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RESUMO

Introducdo As leishmanioses sdo doencas zoonoticas causadas por protozoarios do género
Leishmania e transmitidas por fémeas de flebotomineos infectadas, representando um desafio
significativo para a satde publica, especialmente em regides tropicais. A coinfec¢do com HIV
agrava a leishmaniose devido a imunossupressdo, comprometendo o controle do parasito e
potencializando sua disseminacdo sistémica. Objetivo Este estudo teve como objetivo
identificar casos de leishmaniose em pessoas vivendo com HIV no estado de Mato Grosso do
Sul, Brasil, utilizando métodos moleculares. Materiais e métodos Entre marco e maio de 2023,
103 participantes foram selecionados em servicos de referéncia, onde questionarios foram
aplicados para coletar dados sociodemogréaficos e epidemiologicos. Além disso, prontuarios
médicos foram analisados para obter informacfes sobre carga viral e contagem de células
TCDA4+. Foram coletadas amostras de sangue total para detectar Leishmania spp. por meio da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), tendo como alvo o KDNA e a LnPCR com alvo
SSUrRNA. Resultado Dos 103 participantes, 13 foram positivos para pelo menos um dos alvos
da PCR, sendo que 7 foram positivos apenas para SSUrRNA, 4 apenas para KDNA e 2 para
ambos. A maioria dos casos se concentraram em Campo Grande-MS, com predominancia de
homens e uma média de idade de 40 anos. Muitos dos afetados eram brancos, de baixa
escolaridade ou donos de cées. A carga viral foi indetectavel em participantes positivos para a
PCR de Leishmania, assim como a contagem média de linfocitos T CD4+, foi semelhante a
observada no grupo de portadores de HIV com resultados negativos para a PCR. Conclusédo A
positividade da coinfeccdo assintomatica por Leishmania/HIV, avaliada pela PCR entre os
participantes deste estudo foi de 12,62% (13/103), com 69,2% (9/13) dos participantes positivos
sendo detectados pelo gene SSUrRNA. Destacando a importancia do diagndstico molecular

para identificar essa condi¢do em pacientes vivendo com HIV.

Palavras-chaves: Leishmanioses, HIV, Coinfeccéo leishmanioses e HIV, Diagndstico Molecular,

Desafios em Saude Publica.



ABSTRACT
Introduction Leishmaniasis are zoonotic diseases caused by protozoa of the genus Leishmania
and transmitted by infected female phlebotomine sandflies, representing a significant public
health challenge, especially in tropical regions. Coinfection with HIV worsens leishmaniasis
due to immunosuppression, compromising the control of the parasite and enhancing its systemic
dissemination. Objective This study aimed to identify cases of leishmaniasis in people living
with HIV in the state of Mato Grosso do Sul, Brazil, using molecular methods. Materials and
Methods Between March and May 2023, 103 participants were selected from reference
services, where questionnaires were administered to collect sociodemographic and
epidemiological data. Additionally, medical records were analyzed to obtain information on
viral load and TCD4+ cell count. Whole blood samples were collected to detect Leishmania
spp. Using Polymerase Chain Reaction (PCR), targeting KDNA and LnPCR with SSUrRNA as
the target. Results Of the 103 participants, 2 were positive for both molecular techniques, while
11 were positive only for KDNA or SSUrRNA. Most cases were concentrated in Campo
Grande-MS, with a predominance of men and an average age of 40 years. Many of the affected
individuals were white, had low educational levels, or were dog owners. The undetectable viral
load in participants positive for Leishmania PCR, as well as the average TCD4+ lymphocyte
count, was similar to that observed in the group of HIV carriers with negative Leishmania PCR
results. Conclusion The positivity of asymptomatic Leishmania/HIV coinfection, assessed by
PCR among the participants of this study, was 12.62% (13/103), highlighting the importance

of molecular diagnosis to identify this condition in patients living with HIV.

