAART. These phenom-
ena have been well documented in the studies of Zijlstra [5,23].

In the three cases presented here, dermal lesions cannot be classified as disseminated cuta-
neous leishmaniasis (DL) due to the following reasons: although the clinical characteristics of
the lesions may exhibit some degree of overlap, the parasite identified in these cases was L. (L.)
infantum, while the two species recognized as causing DL are L. (Viannia) braziliensis and L.
(L.) amazonensis. In none of the cases were there reports of primary lesions before the descrip-
tion of multiple lesions, which could suggest hematogenous or lymphatic dissemination of the
parasite, as occurs in DL. Additionally, there were no accompanying mucosal lesions, which
can be present in up to 30% of patients with DL. It is notable that the prevalence of the parasite
in the disseminated form is lower compared to the diffuse form. Moreover, the lesions do not
correspond with the clinical presentation of diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL), which is
characterized by extensive verrucous plaques and mucosal lesions [24].

Concomitant skin involvement in AIDS-associated VL, with identification of L. infantum
in the skin lesions, has been considered an atypical manifestation of VL due to severe immuno-
suppression [25,26]. Cases can only be characterized as para-KDL when they present clinical
and immunopathogenic characteristics similar to PKDL [13], along with macropapular lesions
distributed on the face, trunk, and in patients who have already started antileishmanial treat-
ment. This suggests that specific cellular immunity has begun to be restored. However, in
patients with AIDS, PKDL/para-KDL manifests in a manner distinct from that observed in
non-AIDS patients. This is attributed to the profound reduction in CD4 T lymphocytes, which
is accompanied by a notable prevalence of amastigotes within the lesions and a more pro-
nounced and extensive clinical presentation [5]. The complex interaction between the immune
response and the parasite gives rise to a multitude of designations that may be overlapping and
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even confusing. There arises, therefore, a need for the adoption of a nomenclature that allows
for accurate diagnosis and proper procedures [5].

Cases 2 and 3 describe the characteristics of the chronic active visceral form of the disease,
in which the continuous multiplication of parasites is observed, signs and symptoms persisting
even under prophylaxis [27]. Additionally, the patients experienced relapses of VL, which is
likely attributable to the immunosuppressive effects of HIV. Furthermore, immunodeficiency
is associated with ART, secondary prophylaxis, and CD4 lymphocyte count [28,29].

In HIV patients, a CD4 count below 200 cells/mm” is a significant prognostic factor for sur-
vival, with the potential to facilitate the development of opportunistic diseases, such as VL
[30,31]. This is demonstrated by comparing the low CD4 count of the three reported patients
to the onset of symptoms and the diagnosis confirmation for VL. Cases 2 and 3 demonstrated
an improvement in the clinical picture upon an increase of these cells.

The clinical manifestations of HIV/VL coinfection may be atypical, involving the gastroin-
testinal and respiratory tracts, and kidneys, and inducing hemorrhagic phenomena (epistaxis,
ecchymosis, and hematuria) [32,33]. In all cases reported, the patients exhibited chronic kid-
ney disease. Furthermore, cases 2 and 3 exhibited evidence of cardiovascular and hepatic
involvement. In Case 3, pulmonary arterial hypertension was observed, with multiple possible
etiological factors (HIV infection, cardiomyopathy, chronic obstructive pulmonary disease,
and chronic kidney disease).

In the Americas, the Pan American Health Organization (PAHO) recommends the use of
amphotericin B for the treatment of HIV/VL coinfection, as well as the practice of secondary
prophylaxis in all patients with CD4 counts below 350/mm? [34].

Our service followed the recommendations of the ’Manual de Recomendagdes para Diag-
nostico, Tratamento e Acompanhamento de Pacientes com o Coinfec¢do Leishmania-HIV’
(Manual of Recommendations for the Diagnosis, Treatment and Follow-up of Patients with
Leishmania-HIV Coinfection) [35] during the patients’ treatment period. Accordingly, the rec-
ommended initial treatment was amphotericin B deoxycholate at a dose of 1 mg/kg/day (with
a maximum daily dose of 50 mg and a total cumulative dose of 40 mg/kg/day). Alternatively,
liposomal amphotericin B at a dose of 2 mg/kg/day (with a maximum daily dose of 40 mg/kg
and a total cumulative dose of 40 mg/kg/day) could be considered in the event of adverse reac-
tions or in individuals over the age of 50. As a second-line treatment, pentamidine at a dose of
4 mg/kg/day (administered in ten doses every other day) could be employed in the event of
therapeutic failure with amphotericin.

In the context of the secondary prophylaxis regimen, it is recommended that the aforemen-
tioned dosages be administered every two weeks or every four weeks. The treatment plan is
designed to accommodate the patient’s tolerance, taking into account factors such as the toxic-
ity profile and potential interactions, as well as the conditions of the healthcare service [35]. In
all three cases, the protocols were followed as closely as possible. However, modifications were
necessary in cases 2 and 3 due to observed toxicity, with the aim of preventing further harm to
the patients. Furthermore, studies have demonstrated that the administration of a combination
of two drugs is an effective method for eliminating parasites in patients with PKDL and para-
KDL [11,34].

In general, patients with HIV/VL have low cure rates and high mortality rates. Treatment is
complex and can result in therapeutic failure, high toxicity, and drug resistance [36]. The cur-
rent literature indicates that early diagnosis and treatment, as well as regular secondary pro-
phylaxis and follow-up care provided by a multidisciplinary team, are of significant
importance. This approach led to improved survival rates and even a complete clinical cure of
skin lesions in Case 2. In Case 1, the patient prematurely terminated the treatment regimen,
resulting in a deterioration of his condition upon his return, ultimately leading to his demise.
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In Cases 2 and 3, the patients were treated with a combination of drugs, initially amphotericin
B, followed by pentamidine. The efficacy of this approach is evident from the favourable out-
comes observed in both cases.

In Brazil, the public healthcare system includes two drugs for the treatment of VL patients:
meglumine antimoniate (first-choice drug) and amphotericin B. The criteria for drug choice
are related to contraindications, especially regarding the toxicity of meglumine antimoniate,
which is not recommended for patients with renal or hepatic insufficiency, pregnant women
and HIV patients [35]. Both treatments are conducted in a hospital setting, which may contrib-
ute to low compliance and high dropout rates.

Another factor that is worthy of consideration is the elevated expense associated with antil-
eishmanial treatment [36]. As previously reported in Cases 2 and 3, the process from diagnosis
to treatment completion can be lengthy, with Case 3 spanning over five years. The patient in
Case 3 is still on secondary prophylaxis. It is important to note that all administration of drugs
for VL occurs in a hospital environment, which is costly and occupies beds, supplies, and
requires periodic tests to monitor drug toxicity. These costs are a significant burden on health
systems and on patients themselves, who lose days of work and must pay for transportation to
the health unit [37].

The report discusses cases with symptoms that may overlap with other comorbidities,
including syphilis, histoplasmosis, tuberculosis, and other conditions related to the prevalent
PLECT syndrome in Brazil [38,39]. This underscores the significance of para-KDL as a differ-
ential diagnosis in endemic areas, which can result in more favourable outcomes for patients.
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Resumo

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenga tropical negligenciada que tem destaque entre
as principais condigdes de saude negligenciadas globalmente, caracterizada por um
espectro cronico e sistémico, podendo ser grave e letal se ndo tratada. As regides tropicais
e subtropicais constituem as regides de maior prevaléncia. O Brasil contribui com parcela
significativa dos casos globais e o estado de Mato Grosso do Sul apresenta-se como uma
area endémica para essa enfermidade. O objetivo do estudo foi tragar o perfil
epidemioldgico de pacientes adultos com suspeita ou diagndstico confirmado de LV
atendidos no Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian da Universidade Federal
do Mato Grosso do Sul. Foram coletados dados clinicos e epidemioldgicos dos
prontuarios médicos, bem como o resultado do diagnostico parasitologico indireto e
molecular. Dos 127 pacientes incluidos no estudo, 40 foram diagnosticados com LV.
Houve uma prevaléncia mais alta entre pacientes do sexo masculino, ndo-brancos, com
uma média de idade 39,7 anos. Na analise da associag@o entre o diagndstico positivo para
LV e as covaridaveis do perfil clinico-epidemiologico, observou-se que a presenga de
pancitopenia, tabagismo e lesdes cutaneas estdo diretamente associadas a doenga. Esses
fatores sugerem um aumento potencial no risco de adoecimento por LV. A coinfec¢do com
HIV/LV foi observada em 33 dos 40 pacientes com LV. A profilaxia secundaria para LV
foi mais frequente nos casos positivos. No que tange a gravidade da doenca, foi observada
uma associacao significativa com anemia, lesdo cutanea e doengas pulmonares e renais.
Este estudo forneceu uma visdo abrangente do panorama epidemiologico e clinico da LV
em Mato Grosso do Sul, destacando a complexidade da doenca e a necessidade de
estratégias eficazes de prevengao, diagndstico e tratamento.

Palavras-chave: Diagnostico. Epidemiologia. Hospital de referéncia. Leishmanioses.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenca tropical que figura entre as dez
principais condi¢des de saude negligenciadas globalmente. Apresenta carater cronico e
sistémico, sendo grave e letal quando nio tratada'?. A doenca é causada por protozoarios
do género Leishmania que sdo transmitidos aos hospedeiros vertebrados por fémeas de

flebotomineos durante o repasto sanguineo® ™.
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As regides mais impactadas pela LV sdo as tropicais e subtropicais, com maior
incidéncia em populagcdes vulneraveis. Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS),
estima-se anualmente a ocorréncia de 50.000 a 90.000 novos casos de LV em todo o
mundo, sendo notificados apenas entre 25% e 45% desses casos. O Brasil destaca-se entre
os sete paises responsaveis por mais de 90% dos casos globais de LV, sendo reconhecido

como regido endémica para a doenga *°.

No decorrer de 2022, foram identificados 152 casos de LV no estado de Mato
Grosso do Sul, com letalidade de 12,5%, o que representa um aumento de 50% em
comparagdo com o ano de 2021. Ao analisar a estratificacio dos municipios
sul-mato-grossenses em relacdo a taxa de transmissdo, observou-se que os municipios de
Campo Grande, Trés Lagoas, Corumba e Aquidauana foram categorizados como areas de

intensa transmissio .

A morbidade da LV representa um significativo desafio para a satde publica,
resultante tanto de fatores ambientais, como migracdes, conflitos de guerra, urbanizagao,
desmatamento e mudancgas climaticas, assim como de fatores individuais, incluindo a

68 Esses fatores

coinfec¢do Leishmania-HIV, desnutricdo e predisposi¢ao genética
também estao relacionados a novos padrdes epidemiologicos, evidenciando a importancia
da vigilancia epidemioldgica *'°.

O objetivo deste estudo foi descrever o perfil epidemioldgico de pacientes adultos
com suspeita clinica de LV atendidos no servico de satide do Hospital Universitario Maria

Aparecida Pedrossian da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul

(Humap-UFMS/Ebserh), Brasil, no periodo de agosto de 2021 a junho de 2023.