Keywords: Leishmaniasis, HIV, Leishmaniasis and HIV Coinfection, Molecular Diagnosis,
Public Health Challenges.,
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1 INTRODUCAO

As Leishmanioses compreendem um grupo de zoonoses causadas por protozoarios do
género Leishmania e representam um desafio significativo para a satde publica em regides
tropicais no Novo Mundo. A transmissdo da Leishmania spp. ao ser humano ocorre por meio
da picada do flebotomineo, e a infeccdo ndo é de natureza contagiosa. As manifestacdes clinicas
da doenca variam amplamente de acordo com o agente etioldgico, incluindo Leishmaniose
Cuténea Localizada, Leishmaniose Cutanea Difusa, Leishmaniose Cutdnea Disseminada,
Leishmaniose Mucocutanea, Leishmaniose Cuténea Recidivante e Leishmaniose Visceral
(GRIMALDI; MCMAHAN-PRATT, 1991).

A Leishmaniose Visceral (LV) representa a forma mais grave da doenca e tem
relevancia clinica notadvel no Brasil, sendo a segunda doenca mais fatal causada por
protozoarios. O Ministério da Saude relata que a LV afeta anualmente cerca de 3.500 individuos
no pais. No estado do Mato Grosso do Sul, a Leishmaniose é endémica, com ocorréncia em
quase todos os municipios. Entre os anos de 2011 e 2020, foram registrados 1.811 casos e 127
obitos por LV (BRASIL, 2021).

Por outro lado, a Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida (AIDS) é causada
pelos virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1 e HIV-2), resultando na deterioracéo
progressiva do sistema imunoldgico, especialmente a reducdo dos linfocitos CD4+. 1sso torna
0s pacientes suscetiveis a infeccbes oportunistas (HENNY et al, 2019). No Brasil,
aproximadamente 30 mil novos casos de HIV sdo registrados anualmente, com cerca de 920
mil brasileiros vivendo com o virus. No estado de Mato Grosso do Sul, entre os anos de 2007
e 2020, foram notificados 5.182 novos casos de HIV (BRASIL, 2023a)

Em areas endémicas para leishmaniose, como o estado do Mato Grosso do Sul, observa-
se a possibilidade de coinfec¢do entre Leishmania e HIV, com a Leishmaniose Visceral (LV)
exacerbando os sintomas clinicos do HIV e aumentando significativamente o risco de
desenvolver LV. Alémdisso, a LV pode acelerar o curso da AIDS. A Leishmaniose Tegumentar
(LT) também pode modificar a progressdo da doenca pelo HIV, e a imunodepressdo causada
por esse virus facilita a progressdo da LT. A avaliacdo do conjunto de manifestacGes clinicas
da LT em pacientes portadores de HIV indica que ndo existe definicdo de um perfil clinico que
possa ser indiscutivelmente associado a coinfec¢do. Dada a endemia de ambas as infeccdes na
regido, torna-se imperativo investigar a prevaléncia da coinfeccao entre pacientes soropositivos,
uma vez que muitos podem permanecer nao diagnosticados (BRASIL, 2024, 2021).

No contexto da coinfeccdo entre Leishmania e HIV, a utilizagdo de métodos moleculares

se torna ainda mais relevante. A elevada especificidade e sensibilidade da Reacdo em Cadeia
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da Polimerase (PCR) sdo fundamentais para detectar a presenga do parasita em pacientes
imunocomprometidos, onde a carga parasitéaria pode ser muito baixa e dificultar a identificacdo
por métodos convencionais. A PCR permite a amplificacdo de sequéncias especificas do DNA
de Leishmania, facilitando a identificacdo precisa das espécies envolvidas e, consequentemente,
direcionando o tratamento de forma adequada (CRUZ et al., 2002).