MATERIAIS E METODOS

Aspectos éticos
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O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEP/UFMS 4.628.192) e pelo
Comité de Etica do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian da Universidade

Federal do Mato Grosso do Sul (n° 6/2021/SGPIT/GEP/HUMAP-UFMS EBSERH).

Delineamento do estudo

Trata-se de estudo descritivo transversal que utilizou dados primarios obtidos a
partir de diferentes técnicas de diagnostico parasitologico e dados clinicos e

epidemioldgicos de prontudrios médicos com suspeita clinica de LV.

Local, periodo e dados do estudo

O estudo foi realizado no Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, localizado em Campo Grande, Mato Grosso
do Sul, Brasil. Este hospital ¢ referéncia estadual para o diagnostico e tratamento de
leishmaniose visceral e tegumentar. Entre agosto de 2021 e junho de 2023, todos os
pacientes com idade igual ou superior a 18 anos, admitidos no hospital com suspeita de LV,
foram considerados elegiveis e recrutados para o estudo.

Como rotina da triagem hospitalar, todos os pacientes com suspeita de LV
realizaram o exame parasitoldgico direto para pesquisa de formas amastigotas de
Leishmania spp. em aspirado de medula 6ssea (AMO). Adicionalmente, para este estudo,
foram realizados exames complementares, tais como, diagndstico parasitologico indireto
(cultura) e molecular (reacdo em cadeia da polimerase - PCR) no Laboratério de
Parasitologia Humana do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Mato Grosso
do Sul (LPH/INBIO/UFMS).

Dados clinicos e epidemiologicos foram coletados dos prontudrios médicos:



procedéncia, zona de moradia (rural/urbana), idade, sexo, escolaridade, habitos de vida
(tabagismo, alcoolismo, drogas ilicitas), quadro clinico sugestivo de LV (anemia,
pancitopenia, fadiga/astenia/fraqueza, febre, hiporexia, dor abdominal, diarreia, vomito,
perda ponderal, hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia, tosse, sangramento), sinais de
gravidade para formas graves de LV, medicamentos em uso, profilaxia secundaria para LV
(especifico para pessoa vivendo com HIV/AIDS), caso de recidiva de LV, evolugao

(6bito/cura clinica), comorbidades e presenca de infec¢des oportunistas.

Diagnostico de leishmaniose visceral

Foram considerados como casos suspeitos de LV pacientes que apresentaram sinais
clinicos de febre e esplenomegalia, provenientes de area com registros de transmissao de
LV,

Os casos foram confirmados a partir de um dos seguintes diagndsticos: exame
parasitologico direto (presenga de formas amastigotas no AMO, realizado no laboratorio do
HUMAP), presenca de formas promastigotas em cultura (exame parasitologico indireto) ou

ou diagnostico molecular (PCR), ambos conduzidos no LPH/INBIO/UFMS.

Diagnosticos realizados no LPH/INBIO/UFMS

Parasitologico indireto
No diagndstico parasitologico indireto, as amostras de aspirado de medula 6ssea
(AMO) foram inoculadas em meio de cultura bifasico NNN, enriquecido com 20% de soro
fetal bovino, 1% de antibidtico (estreptomicina e penicilina) e 2% de urina masculina. As
culturas foram mantidas em estufa a 26°C, e observadas a cada sete dias, durante seis

semanas consecutivas para verificar a presenca de promastigotas '3,

Diagndstico Molecular
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O DNA gendmico de amostras de AMO foi extraido usando o kit PureLink™

Genomic DNA (Invitrogen, Waltham, Estados Unidos) seguindo as instru¢des do
fabricante. Ja as laminas com esfregaco de AMO foram raspadas com bisturi, e a extragdo
de DNA seguiu as instrugdes do kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel, Diiren,
Alemanha). A técnica da extragdo de DNA em lamina s6 foi empregada quando o material
de AMO foi insuficiente. Para validar a extra¢do e como controle enddgeno de reagdo, foi
realizada uma PCR utilizando como alvo o gene Beta Actina. Utilizou-se 1,5 pL da
amostra de DNA, 22,5 pL de PCR SuperMix (Invitrogen, USA), 0,5 puL para cada
oligonucleotideo FWD (5’-CGGAACCGCTCATTGCC - 3°) e REV (¥
ACCCACACTGTGCCCATCTA -3°) com o volume final de 25 pL. A reacdao foi
submetida as seguintes condi¢des de amplificagdo no termociclador (BIO RAD, EUA):
94°C por 2 min seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 30 s e 72°C por 1 min, com
pos-extensdo a 72°C por 5 min.". Para o controle negativo, foi utilizada uma amostra sem
DNA contendo apenas agua ultrapura, € como controle positivo uma amostra com DNA
humano extraido de sangue periférico.

Subsequentemente, foi realizada uma PCR convencional visando uma regido de
aproximadamente 300 pares de bases (bp) do espagador transcrito interno do gene
ribossémico de Leishmania sp. (ITS1). Para essa reagdo usou-se 8 uL (=10 ng/uL) da
amostra, 10 pL de MasterMix PCR Convencional 2x (quatroG, Brasil), 1 uL. de cada
oligonucleotideo  LITSR  (5'-CTGGATCATTTTCCGATG-3") e L58S  (5-
TGATACCACTTATCGCACTT-3"); 5 uL de 4agua pura foram adicionados para um volume
final de reacdo de 25 pL. A reagdo foi colocada em condi¢des de amplificacdo no
termociclador (BIO RAD, EUA): 95°C por 3 min seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 s,
53°C por 30 s e 72°C por 1 min, com pds-extensdo a 72°C por 5 min'® (Schonian et al.,
2003). Como controles positivos, foram wusados DNA de L. (L.) infantum
(MHOM/BR/2022/LV072 22) e L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PHS8) extraidos de

cultura e, como controle negativo, foi adicionada 4gua pura no lugar do DNA.
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Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em
100 mL de tampao Tris-borato-etilenodiamina tetracético (TBE) corado com Blue Green
Loading Dye I (LGC Biotecnologia, Brasil). A corrida eletroforética foi realizada a 100 V
por 80 min em tampao TBE concentrado. A visualizacdo das bandas foi realizada utilizando
luz ultravioleta. As bandas com tamanho aproximado de 300 pb visualizadas no gel foram

consideradas positivas para LV'5,

Gravidade da doen¢a

Os pacientes foram classificados como casos graves quando apresentavam ao menos
um dos seguintes critérios: idade superior a 65 anos, desnutricio grave, Obito,
comorbidades ou manifestagdes clinicas de ictericia e hemorragias. Foram também
classificados como indicadores de alerta para possivel agravamento, a idade entre 50 e 65
anos, historico de recidiva, presenca de diarreia, vomitos, suspeita de infec¢do bacteriana
ou febre persistente por mais de 60 dias. Todos esses critérios estdo estabelecidos no

manual do Ministério da Saude "Leishmaniose Visceral Grave - Normas e Condutas" ''.

Analise de dados

Tabelas de distribuicdo de frequéncias e graficos foram utilizadas para descrever e
caracterizar o perfil da populag¢do do estudo. Para avaliar a associac¢do entre a positividade
para LV e as variaveis do perfil clinico-epidemiologico, foi utilizado o teste qui-quadrado
ou o teste exato de Fisher, quando aplicavel. Para as varidveis numéricas, foi verificada a
diferenca de médias com o teste Mann-Whitney.

O modelo de regressao logistica binomial foi utilizado para avaliar a associagao
entre desfecho e os dados laboratoriais e covariaveis relacionadas as comorbidades dos
participantes do estudo. Covaridveis que apresentaram associacdo com p-valor menor ou

igual a 0,20 foram incluidas na analise multivariada. O algoritmo stepwise (considerando as
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duas direcdes backward e forward) e o critério de informagdo de Akaike (AIC) foram
utilizados para a selecao das variaveis, controle de possiveis fatores de confusao e defini¢ao
do modelo com melhor ajuste. A presenca de multicolinearidade foi analisada a priori pela
analise da matriz de correlagao das variaveis independentes e a posteriori pelo Variance
Inflation Factor (VIF). Como medida de ajuste, foi utilizado o teste de Hosmer e
Lemeshow. O nivel de significancia estatistica adotado para todos os testes de hipdteses foi
de p<0,05.

A analise foi realizada com o software R versao 4.3.2 (https://www.r-project.org/) e

os seguintes programas foram usados: tidyverse, descr e generalhoslem.
Para avaliar a relacdo entre o diagnostico positivo para LV e as covariaveis referentes
ao perfil clinico-epidemiologico, considerando possiveis confusdes e interacoes, foi adotado

o modelo de regressao logistica.

RESULTADOS

Entre agosto de 2021 e junho de 2023, um total de 127 pacientes com suspeita de
LV com idade igual ou superior a 18 anos foram admitidos no estudo. Todos os
participantes foram submetidos ao diagndstico de rotina do Humap-UFMS/Ebserh,
parasitologico direto, sendo formas amastigotas identificadas em 35 pacientes (Figura 1).

Adicionalmente, o LPH/INBIO/UFMS realizou o diagnostico parasitologico
indireto (cultivo) em 118 pacientes resultando na detec¢do de formas flageladas de
Leishmania sp. em 23 casos. Na andlise molecular, todas as amostras dos 127 pacientes
foram submetidas & PCR, resultando em 38 amostras que apresentaram amplificacdo do
DNA de Leishmania sp. (29,9% de pacientes positivos entre os suspeitos de LV). Portanto,

40 pacientes receberam a confirmagao do diagndstico para LV (Figura 1).
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LPH/UFMS Humap-UFMS/Ebserh

S
N=40

Figure 1. Flow chat representativo da analise do estudo. (+) diagnostico positivo e (-)

diagnostico negativo.

Individuos do sexo masculino e ndo-brancos foram predominantes em ambos
diagndsticos positivo e negativo. Em relacao a escolaridade, destacaram-se participantes
com ensino fundamental para ambos desfechos, conforme a Tabela 1. A média de idade foi

de 39,7 anos para os casos positivos de LV (Figura 2).
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Figure 2. Boxplot da variavel idade segundo diagndstico de leishmaniose visceral

positivo e negativo (n=127).

Analisando-se os dados contidos nos prontudrios dos participantes em relagdo a
residéncia (126), a maioria (92.9%) encontrava-se em areas urbanas. Desse total, 68,1%
eram pacientes negativos e 31,9% positivos. Campo Grande foi o municipio com o maior
nimero de participantes nas duas categorias: positivos (28/32,2%) e negativos (59/67,8%).
Os demais participantes vieram dos seguintes municipios: Jardim, Aquidauana, Porto
Murtinho, Sidrolandia, Bela Vista, Bonito, Coxim, Dois Irmaos do Buriti, Jaraguari,
Nioaque, Anastacio, Aparecida do Taboado, Cassilandia, Chapadao do Sul, Corumba,
Dourados, Guia Lopes da Laguna, Ladario, Maracaju, Paranaiba, Ribas do Rio Pardo, Rio

Brilhante, Sao Gabriel e Terenos (Figura 3).
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1. Campo Grande
2. Aquidauana
3. Anasticio
4. Aparecida do Taboado
5.Bela Vista
6. Bonito
7. Cassilindia
8. Chapadio do Sul
9. Corumba
10.Coxim
1. Dois Irméos do Buriti
12. Dourados
13.Guia Lopes da Laguna
14, Jaraguari
15, Jardim
16. Ladirio
17. Maracaju
18, Nivagque
19. Paranaiba
20.Porto Murtinho
21.Ribas do Rio Pardo
22 Rio Brilhante
23,530 Gabriel do Oeste
24, Sidrolindia
25. Terenos

N ]

Figure 3. Mapa da procedéncia dos participantes do estudo. A - Mapa dos estados
brasileiros, com destaque para o Mato Grosso do Sul. B - Mapa dos municipios de Mato

Grosso do Sul, onde estdo evidenciados os municipios de origem dos participantes.

No que concerne as comorbidades, o HIV foi mais prevalente em ambos os grupos,
em 33 (31.1%) pacientes diagnosticados com LV e 73 (68.9%) pacientes negativos para LV.
A profilaxia secundaria também foi um critério considerado, uma vez que ¢ recomendada
pela OMS para pacientes com coinfeccdo HIV/LV desde o primeiro episddio de LV
(PAHO/WHO, 2022). As anélises indicaram que no grupo com diagndstico positivo, houve
uma prevaléncia maior de profilaxia secundaria (75%, p <0.001), em comparagdo com o
grupo com diagnostico negativo (25%), o que revelou uma relacdo significativa.
A Tabela 1 sumariza o perfil clinico-epidemioldgico destes casos segundo

classificag¢@o para o diagnostico de LV, e apresenta os resultados da analise univariada.



Perfil clinico-epidemioldgico da populacio de estudo segundo diagndstico de leishmaniose visceral atendida no Humap-UFMS/Ebserh Campo

Tabela 1.

Grande, Mato Grosso do Sul (n=127)*
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Covariaveis Diagnostico de LV OR (IC 95%)
p-valor
Negativo Positivo Univariado Multivariado
Perfil epidemiologico n =87 (%) n =40 ( %)
Idade (anos) Média (SD) Média (SD)
45.2 (14.1) 39.7 (11.0) 0.031* 0.97 (0.94-1.00) 0.98 (0.94-1.02)
Sexo (%) (%)
Feminino 22 (78.6) 6(21.4) 0.285 Referéncia -
Masculino 65 (65.7) 34 (34.3) 1.92 (0.75-5.61) -
Cor
Branco 32 (80.0) 8 (20.0) 0.092 Referéncia Referéncia
Nao-branco 55(63.2) 32(32.8) 2.33(0.99-5.98) 1.48 (0.56-4.15)
Escolaridade
Ensino Fundamental 29 (65.9) 15 (34.1) 0.897 Referéncia -
Ensino Médio 12 (60.0) 8 (20.0) 1.29 (0.42-3.83) -
Ensino Superior 2 (66.7) 1(33.3) 0.97 (0.04-10.90)
Area
Rural 7(77.8) 2(22.2) 0.719 Referéncia -
Urbana 79 (68.1) 38 (31.9) 1.64 (0.37-11.36) -
Habitos de vida
Tabagismo
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Néo 50 (75.8) 16 (24.2) 0.101 Referéncia Referéncia
Sim 37 (60.7) 24 (39.3) 2.03 (0.95-4.41) 2.30 (0.96-5.72)
Etilismo
Nio 36 (66.7) 18 (33.3) 0.849 Referéncia -
Sim 51(69.9) 22 (30.1) 0.86 (0.41-1.85) -
Uso de drogas ilicitas
Nao 68 (72.3) 26 (27.7) 0.176 Referéncia Referéncia
Sim 19 (57.6) 14 (42.4) 1.93 (0.84-4.40) 1.02 (0.37-2.72)
Quadro clinico
Anemia
Nao 46 (75.4) 15 (24.6) 0.156 Referéncia Referéncia
Sim 41 (62.1) 25 (37.9) 1.87 (0.88-4.09) 0.63 (0.18-2.10)
Pancitopenia
Nao 47 (78.3) 13 (21.7) 0.039* Referéncia Referéncia
Sim 40 (59.7) 27 (40.3) 2.44 (1.13-5.48) 3.26 (0.99-11.85)
Fadiga/Astenia/Fraqueza
Nio 47 (72.3) 18 (27.7) 0.451 Referéncia -
Sim 40 (64.5) 22 (35.5) 1.44 (0.68-3.07) -
Febre
Nao 41 (77.4) 12 (22.6) 0.104 Referéncia Referéncia
Sim 46 (62.2) 28 (37.8) 2.08 (0.95-4.74) 1.68 (0.69-4.26)
Hiporexia
Nio 53 (68.8) 24 (31.2) 1.00 Referéncia -
Sim 34 (68.0) 16 (32.0) 1.04 (0.48-2.23) -
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Dor abdominal

Nao 68 (68.7) 31(32.3) 1.00 Referéncia

Sim 19 (67.9) 9(32.1) 1.04 (0.41-2.51)
Diarreia

Nio 68 (68.7) 33 (32.7) 0.744 Referéncia

Sim 19 (67.9) 7(26.9) 0.76 (0.27-1.92)
Vomito

Nao 67 (69.1) 30(30.9) 0.982 Referéncia

Sim 20 (66.7) 10 (33.3) 1.12 (0.45-2.63)
Perda ponderal

Nao 42 (75.0) 14 (25.0) 0.227 Referéncia

Sim 45 (63.4) 26 (36.6) 1.73 (0.81-3.83)
Hepatoesplenomegalia

Nio 45 (75.0) 15 (25.0) 0.194 Referéncia

Sim 42 (62.7) 25(37.3) 1.79 (0.84-3.90)
Linfadenomegalia

Nao 76 (69.1) 34 (30.9) 0.935 Referéncia

Sim 11 (64.7) 6 (35.3) 1.22 (0.39-3.48)
Tosse

Nio 51 (66.2) 26 (33.8) 0.626 Referéncia

Sim 36 (72.0) 14 (28.0) 0.76 (0.34-1.64)
Sangramento

Nao 77 (67.5) 37 (32.5) 0.708 Referéncia

Sim 10 (76.9) 3(23.1) 0.62 (0.13-2.18)
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Comorbidades
Coinfecciao por HIV

Nao 14 (66.6) 7 (33.3) 1.00 Referéncia -

Sim 73 (68.9) 33 (31.1) 0.90 (0.34-2.58) -
Hipertensao arterial

Nao 68 (72.3) 36 (34.6) 0.173 Referéncia Referéncia

Sim 19 (57.6) 4(17.4) 0.40 (0.11-1.15) 0.26 (0.05-1.08)
Diabetes mellitus

Nao 79 (67.5) 38 (32.5) 0.645 Referéncia -

Sim 8 (80.0) 2(20.0) 0.52 (0.08-2.20) -
Doencas cardiovasculares

Nio 80 (67.3) 38(32.2) 0.803 Referéncia -

Sim 7(77.8) 7(22.2) 0.60 (0.09-2.63) -
Doencas cerebrovasculares

Nao 84 (68.3) 39 (31.7) 1.00 Referéncia -

Sim 3(75.0) 1 (25.0) 0.72 (0.03-5.81) -
Doencas pulmonares

Nao 82 (69.5) 36 (30.5) 0.62 Referéncia -

Sim 5(55.6) 4 (44.4) 1.82 (0.43-7.28) -
Doencas hepaticas

Nao 77 (68.8) 35(31.2) 1.00 Referéncia -

Sim 10 (66.7) 5(33.3) 1.10 (0.32-3.34) -
Doencas renais

Nao 83 (69.7) 36 (30.3) 0.441 Referéncia -
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Sim 4 (50.0) 4 (50.0) 2.31(0.52-10.24)
Uso cronico de imunossupressores

Nao 84 (68.3) 39 (31.7) 1.00 Referéncia

Sim 3 (75.0) 1(25.0) 0.72 (0.03-5.81)
Uso de quimioterapicos

Nio 86 (68.3) 40 (31.7) 0.176 -

Sim 1(100.0) 0 (0.0) -
Profilaxia secundaria para LV

Nio 81 (78.6) 22 (21.4) <0.001%** Referéncia

Sim 6 (25.0) 18 (75.0) 11.05 (4.11-33.63)
Outras infecdes oportunistas
Candidiase

Nio 63 (67.0) 31(33.0) 0.697 Referéncia

Sim 24 (72.7) 9 (23.3) 0.76 (0.30-1.79)
Pneumonia

Nao 69 (67.6) 33 (32.4) 0.857 Referéncia

Sim 18 (72.0) 7 (28.0) 0.81 (0.29-2.07)
Tuberculose

Nao 58 (66.7) 29 (33.3) 0.651 Referéncia

Sim 29 (72.5) 11 (27.5) 0.76 (0.32-1.70)
Toxoplasmose

Nio 77 (68.8) 35(31.2) 1.00 Referéncia

Sim 10 (66.7) 5(33.3) 1.10 (0.32-3.34)

Histoplasmose
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Nio 82 (70.1) 35(29.1) 0.338 Referéncia -
Sim 5 (50.0) 5 (50.0) 2.34(0.62-8.92) -
Sifilis
Nao 74 (69.8) 32 (30.2) 0.649 Referéncia -
Sim 13 (61.9) 8 (38.1) 1.42 (0.52-3.72) -
Citomegalovirus
Nao 78 (67.8) 37 (32.2) 0.855 Referéncia -
Sim 9 (75.0) 3(25.0) 0.70 (0.15-2.51) -
Criptococose
Nio 83 (68.0) 39 (32.0) 0.941 Referéncia -
Sim 4 (80.0) 1 (20.0) 0.53 (0.03-3.74) -
COVID-19
Nio 80 (67.2) 39 (32.8) 0.423 Referéncia -
Sim 7 (87.5) 1(12.5) 0.29 (0.02-1.73) -
Pneumocistose
Nao 75 (66.9) 37 (33.1) 0.460 Referéncia -
Sim 12 (80.0) 3(20.0) 0.51 (0.26-1.00) -
Lesao cutanea (presenca de amastigota)
Nao 85(70.2) 36 (29.8) 0.147 Referéncia Referéncia
Sim 2(33.3) 4 (66.7) 4.72 (0.88-35.17) 9.05 (1.23-93.54)

*Em algumas categorias as informagdes dos participantes contidas no prontuario eram ausentes ou ignorado. *p-valor < 0.05; ** p-valor < 0.01; *** p-valor < 0.001



O estudo observou a presenca de recidivas entre os pacientes suspeitos de LV. Entre
os positivos, 11 pacientes apresentaram de uma a quatro recidivas. Entre os negativos, dois
foram diagnosticados com LV no passado, e um deles apresentou cinco recidivas. No
decorrer dos dois anos de coleta, 22 participantes evoluiram para 6bito (nos prontudrios nao
havia a causa do 06bito), dos quais seis tinham sido diagnosticados com LV.