A coinfeccdo de leishmaniose e HIV tem ganhado relevancia crescente, especialmente
em regides endémicas como Mato Grosso do Sul, onde a leishmaniose visceral é prevalente.
Investigar a prevaléncia e os padrdes de infeccdo por leishmaniose em pessoas vivendo com
HIV atendidas nos servicos de salde do estado é essencial para melhorar o diagndstico precoce
e 0 manejo clinico dessas condi¢gdes com base em métodos diagndsticos mais sensiveis, como
os testes moleculares. Deste modo o presente estudo tem como objetivo identificar casos de
leishmaniose em pessoas vivendo com HIV no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, utilizando

métodos moleculares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS HISTORICOS DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo enfermidades que remontam ao seculo XVI111I, com relatos iniciais
que descrevem individuos manifestando sintomas que se assemelham a atual forma da
leishmaniose cuténea (LC) (BENCHIMOL et al., 2019). Naquela época, a condicdo era
conhecida por varios nomes regionais que refletiam caracteristicas clinicas ou a localizacdo
geografica, principalmente “Botdo do Oriente” (JOGAS, 2022). O primeiro relato documentado
de lesdes cutaneas ulceradas data de 1756, quando o pesquisador Alexandre Russell, na Siria,
registrou essas manifestaces clinicas. A doenca era inicialmente considerada benigna e,
frequentemente, apresentava uma resolucao espontanea dentro de um ano. Entretanto, apenas a
partir de 1844, as lesdes cutaneas foram reconhecidas como um problema de importancia,
afetando soldados envolvidos em conflitos europeus no sul da Argélia (STEVERDING, 2017).

Ja a leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, tem seus primeiros
registros por volta do século X1X, na india. Sendo frequentemente confundida com a malaria
ou ancilostomiase e devido a similaridade dos sintomas cronicos e a ocorréncia nas mesmas
areas endémicas. O calazar afetava tanto a populacdo nativa quanto os europeus na india,
apresentando sintomas graves e alta taxa de mortalidade, o que suscitou grande interesse pelo
seu estudo (BENCHIMOL et al., 2019).

O final do século XIX e o inicio do século XX testemunharam avancos substanciais no
entendimento médico e na pesquisa cientifica. 1sso se deve, em parte, as descobertas pioneiras
de Louis Pasteur sobre a teoria dos germes e a identificacao da relacao entre doencas infecciosas
e seus agentes patogénicos por Robert Koch (BONNET et al., 2020). Além disso, a introducéo
dos conceitos de vetores e hospedeiros intermediarios, desenvolvidos por Patrick Mason e
Ronald Ross, desempenhou um papel crucial. A comprovacdo da participacdo de insetos na
transmissdo de doencas em regides tropicais, realizada por Walter Reed, contribuiu para o
aprimoramento do conhecimento dessas afeccdes (MASCARINI, 2003).

As primeiras descricdes do protozoario causador da LV e da LC ocorreram no século
XX, especificamente em 1903. Nesse ano, os médicos ingleses William Leishman e Charles
Donovan descreveram o microrganismo responsavel pela LV em artigos distintos publicados
no British Medical Journal (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; LAINSON, 2010). Alguns
meses mais tarde, essa descoberta foi corroborada pelos pesquisadores Laveran e Mesnil, que

propuseram 0 nome "Leishmania donovani" para o parasita. Na mesma época, 0 médico
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americano James Homer Wright descreveu um parasita encontrado em lesdes cuténeas
semelhantes ao botdo do Oriente, denominando-o de Helcosoma tropicum ou Welcosoma
tropicum (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; JOGAS, 2017).

A partir de 1904, evidéncias comecaram a surgir indicando uma estreita relacéo
morfoldgica entre os microrganismos causadores da LV e LC (STRELKOVA; BARANOVA,;
KUHLS, 2020). Em 1906, o pesquisador alemd Max Luhe propds a mudanga de nome do
parasita responsavel pela LC para Leishmania tropica, estabelecendo assim o grupo de doencas
denominado leishmanioses (JOGAS, 2022).

Com base nesse conhecimento, 0s pesquisadores da época perceberam que casos de LV
(calazar) e LC (botdo do Oriente) ocorriam em diversas partes do mundo, estimulando o
interesse pelo estudo dessas doencas (BASANO; CAMARGO, 2004).

No Brasil, o primeiro relato do protozoario causador da leishmaniose data de 1909,
quando Adolpho Lindenberg, Antonio Carini e Ulysses Paranhos observaram “corpusculos de
Leishman-Donovan™ em lesGes cutaneas e mucosas semelhantes ao botdo do Oriente na cidade
de Bauru, Sdo Paulo (LAINSON, 2010) Esses achados impulsionaram pesquisas sobre a
leishmaniose em diversas regifes da América do Sul. (JOGAS, 2022).

Na década de 1910, muitos pesquisadores comegaram a suspeitar da existéncia de um
protozoario distinto na América do Sul, devido a presenca de lesbes mucosas com
caracteristicas e evolucdo clinica diversas das encontradas no botdo do Oriente (JOGAS, 2017).
Em 1911, o pesquisador brasileiro Gaspar de Oliveira Vianna estabeleceu uma correlacao entre
essas lesdes mucosas e um protozoario do género Leishmania, nomeando-o como Leishmania
braziliensis.(BASANO; CAMARGO, 2004).

Os casos de LV foram confirmados no Brasil pela primeira vez em 1934, quando o
pesquisador Penna analisou fragmentos hepaticos de 41 casos durante uma investigacdo sobre
febre amarela, identificando os parasitas responsaveis pela leishmaniose (LAINSON, 2010;
SILVEIRA et al., 2016).

A partir dessas observacOes, pesquisadores, tanto no Brasil quanto em outros paises,
intensificaram as investigacdes sobre essa enfermidade. Notavelmente, 0 médico sanitarista
brasileiro Evandro Chagas, junto com sua equipe, iniciou pesquisas sobre a leishmaniose
visceral no estado do Para (MASCARINI, 2003). Suas pesquisas revelaram que a doenca se
manifestava de maneira esporadica e que o parasito era transmitido por meio da picada de um
inseto que vivia no peridomicilio, o Phlebotomus longipalpis (atualmente conhecido como
Lutzomyia longipalpis) (BENCHIMOL et al., 2019).
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Esse protozoario parasita provinha de uma fonte animal silvestre associada ao ciclo do
parasita e ao inseto transmissor. Além disso, Chagas descreveu o parasito responsavel pela LV,
inicialmente nomeado como Leishmania chagasi e posteriormente classificado como
Leishmania infantum chagasi (SILVEIRA et al., 2016). Nas décadas subsequentes, as pesquisas
continuaram, e somente na década de 1960 foi possivel realizar uma identificacdo mais precisa
dos diferentes protozoarios causadores da leishmaniose na América do Sul, gracas ao
desenvolvimento de métodos laboratoriais mais avangados (SILVEIRA et al., 2016).

2.2. ASPECTOS BIOLOGICOS DOS PARASITOS DO GENERO Leishmania

As leishmanioses sdo um grupo complexo de doencas parasitarias debilitantes que
afetam os seres humanos. Elas sé@o causadas por protozoarios do género Leishmania, que
pertencem a ordem Kinetoplastida. A ordem Kinetoplastida é caracterizada pela presenca de
uma anica mitocondria rica em DNA mitocondrial, conhecido como "kDNA" (GONTIJO;
CARVALHO, 2003).

Dentro dessa ordem encontrasse a familia Trypanosomatidae, que inclui principalmente
parasitas. Os protozoarios dessa familia compartilham caracteristicas morfoldgicas
semelhantes, incluindo a presenca de uma rede de microtubulos subpeliculares, que €
notavelmente rigida e contribui para a formacédo de diversas formas celulares bem definidas ao
longo do ciclo evolutivo desses protozoarios. As especies do género Leishmania pertencem a
essa familia e sdo responsaveis pelas leishmanioses em seres humanos, apresentando um ciclo
de vida complexo que envolve diferentes formas celulares ao longo de sua
evolucdo.(GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Sendo consideradas protozoarios digenéticos, pois possuem em seu ciclo bioldgico
hospedeiros vertebrados e invertebrados. Alem de possuir duas formas evolutivas, amastigota
e a promastigota. (Figura 1). No novo mundo sua transmissdo ocorre durante o repasto
sanguineo da fémea de flebotomineos, insetos vetores da subfamilia Phlebotominae,
popularmente conhecidos como: Mosquito palha, birigui ou cangalha. (GONTHO;
CARVALHO, 2003).
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Figura 1 Formas evolutivas de parasitos do género Leishmania
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A leishmaniose - termo que apresenta desafios quando usado no singular - desafiava um
principio fundamental da microbiologia, que era a ideia de que cada doenca tinha um agente
etiologico especifico. Ja que na época, e por um bom tempo ainda, as doencas que
aparentemente ndo tinham relacéo entre si eram causadas por protozodarios que nao podiam ser
diferenciados com os recursos técnicos disponiveis naquele periodo (BESTEIRO et al., 2007).