Considerando a relagdo entre o diagnodstico positivo para LV e as covaridveis
referentes ao perfil clinico-epidemioldgico, a Tabela 2 apresenta possiveis confusdes e
interagdes. O modelo final incluiu as covariaveis tabagismo, pancitopenia, lesdo cutanea e
hipertensao arterial.

A presenca de pancitopenia, tabagismo e a coinfec¢do com presenga de lesdes
cutdneas estdo diretamente associados com a doenga € o modelo sugere que possam
aumentar a chance de adoecimento por LV. A hipertensdo arterial contribuiu para o ajuste do
modelo, mas nao esta associada ao desfecho. O teste de Hosmer ¢ Lemeshow nao
significativo (p = 0.947) indica que o modelo foi bem ajustado; os VIF para as varidveis

explicativas indicam auséncia de multicolinearidade.
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Table 2.
Dados da andlise de regressao logistica.

Covariaveis B Coeficiente OR (IC 95%) VIF

(Erro

padrao)
Constante (intercepto) -1.728 (0.415) - -
Tabagismo (Sim) 0.791 (0.417) 2.20 (0.98-5.08) 1.01
Pancitopenia (Sim) 1.163 (0.431)* 3.20 (1.40-7.68) 1.04
Lesdo cutanea (Sim) 2.395 (1.052) 10.97 (1.57-113.34) 1.14
Hipertensdo arterial (Sim) -1.567 (0.695) 0.21 (0.04-0.71) 1.15

Akaike Information Criterion: 149.08; OR: odds ratio (razdo de chances); VIF: Variance Inflation Factor

*p-valor < 0.05; ** p-valor <0.01; *** p-valor < 0.001

Ao analisar somente o0s casos positivos para LV (n = 40), pacientes do sexo

masculino (85.0%; X? = 18.225; p-valor<0.001) ndo-brancos (80.0%; X* = 13.225;

p-valor<0.001) foram mais frequentes.




A coinfec¢do com HIV/LV foi elevada e esteve presente em 33 dos 40 pacientes com
LV (82,5%). A adesdo a terapia antirretroviral (TARV) também foi analisada. Onze
pacientes (33,4%) estavam fazendo uso regular de TARV, enquanto os demais 66,6% (22)
ndo estavam em tratamento ou o utilizavam de forma irregular. Quanto a carga viral, 27
prontuarios continham essas informagdes, com seis apresentando valores indetectaveis e os
outros 21 variando de 33 a 8.599.017. A contagem de células CD4+ foi registrada em 25
prontuarios, e todos estavam abaixo de 200 células/mm?.

No que diz respeito ao tratamento de LV, sete pacientes nio realizaram o tratamento.
Do restante, 45,5 % (15) foram tratados exclusivamente com anfotericina B lipossomal,
enquanto 9% (3) receberam anfotericina B desoxicolato. Nove pacientes (22,5%) iniciaram o
tratamento com anfotericina B desoxicolato e, posteriormente , transitaram para anfotericina
B lipossomal. Trés pacientes (9%) comecaram o tratamento com antimoniato de meglumina
e, devido a toxicidade, passaram a usar anfotericina B, sendo que dois deles fizeram uso dos
trés medicamentos disponiveis (anfotericina B lipossomal, desoxicolato e antimoniato de
meglumina). Trés pacientes utilizaram pentamidina em combina¢do com uma das formas
farmacéuticas de anfotericina B, sendo que apenas um deles ndo fez uso de anfotericina
desoxicolato. Em relacdo ao pardmetro de tratamento anterior para LV, um total de 11
pacientes foi registrado.

Para gerenciar a administragdo medicamentosa, devido a complicacdes e
monitoramento de toxicidade, 21 pacientes foram tratados em ambiente hospitalar, cinco
tratados  exclusivamente no  ambulatorio  (Professora  Esterina  Corsini  do
Humap-UFMS/Ebserh), enquanto sete receberam os dois tratamentos. Em relagdo as
internagdes pos-tratamento para LV, 17 pacientes se encontraram nessa situacao, inclusive 15
deles sendo internados de duas a 31 vezes.

Os pacientes diagnosticados com LV (n=40) foram classificados segundo a gravidade
e divididos em duas categorias ndo grave e grave. O sexo masculino, ndo-branco, com ensino

fundamental e residéncia em &area urbana foram frequentes nas duas categorias (Maetrial
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suplementar).

No grupo de casos graves o tabagismo foi mais frequente (41.7%) e a presenca de
sangramento foi observado em 100% dos casos graves, seguido por vomito (70%) e
linfadenomegalia (66.7%), enquanto no grupo ndo grave, a anemia foi prevalente (68%,
p=0.05) (Material suplementar 1).

Apresentaram associacdo significativa com a gravidade da doenga: anemia e a
ocorréncia de trés comorbidades: lesdo cutanea (100%, p< 0,033), doencas pulmonares e
renais (Material suplementar 1). Na abordagem multivariada, nenhum modelo apresentou
bom ajuste, e no modelo retornado pelo algoritmo stepwise, nenhuma variavel apresentou

associacdo significativa com a gravidade da doenga.

DISCUSSAO

O perfil da leishmaniose visceral (LV) tem passado por modificagdes ao longo das
décadas, e essas mudangas estao associadas aos reservatorios, aos vetores e aos hospedeiros
na dindmica da transmissdo, bem como a fatores sociodemograficos'®. Até a década de 1980,
a LV era predominantemente uma doenca de areas rurais. No entanto, devido ao avango
industrial, ao deslocamento populacional das areas rurais para as urbanas, a ampliacdo da
infraestrutura viaria e ferroviaria, e ao processo de urbanizacdo em diversas regidoes do
Brasil, comegaram a ocorrer epidemias urbanas de LV'®!7,

No estado de Mato Grosso do Sul, a expansdo e progressao da enfermidade esta
associada a constru¢ao do gasoduto Bolivia-Brasil, culminando em uma epidemia de alta
mortalidade entre 1999 e 2004 nos municipios de Aquidauana, Campo Grande e Trés
Lagoas. A migracdo significativa de trabalhadores provenientes de regides endémicas,
juntamente com a presenca dos vetores Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi,

18-20

desempenharam um papel crucial no estabelecimento da doenca Neste estudo,
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observamos que a maioria dos pacientes sdo provenientes de areas urbanas, tanto entre os
casos suspeitos (79/68.1%) quanto entre os confirmados (39/31.9%), com registros de
residéncia em 10 municipios do Estado. Campo Grande se sobressai com a maior frequéncia
de LV (27 casos), o que estd em concordancia com estudos anteriores, demonstrando o
avango do processo de urbanizagdo? .

O perfil epidemiologico identificado no estudo revelou maior frequéncia entre
homens (85.0%; *= 18.225; p-valor<0.001), ndo-brancos (80.0%; * = 13.225; p-valor<0.001),
com média de idade de 39.4 anos e ensino fundamental (40%), em consonancia aos achados
nacionais®. Essas caracteristicas podem estar relacionadas a uma combinagdo de fatores
socioecondmicos, ocupacionais, comportamentais e genéticos. Homens ndo brancos tendem
a ocupar trabalhos ao ar livre, expondo-se mais aos vetores do parasito, enquanto condi¢des
socioecondmicas desfavoraveis contribuem para ambientes propicios a sua dissemina¢do™ 2.
Fatores genéticos e imunoldgicos também influenciam a suscetibilidade individual a doenga,
com diferencas étnicas e na resposta imunoldgica contribuindo para sua prevaléncia em
grupos especificos®™. Desigualdades no acesso aos cuidados de saude, discriminagdo racial e
falta de conscientizacdo sobre prevencdo e tratamento também desempenham um papel
significativo®®.

O modelo de regressdo logistica utilizado no estudo indica que a presenca de
pancitopenia, tabagismo e lesdoes cutaneas estdo correlacionadas diretamente com a doenca,
potencialmente aumentando a chance de adoecimento por LV. Pesquisas tém associado a
pancitopenia, especialmente se persistente, como um marcador significativo para LV, o que
merece consideracdo substancial, pois pode facilitar a rapida identificagdo diagndstica da
doenga®. A correlagdo entre leishmaniose visceral (LV) e tabagismo pode ser justificada pela
exposi¢do prolongada as altas doses de tabaco, que tém o potencial de causar danos
significativos as células imunes inatas e de inibir a produ¢do de moléculas imunitarias. Essa
interferéncia pode resultar em um desequilibrio na resposta inflamatoria, o que, por sua vez,

favorece a rapida propagagdo e a colonizagédo a longo prazo de agentes patogénicos® .
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A concomitancia de LV e a presenca de lesdes cutdneas com presenca de amastigotas,
podem conduzir a ocorréncia de complicagdes associadas & LV denominadas leishmaniose
dérmica pos-kala-azar (PKDL) e leishmaniose dérmica para-kala-azar (Para-KDL)*. A
PKDL ¢ uma condicdo dermatolégica que emerge apds a remissdo aparente da LV,
caracterizada por lesdes cutaneas contendo amastigotas de Leishmania sp. detectaveis em
biopsias, podendo gerar estigma aos pacientes, porém ao mesmo tempo, pode sinalizar um
prognostico bom para diminui¢do da letalidade na LV®*. Por outro lado, a Para-KDL ¢é uma
forma intermedidria que exibe sintomas clinicos tanto da LV quanto da PKDL, incluindo
febre prolongada, hepatoesplenomegalia e diversas lesdes cutineas®. Quando associadas a
coinfeccao HIV/LV, tanto a PKDL quanto a Para-KDL tendem a se apresentar de forma mais
grave e frequente®. Essas complicagdes sdo de natureza complexa e desafiadora em termos
de progndstico, sendo escassamente estudadas e divulgadas, especialmente no contexto
brasileiro®’.

O estudo revelou uma elevada ocorréncia de participantes com HIV, dos quais 106
entre 127 eram portadores do virus. No contexto da coinfeccdo HIV/LV, também houve alta
prevaléncia, 33 dos 40 individuos positivos para LV apresentaram coinfec¢do HIV/LYV,
apesar de ndo haver correlagdo com a gravidade da doenca. O fenomeno pode estar
relacionado ao fato de que 0o HUMAP-UFMS/Ebserh atua como um centro de referéncia para
o atendimento de adultos com HIV/AIDS. Graepp-Fontoura et al. (2023)** observaram uma
elevada taxa de coinfeccdo HIV/LV na regido Centro-Oeste, especialmente no Mato Grosso
do Sul, com uma incidéncia de 1,17 casos por 100 mil habitantes. Esses achados ressaltam a
relevancia de estudos nessa regido. Esses dados sdo significativos, pois apontam para
mudancas no perfil epidemioldgico, revelando um padrao emergente devido a sobreposi¢ao
geografica dessas duas enfermidades™.