Hoje sabe-se que o género Leishmania possui uma diversidade de espécies de
protozoarios que podem causar leishmaniose. Muitas dessas espécies foram identificadas com
base em suas caracteristicas morfologicas e biologicas, bem como por meio da analise das
caracteristicas clinicas e epidemiolégicas das doencas. Além disso, para uma identificacdo mais
precisa podem ser atribuidos métodos bioquimicos, imunoldgicos e moleculares (BESTEIRO
et al., 2007).

No cenario brasileiro, que se destaca como um pais caracterizado por abrigar uma
notavel diversidade de espécies pertencentes ao género Leishmania, delineia-se uma
complexidade marcante que resulta em uma variedade significativa de manifestacdes clinicas
das leishmanioses (VASCONCELOS et al., 2018). Descritas a seguir:
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Leishmania braziliensis: Esta espécie figura como uma das mais proeminentes no
contexto brasileiro, sendo primariamente vinculada a ocorréncia da leishmaniose cuténea e
mucocutanea.

Leishmania amazonensis: Encontrada sobretudo na regido amazOnica, essa espécie
configura-se como uma causa significativa tanto da leishmaniose cuténea quanto da forma
difusa da doenga no Brasil.

Leishmania infantum: Anteriormente identificada como L. chagasi, esta espécie
manifesta sua presenca no territorio brasileiro, associando-se de forma destacada a
leishmaniose visceral, uma das formas mais severas da patologia.

Leishmania guyanensis: Distribuida na regido amazonica, esta espécie esta notadamente
relacionada a leishmaniose cutanea, apresentando lesdes ulceradas que podem ser ndo apenas
dolorosas, mas também persistentes.

Leishmania lainsoni: Classificada como uma espécie menos prevalente, contudo
associada a leishmaniose cuténea, esta variante encontra sua ocorréncia na Amazonia brasileira,
contribuindo para a complexidade do panorama epidemioldgico da regiao.

No contexto de Mato Grosso do Sul, a distribuicdo das espécies de Leishmania mostra
que Leishmania braziliensis é prevalente, associada a leishmaniose cutdnea e mucocutanea,
especialmente em éareas rurais e florestais do estado (LIMA JUNIOR et al.,, 2009). A
leishmaniose tegumentar é endémica na regido, com registros de casos desde 1975, sendo
transmitida principalmente através do contato humano com o reservatorio natural do parasita,
frequentemente relacionado a atividades ocupacionais especificas. (DORVAL et al., 2006)
Leishmania amazonensis, também encontrada na regido, é conhecida por causar leishmaniose
cutanea com lesdes ulceradas, sendo mais frequentemente observada em areas de transicdo para
a Amazonia. Leishmania infantum pode estar presente em algumas regides, contribuindo para

casos esporadicos de leishmaniose visceral (LIMA JUNIOR et al., 2009).

2.2.1 Manifestacdes Clinicas das leishmanioses mais prevalentes no Brasil.

O complexo das leishmanioses engloba uma diversidade de manifestacdes clinicas que
variam de acordo com a espécie do agente etioldgico, caracteristicas do vetor transmissor,
resposta imunoldgica do hospedeiro, entre outros fatores (BESTEIRO et al., 2007). Dentro
deste contexto, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é um termo utilizado para
descrever infecgdes por Leishmania que afetam a pele, mucosas e semimucosas. As principais

formas clinicas dentro do grupo da LTA incluem a leishmaniose cutanea localizada,
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leishmaniose cutanea difusa, leishmaniose cutanea disseminada, leishmaniose mucocutanea, e
a leishmaniose cutanea recidivante. (CONCEICAO-SILVA; ALVES, 2014)

Além da LTA, ha a Leishmaniose Visceral (LV), que é uma forma grave da doenca,

afetando 6rgdos internos como o baco, figado e medula 6ssea, sendo potencialmente fatal se
ndo tratada adequadamente (BESTEIRO et al., 2007).

O género Leishmania compreende diversas espécies de protozoario, cada uma

apresentando distintos perfis de patogenicidade e distribuicdo geografica. Algumas das

principais manifestacdes clinicas sdo descritas a seguir:

Leishmaniose Cutanea: Conhecida popularmente como Ulcera de Bauru, esta
manifestacdo é caracterizada pela formacdo de ulceras Unica ou maltiplas na derme,
geralmente no local da picada do vetor. Podem ser lesdes abertas, nddulos ou feridas
que ndo cicatrizam. As lesbes apresentam bordas bem definidas, repletas de
protozoarios, e um fundo rosaceo, sendo indolores. A evolucdo da lesdo inicia-se com
o0 surgimento de um nodulo no local da picada do vetor, seguido pela ulceracao inicial,
Ulceras superficiais com numerosos parasitos e infiltrados de linfocitos e macrofagos.
Antes da cicatrizacdo, a Ulcera estabiliza-se, tornando-se mais profunda, com

diminuicdo do numero de parasitos, e inicia-se 0 processo inflamatorio (NEVES, 2016)

Leishmaniose Mucocutanea: Também conhecida como "nariz de anta”, apresenta uma
fase inicial semelhante a leishmaniose cutanea. Um aspecto caracteristico da doenca séo
as lesbes destrutivas, que ocorrem meses ou anos apos a leséo inicial, afetando mucosas
e cartilagens, principalmente boca e nariz. Aproximadamente 70% dos casos com lesdes
de mucosas desenvolvem-se nos primeiros cinco anos apos a lesdo primaria (NEVES,
2016)..

Leishmaniose Cutanea Recidivante: Este subtipo é caracterizado pelo reaparecimento
de lesbes cutaneas apds um periodo inicial de aparente cicatrizacdo. As recidivas podem
ocorrer proximas ao local da lesdo original e sdo associadas a fatores imunologicos e
persistentes do parasito (NEVES, 2016).

Leishmaniose Cuténea Difusa (LCD): Caracteriza-se pela formacdo de lesbes nao
ulceradas por toda a pele, contendo um grande nimero de parasitos. Essas lesdes ndo
sdo causadas por multiplas picadas do inseto, mas sim pela metastase do parasito pelos

vasos linfaticos. A LCD esta associada a uma deficiéncia no sistema imunoldgico do
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hospedeiro, tornando-o incapaz de desenvolver uma resposta inflamatoria eficaz contra
0 parasito (NEVES, 2016).

e Leishmaniose Visceral: comumente conhecida como Calazar, representa a
manifestacdo mais grave da doenca, destacando-se por sintomas sistémicos de
consideravel gravidade. Caracteriza-se pela presenca de febre prolongada, anemia
acentuada e comprometimento dos 6rgdos internos, com énfase significativa no figado,
baco e medula dssea. Essa condicdo resulta na hepatoesplenomegalia, uma expressdo
clinica marcada pelo aumento volumétrico desses 6rgaos. Na Leishmaniose Visceral, a
infecgdo pelo parasito do género Leishmania dissemina-se para os 6rgdos internos,
resultando em uma resposta inflamatéria sistémica. A persisténcia do parasito no
hospedeiro e sua propensdo em afetar orgédos vitais contribuem para a complexidade
clinica dessa forma da doenca. (NEVES, 2016).

2.2.1 Ciclo biologico da Leishmania

A Leishmania é um protozoario digenético que envolve dois hospedeiros principais: um
hospedeiro vertebrado (geralmente mamiferos, incluindo seres humanos) e um vetor, que € um
flebotomineo, um pequeno inseto voador. O que torna o ciclo de vida complexo, conforme pode
ser visto na (Figura 2) (KILLICK-KENDRICK, 1990).
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Figura 2- Ciclo bioldgico de parasitos do género Leishmania
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e Inoculacédo no Hospedeiro Vertebrado:
Durante o repasto sanguineo, o flebotomineo infectado, pica um hospedeiro vertebrado
suscetivel (como um ser humano), e injeta as promastigotas metaciclicas neste hospedeiro.