A coinfecgdo HIV/LV tem um papel direto no agravamento da enfermidade e na taxa
de letalidade®®*. O monitoramento da coinfecgdo HIV/LV também auxilia no planejamento e

aquisicdo de medicamentos, considerando que esses casos necessitam de tratamento,
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acompanhamento sistematico com adoc¢ao de medidas terapéuticas de profilaxia secundaria
para evitar recidivas e Obitos por LV,

Na andlise comparativa entre os grupos diagnosticados negativamente e
positivamente para LV, a profilaxia secundaria se destacou como um parametro
estatisticamente significativo (75% <0.001). Esse achado era esperado e pode ser explicado
pela diretriz da Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS), que preconiza a
administracdo de profilaxia secundaria para todos os pacientes com HIV diagnosticados com
LV e contagem de células T CD4+ abaixo de 350/mm3. Os fdrmacos indicados s3o os
mesmos utilizados no tratamento (anfotericina B lipossomal ou desoxicolato, antimoniato de
N-metil glucamina, isotionato de pentamidina), sendo a escolha do esquema baseada nas
condi¢des do servico e nas caracteristicas de tolerabilidade de cada paciente*'*.

Apoés a andlise epidemioldgica do grupo de pacientes diagnosticados com LV foi
avaliada a gravidade. Das variaveis analisadas, o quadro clinico de sangramento foi mais
frequente, enquanto nas comorbidades, as doencas pulmonares, hepaticas e renais
apresentaram diferencgas estatisticamente significativas em comparagdo com o grupo nao
grave. Segundo o Ministério da Satde, dentre os critérios de inclusdo para gravidade, o
sangramento e as comorbidades sdo fatores determinantes. Apesar de poucos estudos, a
relacdo entre doengas pulmonares e a LV ja foi relatada, demonstrando o agravamento no
prognostico dos pacientes. A pneumonite intersticial e a broncopneumonia sdo
frequentemente descritas como complicagdes severas e potenciais causas de mortalidade em
individuos diagnosticados com LV* . A literatura tem estabelecido uma correlagdo entre a
mortalidade e fendmenos hemorragicos, considerando-os marcadores significativos de
prognoéstico e gravidade da LVY*. As comorbidades também estdo relacionadas com a
letalidade, assim como na conduta medicamentosa*> em especial atengdo as doengas renais e
hepaticas, em que a presenca do parasita, além de causar danos diretos aos 6rgaos, quando
associado ao tratamento, € potencializada pela toxicidade da droga®-*.

No contexto das técnicas de diagndstico abordadas neste estudo, a técnica molecular
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de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) demonstrou uma maior deteccdo de amostras
positivas em comparacdo com os métodos parasitologico direto e cultura (Figura 1). A
técnica de pesquisa direta ainda ¢ amplamente considerada como o padrio ouro no
diagnéstico de LV devido a sua elevada especificidade. Contudo, sua sensibilidade ¢ restrita
e sua realizacdo demanda conhecimento técnico especifico. Em relagdo a cultura, embora
apresente alta especificidade, sua sensibilidade ¢ limitada, além de ser um procedimento
trabalhoso, dispendioso € demorado’"-2,

Por outro lado, a técnica molecular por PCR se destaca das outras devido a sua
elevada sensibilidade e especificidade, especialmente em amostras com baixas cargas
parasitarias™®. Além de possibilitar o diagndstico, a PCR também tem aplicagdo na
quantificagdo dos parasitas, o que permite monitorar a evolugdo da doenga, antecipar e
controlar a eficacia da terapia anti-Leishmania, bem como identificar caracteristicas
especificas do parasita, como viruléncia ou resisténcia a medicamentos, e diferenciar
espécies™.

Este estudo apresentou um diferencial significativo no que concerne a coleta de
dados, os quais foram diretamente obtidos de prontudrios de pacientes atendidos em um
hospital de referéncia para LV, proporcionando uma amplitude de informacdes mais
substanciais quando contrastados com outros trabalhos que se baseiam na coleta em banco de
dados do Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo***>>, Entretanto, foram
constatadas limitagdes decorrentes de prontudrios incompletos ou mal preenchidos. Os
registros médicos representam uma fonte de dados fundamental para a analise
epidemioldgica e para compreender a historia natural das doengas, sendo reconhecidos como
o "padrdo-ouro" na identificagdo de comorbidades, tratamentos e historico médico em
estudos relacionados aos servigos de satde’*.

Os resultados desta pesquisa ressaltam a necessidade de enfatizar a capacitagdo e

atualiza¢do dos profissionais de saude para reconhecer precocemente os diversos sinais e

sintomas clinicos da LV, além de aprimorar o acompanhamento dos pacientes em nivel
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comunitario para garantir a adesdo adequada ao tratamento. A identificacdo precoce desses
fatores ¢ crucial para a transferéncia oportuna dos pacientes para um hospital de referéncia,

onde receberdo tratamento adequado.

CONCLUSAO

O estudo em questdao delineou as caracteristicas necessarias para estabelecer o perfil
epidemiologico da Leishmaniose Visceral em pacientes atendidos no Hospital Universitario
Maria Aparecida Pedrossian da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, reconhecido
como centro de referéncia no tratamento dessa enfermidade no estado. A defini¢do desse
perfil epidemiologico ¢ crucial para a compreensdo € o acompanhamento dos aspectos da
doenca em uma regido, fornecendo subsidios para a realiza¢ao de capacitacdes e atualizacdes
dos profissionais de saude, visando reconhecer precocemente o quadro clinico da LV, bem
como aprimorar o acompanhamento dos pacientes em nivel comunitario, garantindo assim
uma adesdo adequada ao tratamento. Além disso, tais informagdes sdo essenciais para

embasar a formulagao de politicas publicas eficazes no combate a doenga.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Supplementary figure 1. Perfil clinico-epidemioldgico dos casos positivos de leishmaniose
visceral, segundo gravidade da doenga, atendidas no Humap-UFMS/Ebserh Campo Grande,
Mato Grosso do Sul (n=40).

*Em algumas categorias as informacdes dos participantes contidas no prontuario eram ausénte ou ignorado.

Covariaveis Gravidade p-valor

Niao Sim

Perfil epidemioldgico

Idade (anos) Média (SD) | Média (SD)
40.0 (11.1) 39.4 (11.2) 0.864
Sexo n (%) n (%)
Feminino 3(50.0) 3(50.0) 1.000
Masculino 19 (55.9) 15 (44.1)
Cor
Branco 6 (75.0) 2 (25.0) 0.258
Nao-branco 16 (50.0) 16 (50.0)
Escolaridade
Ensino Fundamental 9 (60.0) 6 (40.0) 0.358
Ensino Médio 6 (75.0) 2 (25.0)
Ensino Superior 0(0.0) 1 (100.0)
Area
Rural 1 (50.0) 1 (50.0) 1.000
Urbana 20 (54.1) 17 (45.9)

Habitos de vida

Tabagismo
Nao 8 (50.0) 8 (50.0) 0.748
Sim 14 (58.3) 10 (41.7)

Etilismo
Nio 8 (44.4) 10 (55.6) 0.339
Sim 14 (63.6) 8 (36.4)

Uso de drogas ilicitas

Nao 13 (50.0) 13 (50.0) 0.510

Sim 9 (64.3) 5(35.7)

Quadro clinico




&5

Anemia
Nao 5(33.3) 10 (66.7) 0.050%*
Sim 17 (68.0) 8 (32.0)
Pancitopenia
Nao 6 (46.2) 7(53.8) 0.509
Sim 16 (59.3) 11 (40.7)
Fadiga/Astenia/Fraqueza
Niao 9 (50.0) 9 (50.0) 0.750
Sim 13 (59.1) 9 (40.9)
Febre
Nio 4(33.3) 8 (66.7) 0.093
Sim 18 (64.3) 10 (35.7)
Hiporexia
Nio 12 (50.0) 12 (50.0) 0.526
Sim 10 (62.5) 6 (37.5)
Dor abdominal
Nio 15 (48.4) 16 (51.6) 0.149
Sim 7(77.8) 2(22.2)
Diarreia
Nio 18 (54.5) 15 (45.5) 1.000
Sim 4(57.1) 3(42.9)
Vomito
Nio 19 (63.3) 11 (36.7) 0.140
Sim 3(30.0) 7 (70.0)
Perda ponderal
Nio 5(35.7) 9 (64.3) 0.101
Sim 17 (65.4) 9 (34.6)
Hepatoesplenomegalia
Nio 6 (40.0) 9 (60.0) 0.194
Sim 16 (64.0) 9 (36.0)
Linfadenomegalia
Nio 20 (58.8) 14 (41.2) 0.381
Sim 2(33.3) 4 (66.7)
Tosse
Nio 15 (57.7) 11 (42.3) 0.744
Sim 7 (50.0) 7 (50.0)
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Sangramento
Nao 22 (59.5) 15 (40.5) 0.083
Sim 0(0.0) 3 (100.0)

Comorbidades

Coinfec¢ao por HIV
Nio 4(57.1) 3(42.9) 1.000
Sim 18 (54.5) 15 (45.5)

Hipertensao arterial
Nio 21 (58.3) 15 (41.7) 0.310
Sim 1(25.0) 3(75.0)

Diabetes mellitus
Nio 22 (57.9) 16 (42.1) 0.196
Sim 0 (0.0) 2 (100.0)

Doencas cardiovasculares
Nio 22 (57.9) 16 (42.1) 0.196
Sim 0 (0.0) 2 (100.0)

Doencas cerebrovasculares
Nao 22 (56.4) 17 (43.6) 0.450
Sim 0 (0.0) 1 (100.0)

Doen¢as pulmonares
Nao 22 (61.1) 14 (38.9) 0.033*
Sim 0 (0.0) 4 (100.0)

Doencas hepaticas
Nio 22 (62.9) 13 (37.1) 0.013*
Sim 0 (0.0) 5 (100.0)

Doencas renais
Nao 22 (61.1) 14 (38.9) 0.033*
Sim 0 (0.0) 4 (100.0)

Uso cronico de imunossupressores
Nao 22 (56.4) 17 (43.6) 0.450
Sim 0 (0.0) 1 (100.0)

Uso de quimioterapicos
Nao 22 (55.0) 18 (45.0) 1.000
Sim 0 (0.0) 0 (0.0)

Profilaxia secundaria para LV
Nao 11 (50.0) 11 (50.0) 0.537
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Sim 11 (61.1) 7(38.9)
Outras infe¢oes oportunistas
Candidiase
Nio 16 (51.6) 15 (48.4) 0.476
Sim 6 (66.7) 3(33.3)
Pneumonia
Nio 20 (60.6) 13 (39.4) 0.211
Sim 2(28.6) 5(71.4)
Tuberculose
Nio 17 (58.6) 12 (41.4) 0.498
Sim 5 (45.5) 6 (54.5)
Toxoplasmose
Nio 21 (60.0) 14 (40.0) 0.155
Sim 1 (20.0) 4 (80.0)
Histoplasmose
Nao 20 (57.1) 15(42.9) 0.642
Sim 2 (40.0) 3 (60.0)
Sifilis
Nao 19 (59.4) 13 (40.6) 0.430
Sim 3(37.5) 5(62.5)
Citomegalovirus
Nao 21 (56.8) 16 (43.2) 0.579
Sim 1(33.3) 2 (66.7)
Criptococose
Nao 21(53.8) 18 (46.2) 1.000
Sim 1 (100.0) 0(0.0)
COVID-19
Nao 22 (56.4) 17 (43.6) 0.450
Sim 0(0.0) 1 (100.0)
Pneumocistose
Nao 21 (56.8) 16 (43.2) 0.579
Sim 1(33.3) 2 (66.7)
Lesao cutianea (presenca de amastigota)
Nao 22 (61.1) 14 (38.9) 0.033*
Sim 0(0.0) 4 (100.0)

*p-valor < 0.05; ** p-valor < 0.01; *** p-valor < 0.001.
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RESUMO

INTRODUCAO: A leishmaniose visceral (LV) é um desafio na saude publica devido a
complexidade de sua abordagem médica e terapéutica, a variedade de manifestacdes clinicas, a
escassez de farmacos e as recorrentes recaidas. Estudos genomicos tém sido Uteis na
identificacdo das espécies presentes, auxiliando no desenvolvimento de estratégias mais eficazes
para o tratamento e manejo médico da doenca.

METODOS: Foram coletadas 18 amostras de aspirado de medula 6ssea (AMO) de 17 pacientes
diagnosticados com LV no Hospital de Referéncia. As amostras de AMO foram isoladas em
meio de cultura NNN e posteriormente transferidas para meio Schneider s Insect Medium para
propagacdo. O DNA das promastigotas cultivadas foi extraido e sequenciado o genoma
completo, utilizando a plataforma /llumina. As analises bioinformaticas incluiram o alinhamento
e mapeamento com os genomas de referéncia de Leishmania infantum JPCMS e L. amazonensis
UA30.

RESULTADOS: O estudo revelou a presenga das espécies de Leishmania: um caso de L.
amazonensis, nove casos de L. infantum e a coexisténcia de oito casos de L. amazonensis e L.
infantum. Quanto ao perfil epidemioldgico, observou-se uma predominancia em homens nao
brancos, média de idade de 35.6 anos, provenientes de areas urbanas. A gravidade foi mais
frequente no grupo com infec¢ao mista, nos quais também foram prevalentes as comorbidades,
como HIV.

CONCLUSAO: Este foi o primeiro estudo a revelar coinfecgio por L. amazonensis/L. infantum
em amostras de pacientes no Mato Grosso do Sul, evidenciando a importdncia do
sequenciamento gendmico na identificacdo de espécies de Leishmania e suas coinfeccdes. Esses
resultados demonstram a importancia do sequenciamento para orientar tanto a abordagem clinica
quanto o epidemioldgica da doenga.

INTRODUCAO

As leishmanioses s3o causadas por mais de 20 espécies de flagelados digenéticos
(heteroxénicos) pertencentes ao género Leishmania e apresentam-se sob trés formas clinicas
principais: visceral, cutinea e mucocutanea'. O parasita ¢ transmitido a0 homem ¢ aos animais
por fémeas hematofagas de flebotomineos. E importante mencionar que, na América Central e
alguns paises da América do Sul, ha uma particularidade quanto a etiologia da Leishmaniose
visceral. Além de Leishmania infantum, o principal agente etioldégico dessa parasitose, as
espécies L. amazonensis € L. braziliensis, causadoras da leishmaniose cutanea, também estao
associadas a forma visceral tipica em pacientes humanos coinfectados com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e em animais domésticos”™. O oposto também ocorre, com
manifestacdes cutneas causadas por L. infantum, inclusive no estado de Mato Grosso do Sul®®,

A enfermidade ¢ um importante problema de satde publica no mundo, sobretudo, nas
Américas, na Africa Oriental, no norte da Africa, na Asia Ocidental e no sudeste Asiatico’ . Nas

Américas, a LV ¢ endémica em 13 paises, sendo o Brasil responsavel por 92% dos casos
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notificados'®. Em 2022, Mato Grosso do Sul registrou 152 casos de LV , com uma letalidade de
12,5%, o que representa um aumento de 50% em relagdo a 2021. Campo Grande foi o municipio
com a maior taxa de transmissdo, classificando a regido como de intensa propagacio da doenga''.

A leishmaniose visceral ¢ uma doenga infecciosa sistémica, de evolug¢dao cronica,
caracterizada por febre irregular, hepatoesplenomegalia, acompanhada de anemia, leucopenia,
trombocitopenia, hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia. Devido ao estado de debilidade
progressiva, o paciente pode evoluir para caquexia e 6bito, caso nio seja tratado™'? .

O grande nimero de casos de coinfec¢do Leishmania-HIV dificulta o manejo clinico e o
tratamento do paciente. Outra problematica a ser analisada sdo relatos de coinfec¢ao por espécies
de Leishmania, que refletem a complexidade da cadeia epidemioldgica da parasitose e,
consequentemente, o impacto clinico e epidemiologico das infecgdes dessa natureza '*-'*.

O avango das técnicas de sequenciamento de DNA, como o sequenciamento de nova
geracdo(conhecido como Next-Generation Sequencing, NGS), transformou os estudos do
genoma e tornou-se uma ferramenta indispensavel para as andlises gendmicas, inclusive de
Leishmania spp. Até o momento, ja foram descritas variantes genéticas, incluindo polimorfismos
de nucleotideo tinico (SNPs), variacdes no numero de copias de segmento (CNVs) de genes ou
cromossomos ¢ variagdes estruturais em detalhes, demonstrando a complexidade do genoma do

parasita'>'¢

. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi identificar e avaliar o genoma de
Leishmania sp. de pacientes com diagndstico de LV do Hospital Universitario Maria Aparecida
Pedrossian da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (Humap-UFMS/Ebserh), Campo

Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil.

METODOLOGIA

ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEP/UFMS- 4.628.192), bem como do Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian

(Humap-UFMS/Ebserh), sob protocolo 6/2021/SGPIT/GEP/HUMAP-UFMS-EBSERH.

AMOSTRAGEM, POPULACAO E DADOS DO ESTUDO

O estudo foi realizado com 18 amostras de 17 pacientes (sendo que um paciente forneceu

duas amostras, coletadas em periodos distintos) com suspeita de leishmaniose visceral (LV)
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atendidos no Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul (Humap-UFMS/Ebserh), Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil.

As amostras de aspirado de medula 6ssea foram obtidas da rotina de diagnostico
laboratorial para pacientes com sintomas e historico clinico compativeis. Estas amostras foram
encaminhadas ao Laboratorio de Parasitologia Humana, situado no Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (LPH/INBIO/UFMS), com o propoésito de
realizagdo de diagnostico parasitologico indireto (cultura) e sequenciamento do genoma das
amostras.

As informagdes extraidas dos prontuarios dos pacientes incluiram dados como sexo,
idade, quadro clinico comuns associados a LV, tais como: anemia, bicitopenia/pancitopenia,
febre, hiporexia/inapeténcia, dor abdominal, diarreia, vOmito/ndusea, perda de peso,
hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia, tosse e sangramentos. Além disso, foram considerados
fatores clinicos como recuperagdo ou Obito, presenga de sangramento, edema, sorologia positiva
para HIV, comorbidades, gravidade da condi¢do e coinfeccdo bacteriana. Essas informagdes
foram entdo correlacionadas com os resultados obtidos por meio do sequenciamento genético.

Os pacientes foram classificados em termos de gravidade apresentando ao menos um dos
seguintes critérios: que abrangiam idade superior a 65 anos, desnutricdo grave, Obito,
comorbidades ou manifestagdes clinicas de ictericia e hemorragias. Foram também classificados
conforme a presenca de indicadores de alerta para possivel agravamento, a idade entre 50 e 65
anos, historico de recidiva, presenca de diarreia, vomitos, suspeita de infec¢ao bacteriana ou
febre persistente por mais de 60 dias. Todos esses critérios estdo estabelecidos no manual do

Ministério da Satude "Leishmaniose Visceral Grave - Normas e Condutas"!”.

DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE VISCERAL

O estudo considerou como casos suspeitos de leishmaniose visceral (LV) os pacientes que
apresentaram sintomas clinicos de febre e esplenomegalia, oriundos de areas com historico de
transmissdo de LV'. Os casos confirmados de LV foram incluidos quando pelo menos um dos
seguintes diagndsticos foi positivo: exame parasitologico direto (pesquisa de amastigotas)
realizado no Humap-UFMS/Ebserh ou conduzido pelo LPH/INBIO/UFMS, cultura celular ou

métodos moleculares.

DIAGNOSTICOS CONDUZIDOS PELO LPH/INBIO/UFMS

PARASITOLOGICO INDIRETO - CULTURA
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As amostras de AMO, oriundas de pacientes atendidos no hospital
Humap-UFMS/Ebserh, foram inoculadas no meio de cultura bifdsico NNN enriquecido com
20% de soro fetal bovino, 1% de antibidtico estreptomicina e penicilina e urina masculina em um
volume de 0,5 mL, sendo mantidas em estufa a 26°C'8, Para observar presenca de promastigotas,
formas flageladas moveis, as culturas foram observadas a cada sete dias durante seis semanas.
Com as culturas positivas, foram realizadas duas passagens para um novo meio de cultura nas
mesmas condigdes. Na terceira passagem foi utilizado o meio de cultura Schneider,
suplementado com 20% de soro fetal bovino, 1% de antibiotico estreptomicina e penicilina e 2%
de urina masculina®®.

Apoés aproximadamente seis passagens, realizou-se expansdo da cultura para um volume
de 10 mL. Com sete dias, essas culturas foram centrifugadas a 4000 RPM e lavadas duas vezes
com solucao PBS (Phosphate Buffered Saline). Os precipitados foram ressuspendidos em 0,5mL
de PBS e armazenados em freezer -20°C para posterior extragdo de DNA (modificado de

Carvalho et al., 2020)*.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Antes de iniciar o processo de extragdo do DNA, as culturas foram novamente
centrifugadas e ressuspendidas com tampao de lise do kit de extragdo. Todo o procedimento de
extragdo de DNA foi realizado com o kit PureLink™Genomic DNA da Invitrogen (USA)
seguindo instrugdes do fabricante.

Com intuito de validar a extragdo e verificar a presenca de DNA de Leishmania sp.,
realizamos uma Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR convencional) visando identificar uma
regido de aproximadamente 300 pares de base (bp) do espagador transcrito interno ribossomico 1
(ITS1) usando iniciadores LITSR 5> CTGGATCATTTTCCGATG 3° e L5.8S
5S’TGATACCACTTATCGCACTT 3’. Na reacao da PCR, o volume final foi de 25 pL, sendo 8uL
de agua ultrapura, 10 uL de Tampdo Master Mix Convencional 2x (QuatroG Biotecnologia®,
Porto Alegre, Brasil), um pL de cada oligonucleotideo (10pm/ uL) e cinco pLL de DNA extraido
(210 ng/pL). O perfil de gradiente térmico foi realizado seguindo as condi¢des descritas por
SCHONIAN, 2003?'.

O produto da extracdo foi quantificado usando fluorometro Qubit 2.0 seguindo as

recomendacdes do fabricante para Qubit dsDNA HS kit (High Sensitivity, Invitrogen).

SEQUENCIAMENTO DE PROXIMA GERACAO (NGS)

Para construgdo da biblioteca, a concentracdo dos produtos extraidos foram ajustados
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para 0,2 ng/puL e, posteriormente, foi utilizado o Nextera Library Prep Kit (Illumina®, San Diego
USA) seguindo as orientacdes do fabricante. Para isso, 1uL. de DNA de cada amostra foi clivado
com 2ul. de Tagment DNA Buffer e 1uL de TDEI (Tagment DNA Enzyme), incubados em
termociclador a 55°C por 5 minutos. Posteriormente, foi adicionado 1uL de NT Buffer e incubado
por 5 minutos a temperatura ambiente. Os adaptadores para o sequenciamento (/ndex), P5 e P7,
foram ligados por meio de uma PCR convencional com ciclos limitados. As condi¢des foram as
seguintes: 72°C por 3 minutos, 98°C por 30 segundos, seguida de 25 ciclos de 98°C por 10
segundos, 63°C por 30 segundos e 72°C por 3 minutos, mantido a 10°C. Uma nova purificagao
com AMPure XP beads foi realizada e os amplicons foram quantificados usando fluorometro
Qubit 2.0 seguindo as recomendagdes do fabricante.

Posteriormente, as amostras foram normalizadas para 1 ng/uL e agrupadas em um pool
nessa mesma concentracdo. Com o intuito de analisar a qualidade da biblioteca utilizou-se o KiT
Tapestation Agilent Technologies, sendo 1 uL de DNA da biblioteca e 3 uL de High Sensitivity
D1000 Sample Buffer. Em seguida, foi realizada a normalizacdo e desnaturagdo do pool da
Biblioteca sendo inseridas no cartucho de reagentes da Illumina. O sequenciamento foi realizado

no sistema NextSeq500 Illumina com a corrida do tipo single-end.

ANALISE DE BIOINFORMATICA

Os arquivos FastQ gerados pelo sequenciador estavam armazenados na base de dados
“Base space” da plataforma Illumina, tendo sido agrupados em tUnico diretorio por amostra.
Posteriormente, foi utilizada a ferramenta Trimmomatic* para analise da qualidade e limpeza dos
dados utilizando como métrica o PHRED quality score”**. Na limpeza, foram retiradas os
adaptadores (/ndex) e removidas 15 pb do inicio e do final das sequéncias, ficando com o
comprimento de 133 pb e assim como exclusdo das sequéncias menores que 40pb.

Os dados tratados foram convertidos para o formato BAM sendo alinhados e mapeados
com os genomas completos de referéncia de Leishmania (Leishmania) infantum JPCMS5 e L. (L.)

amazonensis UA30, empregando a ferramenta Samtools - stats e Samtools-coverage.

RESULTADOS

As 18 amostras sequenciadas e alinhadas com os genomas de referéncia JPCMS de L.
infantum ¢ UA301 de L. amazonensis, visando a identificagdo das espécies, revelaram que nove
amostras corresponderam a L. infantum, uma amostra a L. amazonensis, € 0ito amostras
apresentaram ambas as espécies (conforme demonstrado na Figura 1). Dezessete amostras, ao

serem alinhadas com os genomas de referéncia, exibiram uma cobertura significativa,
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abrangendo mais de 80% dos cromossomos presentes no genoma, com excecdo da amostra
LV033, que apresentou uma cobertura de aproximadamente 20%.

Durante a analise da profundidade, que representa o nimero médio de leituras mapeadas
para cada posicdo do cromossomo, constatou-se que onze amostras apresentaram profundidade
igual ou superior a 10 vezes para o genoma de L. infantum. Quatro amostras demonstraram
profundidade maior para o genoma de L. amazonensis. A amostra LV089 exibiu profundidade de
10 vezes para ambas as espécies, enquanto LV033 apresentou profundidade abaixo de 0.25

vezes, como evidenciado na Figura 2.
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Figura 1. Representacido grafica do alinhamento genémico das espécies de Leishmania com
os genomas de referéncia. O eixo “X” representa o alinhamento com o genoma de referéncia de
Leishmania infantum JPCMS e L. amazonensis UA30; o eixo “Y” apresenta porcentagem de

concordancia da amostra em relacdo a referéncia.
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Figura 2. Representacdo da avaliacio da profundidade do alinhamento genémico das
espécies de Leishmania com os genomas de referéncia. O eixo “X” representa o alinhamento
com o genoma de referéncia de Leishmania infantum JPCMS e L. amazonensis UA30; o eixo
“Y” apresenta a quantidade de vezes que as sequéncias de amostras alinharam com o genoma de

referéncia.

ASPECTOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

Ao analisar os resultados do sequenciamento em conjunto com as informagdes dos
prontuarios dos 17 pacientes participantes do estudo, observou-se que nove pacientes
apresentaram-se infectados com uma Unica espécie, enquanto oito pacientes foram
diagnosticados com infec¢do mista por L. amazonensis e L. infantum. Houve a prevaléncia do
sexo masculino e ndo branco, enquanto o sexo feminino (n= 2) foi observado exclusivamente no

grupo de infeccao mista. Quanto a média de idade, verificou-se que no grupo de infec¢ao mista,
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esse valor foi de 35.6 anos, enquanto no grupo com infec¢do Unica, foi de 42 anos (Tabela 1).

Quanto a residéncia dos participantes, 14 eram de Campo Grande, sendo oito do grupo
com unica infecgdo e seis de infeccdo mista. Um participante do grupo de unica infecgdo era de
Guia Lopes da Laguna, enquanto no grupo de infec¢do mista, um era de Ribas do Rio Pardo e
outro de Jardim.

No conjunto total de amostras incluidas no estudo, com base nos diagnésticos fornecidos
pelo Humap-UFMS/Ebserh e nos exames realizados pelo LPH/INBIO/UFMS, constatou-se que
16 dos casos receberam diagndstico positivo para LV em ambos os métodos. Apenas um paciente
teve resultado negativo no exame parasitologico direto (realizado pelo Humap-UFMS/Ebserh),
mas positivo no exame parasitologico indireto (cultura) e no diagndstico molecular (PCR).
Quanto as recidivas, foram observados em cinco casos, sendo que o grupo de infec¢do mista
apresentou recidivas mais frequentes, correspondendo a trés casos (Tabela 1).

Dentro do contexto do quadro clinico caracteristico da LV no grupo com infec¢do mista
por Leishmania, fadiga/astenia/fraqueza (54.6%), hiporexia (55.6%), tosse (66.6%), vOomito
(60%) e linfadenomegalia (100%) foram mais frequentes em compara¢do ao grupo com apenas

uma infec¢do. Estes achados estao representados na Figura 3.

Febre

Anemia

Perda ponderal
Hepatoesplenomegalia
Bicitopenia ou pancitopenia
Fadiga/astenia/fraqueza
Hiporexia

Diarreia

Tosse

Vomito

Linfadenomegalia

B Infeccdo mista %  m Infeccdo tunica %

Figura 3. Frequéncia em porcentagem do quadro clinico comuns ao LV encontrados nos
pacientes do estudo. A barra azul corresponde a infeccdo mista por Leishmania spp. € a

vermelha escuro a infecgdo ndo mista.
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O estudo investigou os habitos de vida dos participantes, revelando que tabagismo
(66,6%), etilismo (66,6%) e uso de drogas ilicitas (57,2%) foram mais frequentes no grupo com

infecgdo mista (Figura 4).

Habitos de vida

100%

54

Etilismo Tabagismo Uso de droga ilicita
B Infeccio unica M Infeccio mista

Figura 4. Frequéncia em porcentagem dos habitos de vida dos pacientes participantes do
estudo. A barra vermelha corresponde a infecgdo mista por Leishmania spp. € a azul a infec¢ao

ndo mista.

A presenga de comorbidades também foi observada nesses individuos, em que Diabetes
mellitus que foi identificada em um paciente do grupo com infec¢do unica, enquanto no grupo de
infeccdo mista foi constatada a presenca de um paciente com doenga cerebrovascular e outro
com doenga pulmonar (Tabela 1).

A coinfec¢do com o HIV foi prevalente em ambos os grupos: sete dos casos de infec¢ao
mista e seis dos casos de infec¢do Unica (Tabela 1). Verificou-se que apenas dois pacientes foram
identificados como abertura de caso HIV/LV (um de cada grupo). Dos pacientes com coinfeccao,
apenas trés estavam em tratamento regular com TARV (dois do grupo de infec¢do mista e um do
grupo com infec¢do Unica); os demais ndo estavam em tratamento ou estavam com uso irregular.
Em relagdo a carga viral, somente trés pacientes apresentaram niveis indetectaveis (um do grupo
de infec¢do mista e os outros do grupo com infeccdo unica). Todos os registros que incluiam
contagem de células CD4+ apresentaram valores abaixo de 110 células/mm’.

No aspecto do tratamento, somente um paciente do grupo de infec¢do mista nao recebeu
tratamento. Dentro desse mesmo grupo, observou-se que a administracdo medicamentosa foi

conduzida da seguinte maneira: dois pacientes foram tratados exclusivamente com anfotericina B
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desoxicolato, trés apenas com anfotericina B lipossomal, um recebeu tratamento com ambos os
farmacos e outro foi tratado com trés medicamentos (anfotericina B lipossomal, desoxicolato e
antimoniato de meglumina). Destes, trés foram submetidos a tratamento prévio para LV. No
grupo de infec¢do unica de LV, seis pacientes receberam anfotericina B lipossomal, dois
iniciaram o tratamento com anfotericina B desoxicolato e mudaram para a lipossomal, e um
comegou com antimoniato de meglumina e, devido a toxicidade, passou a utilizar anfotericina B
lipossomal. Destes, dois pacientes ja haviam sido tratados anteriormente para LV (Tabela 1),

Avaliando a questao da profilaxia secundaria, a qual ¢ recomendada pela OMS em todos
os pacientes com coinfeccdo HIV-LV desde o primeiro episddio de LV (OPAS, 2022). A
ocorréncia da conduta foi similar em ambos os grupos, quatro casos da infec¢do mista e trés
casos de unica infecgdo (Tabela 1).

No que diz respeito as internagdes pds-tratamento de LV, trés pacientes do grupo de
infec¢do Unica necessitaram desse servigo, com dois deles internados oito vezes. No grupo de
infeccdo mista, trés pacientes foram internados, e dois deles precisaram do servigo mais de uma
vez.

Durante a infecg¢ao por LV, alguns individuos foram diagnosticados com outras infec¢des
oportunistas concomitantes. Candidiase, pneumonia e toxoplasmose ocorreram com igual
frequéncia em ambos os grupos. Por outro lado, histoplasmose, leishmaniose cutanea e sifilis
foram mais prevalentes no grupo de infec¢do mista. Criptococose e pneumocistose foram mais
frequentes no grupo com infecgdo Unica por Leishmania.

No que diz respeito a gravidade, o grupo de infeccdo mista foi predominante (n=4),
enquanto o grupo com infec¢ao Unica todos os pacientes apresentaram sinais de alerta (Tabela 1).
O LVO082 foi o unico caso com desfecho de 6bito, esse pertencia ao grupo de infecgdo mista.

A Tabela 1 sumariza o perfil clinico-epidemiologico dos participantes incluidos no

estudo.
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Tabela 1. Perfil clinico-epidemiologico da populacio de estudo segundo o tipo de infec¢io por Leishmania atendidas no

Humap-UFMS/Ebserh Campo Grande, Mato Grosso do Sul (n=17).
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S
Diagn. | Diagn. - Profilaxia Sinais
Cod. Inf TTO td. .
Ll(-')’H Procedéncia | Ida i Cor |HUMA | LPH/U 111\;::0 Espécie TTO anterior secundaria | Recidiva rg:ldiva Comorbidades] de | Gravidade] Obito
de o P/UFMS | FMS LV  apés alerta
tto
Anfotericina B
Campo L.infantum | Desoxicolato e
LV033 | Grande - MS 43 |M} Parda S S N lipossomal S S S 1 HIV S N N
Campo L infantum Anfotericina B
LV042 | Grande - MS 28 |M|] Parda S S N ’ lipossomal N S N NA HIV S N N
Campo I amazonensis Anfotericina B
LV045 | Grande - MS 44 M| Parda S S N ' “ lipossomal N N N NA HIV S N N
Ribas do Rio L. Anfotericina B
LV050 | Pardo -MS 23 | F| Parda S S N amazonensis/L. |  lipossomal N S S 1 HIV S N N
infantum
Campo ) Anfotericina B
L.infantum .
LV072 | Grande - MS 36 |M] Parda S S N lipossomal N N N NA HIV S N N
Antimonial
) pentavalente e
L.
Campo infantum Anfotericina B
LV076 | Grande - MS 27 IM| Parda S S N lipossomal N N N NA N S N N
Antimonial
L. pentavalente,
amazonensis/L. | Anfotericina B
Campo infantum Desoxicolato e
LV080 | Grande - MS 31 Ml Parda S S S lipossomal NA N N N
LV082 Jardim -MS 47 MI Parda N S S L. N NA HIV N
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amazonensis/L.
infantum
Campo ) Anfotericina B Diabetes
L.infantum . :
LV084 | Grande - MS 56 |M] Parda lipossomal N N NA mellitus
L. .
. Anfotericina B
Campo amazonensis/L. linossomal
LV085 | Grande-MS | 35 M| Parda infantum P N N NA HIV
L. Anfotericina B
LV087 Campo 24 M| Parda amazonensis/L. Desoxicolato N N
Grande - MS infantum NA HIV
L. Anfotericina B
Campo amazonensis/L. Desoxicolato HIV Doenga
LV089 | Grande - MS 38 | F|] Parda infantum S S 1 pulmonar
Anfotericina B
Campo L.infantum | Desoxicolato e
LV095 | Grande - MS 50 |M] Branca lipossomal N N NA N
ia L Anfotericina B
pvigs |Suiatopesdal o bl parda Linfanuum ~ |A00teriema N N
Laguna - MS lipossomal
NA HIV
Campo L infant Anfotericina B
Lv125 | Grande-MS | 47 |M| Branca Anjantum lipossomal S S 3 HIV
L. Anfotericina B
Campo amazonensis/L. | Desoxicolato e
LV129 | Grande - MS 36 |M] Parda infantum lipossomal S S 4 HIV
L. Anfotericina B
Campo amazonensis/L. i OOZSOCmal HIV Doenga
LV130 | Grande - MS 51 Parda infantum P N N NA  |cerebrovascular

M

Legenda: S: sim; N: ndo. M: sexo masculino; F: sexo femino. Qnd.:quantidade. TTO: tratamento. HIV: virus da imunodeficiencia adqurida.
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DISCUSSAO

O presente estudo relata o primeiro achado de coinfe¢do de Leishmania infantum e L.
amazonensis no Estado de Mato Grosso do Sul. Os resultados demonstraram que das 18 amostras
(Figura 1), oito apresentaram coinfeccdo L. infantum/L. amazonensis. O municipio de Campo
Grande ¢ identificado pelo Ministério da Saude como uma 4rea de alta transmissdo dos agentes

causadores de leishmaniose visceral (LV) e cutanea (LC)"*

, 0 que aumenta a probabilidade de
ocorréncia de infec¢des mistas.

Historicamente, pressupunha-se que hospedeiros vertebrados e invertebrados seriam
suscetiveis a infeccdo por uma Unica espécie de parasita. No entanto, a literatura atual tem
demonstrado eventos de coinfec¢do em ambos hospedeiros, particularmente em regides onde a

2628 Um estudo realizado em Governador Valadares, Minas Gerais,

doenga ¢ endémica
identificou a presenca de mais de uma espécie de Leishmania em um inseto Lutzomyia
longipalpis, vetor do agente de LV. Também ja foram descritas trocas genéticas, resultantes de
interacdes inter e intraespecificas entre parasitas do género Leishmania em ambos hospedeiros,
vertebrado e invertebrado”. O impacto desta estratégia reprodutiva representa uma adaptagio
genética deste parasita®.

Inicialmente, todos os pacientes manifestavam clinica para LV. No caso de um paciente
especifico (LV082), o diagnostico parasitologico direto realizado por meio do aspirado de
medula 6ssea (AMO) resultou negativo. Contudo, tanto as técnicas de PCR quanto a inoculacio
em meio de cultura (parasitologico indireto) executadas com o mesmo material apresentaram
resultados positivos. O desfecho do paciente foi o Obito, seis dias apds a realizagao do
diagnostico. Vale ressaltar que esse paciente integrava o grupo de infeccdo mista, o que sugere a
possibilidade de uma complicacdo adicional. Tal contexto evidencia a importancia crucial de um
diagnostico preciso e rapido.

O exame parasitologico direto, por meio da visualizacdo de formas amastigotas, ainda ¢
considerado o padrdo-ouro para o diagndstico da LV. Apesar de ser uma pratica rotineira em
hospitais, essa técnica requer profissionais altamente capacitados e experientes, o que pode
resultar em uma subnotificagdo de casos®'. Além disso, esse método ndo permite a identificagdo
de infecgdes mistas'*. A detecgdo de coinfe¢des ¢ de extrema importancia, pois contribui para a
compreensdo da epidemiologia, da fisiopatologia e do curso clinico da doencga, além de orientar
intervengdes terapéuticas adequadas®®. Diante desse cenario, a utilizagdo de ferramentas
tecnologicas de sequenciamento de proxima geragdo torna possivel a analise do genoma da
espécie responsavel pela infeccao.

Com o advento da pandemia de COVID-19, muitos laboratorios t€ém investido em

plataformas de sequenciamento, como o NGS, como uma ferramenta muito util para diagnosticar
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diversos microrganismos®***. Além de Leishmania spp., outros patogenos, como Mycobacterium
tuberculosis e Histoplasma capsulatum podem infectar a medula 6ssea***. Nesses casos, 0 NGS
pode ser usado para identificar o agente etiologico mais rapidamente.

Em relagao ao perfil epidemioldgico, os resultados corroboram achados de estudos
anteriores, evidenciando a predominancia de casos de LV em individuos do sexo masculino, ndo
brancos e residentes em areas urbanas®®. No entanto, destaca-se na analise da gravidade a maior
frequéncia de casos com infeccdo mista, suscitando reflexdes sobre a possivel associacdo da
infeccdo por dois patdogenos do mesmo género e a gravidade da doenga. Isso ressalta a
importancia de estudos mais detalhados sobre essa relagao.

Os nossos achados podem estar em consondncia com o estudo experimental realizado em
hamsters por Celeste et al. (2017)*’, no qual as infec¢des mistas foram associadas a doengas
clinicas mais graves do que as causadas por um unico agente. [sso sugere uma possivel supressao
mais intensa da imunidade do hospedeiro, o que permite a multiplicagdo dos parasitas e prejudica
a fungdo efetora dos macrofagos, resultando em doengas mais graves™.

Na analise das comorbidades, o grupo com infec¢ao mista chamou a atencao devido a sua
maior frequéncia, principalmente em relacido ao HIV. Sete dos oito casos apresentavam
coinfec¢ao HIV/LV, sendo que, desses, o LV089 também sofria de doenga pulmonar e o LV130
de doenca cerebrovascular. Os nossos resultados estdo em conformidade com os achados de
Castilho-Castafieda et al. (2022)", nos quais foi observada infec¢do mista pela mesma espécie
em pacientes imunocomprometidos. Estd bem estabelecido que, em pacientes com HIV, a
diminui¢do dos linfécitos T CD4+ promove a replicacdo, disseminagdo e visceralizacdo de
Leishmania spp., € a coexisténcia desses patogenos acelera o avanco em dire¢do a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, falha terapéutica e recidiva®®*’.

O cultivo e isolamento das Leishmania spp. apresentam limitagdes significativas, sendo
um procedimento extremamente laborioso € que exige um tempo consideravel. Além disso, esse
processo ¢ vulneravel a contaminagdes, mesmo com a adogdo de rigorosas medidas de controle e
precaugdes’’.

Em resumo, este estudo relatou oito casos de coinfeccdo L. amazonensis/L. infantum em
paciente com diagnoéstico clinico de LV, o que sugere que essa coinfec¢do nao deve mais ser
ignorada nas condutas clinicas. Além disso, foi necessario o sequenciamento por NGS para

identificar as coinfecgoes.

CONCLUSAO

O estudo relatou, pela primeira vez no Mato Grosso do Sul, a presenga de coinfec¢ao por

Leishmania infantum e Leishmania amazonensis em amostras de pacientes atendidos no hospital
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de referéncia do estado. Isso ressalta a importancia da identificagdo e do uso de métodos
gendmicos para o diagnostico dessas doencas. Esses resultados oferecem insights cruciais para

orientar tanto o manejo clinico quanto o epidemiologico da enfermidade.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho originou-se inicialmente em um artigo e dois manuscritos, abordando
uma série de casos, o perfil epidemiologico dos pacientes adultos atendidos no hospital de

referéncia e uma analise gendmica das espécies circulantes no estado;

A série de casos relatou trés casos de Leishmaniose Dérmica Para-Kala-azar (Para-KDL) em
Mato Grosso do Sul, de pacientes atendidos Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (Humap-UFMS/Ebserh), descrevendo a conduta

médica e terapéutica até o desfecho final.

O estudo analisou minuciosamente as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas da
leishmaniose visceral, utilizando dados dos prontuarios médicos para tragar o perfil epidemiologico
dos pacientes adultos atendidos no Humap-UFMS/Ebserh, um importante centro de referéncia para

a doenga.

O trabalho identificou a coexisténcia de Leishmania infantum e Leishmania amazonensis em
isolados de cultura provenientes de amostras de pacientes do hospital de referéncia, utilizando

sequenciamento gendmico completo por meio da tecnologia de sequenciamento de nova geracao

(NGS).
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