Essas promastigotas metaciclicas sdo altamente moveis e infectantes (KILLICK-KENDRICK,
1990).

e Fagocitose pelas Células do Sistema Imunoldgico:
As promastigotas metaciclicas sdo entdo fagocitadas pelas células do sistema

imunoldgico do hospedeiro, como macréfagos e células dendriticas (KILLICK-KENDRICK,
1990).

e Transformacdo em Amastigotas Intracelulares:
Dentro dessas células do sistema imunolédgico, as promastigotas metaciclicas se

transformam em outra forma chamada "amastigotas". Essas amastigotas sdo a forma
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intracelular do parasita e se multiplicam dentro das células hospedeiras (KILLICK-
KENDRICK, 1990).

e Replicagéo e Infecgio:

As amastigotas se multiplicam ativamente e causam a infeccdo no hospedeiro
vertebrado. A medida que as células do sistema imunoldgico sdo infectadas e a infeccdo se
espalha, os sintomas da leishmaniose podem se desenvolver, dependendo da espécie de
Leishmania envolvida e da resposta imunologica do hospedeiro (KILLICK-KENDRICK,
1990).

e Retorno ao Vetor:

Quando um flebotomineo pica um hospedeiro infectado, ele ingere sangue contendo
macrofagos infectados por amastigotas. Dentro do flebotomineo, as amastigotas se
transformam novamente em promastigotas. No trato digestivo do flebotomineo, as formas
promastigotas do parasita se desenvolvem em uma forma especifica chamada promastigota
metaciclica. Se dividem e migram para a probdscide do vetor. Reiniciando o ciclo (DORVAL
et al., 2009; KILLICK-KENDRICK, 1990).

2.4 EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses representam um conjunto de doengas com distribuicdo geografica
ampla e sdo mais prevalentes em regides tropicais e subtropicais, incluindo partes da Africa,
América do Sul, América Central, Asia e Oriente Médio. S&o causadas por mais de 20 espécies
pertencentes ao género Leishmania. Atualmente, mais de 1 bilhdo de pessoas residem em areas
endémicas para leishmaniose, sujeitas ao risco de infeccdo. Globalmente, sdo registrados
anualmente aproximadamente 30.000 novos casos de LV e mais de 1 milhdo de novos casos de
LT (WHO, 2024)

A LTA exibe uma distribuicdo geografica abrangente, englobando 18 paises nas
Américas, incluindo o Brasil, onde ja se configura como uma questdo significativa em termos
de saude publica. E pertinente destacar que a LTA é categorizada como uma doenca
negligenciada, visto que impacta predominantemente populacdes em condi¢bes de
vulnerabilidade socioecondmica. No periodo de 2003 a 2018, estima-se que aproximadamente
300.000 casos tenham sido registrados, com uma notificacdo de 15.484 novos casos apenas em
2019. Esses dados resultam em um coeficiente de deteccgdo de 7,37 casos por 100 mil habitantes
ao ano. (BRASIL, 2021).
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Considerando a estratificacdo no periodo de 2017 a 2019, realizado pelo Ministério da
Saude, € relevante destacar que o estado de Mato Grosso do Sul foi classificado como uma
regido de transmissao intensa da LT (BRASIL, 2021). (Figura 3).

Figura 3 Estratificacdo de risco de infeccdo por Leishmaniose Tegumentar. Brasil, 2017 a
20109.
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Em Mato Grosso do Sul, no ano de 2022, foram registrados 86 casos de Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) em seres humanos, o que representa um aumento de 38,7% em
relacdo ao ano anterior. A analise retrospectiva dos Ultimos dez anos indica uma tendéncia de
estabilizacdo da incidéncia da doenca no estado, com o0s registros mantendo-se
consistentemente abaixo de 100 casos anuais nos ultimos seis anos. A coinfec¢do LTA-HIV foi
identificada em 3% dos casos registrados, destacando a complexidade epidemiolégica e clinica
da LTA em Mato Grosso do Sul. No que se refere & forma de apresentacéo clinica da doenca,
observa-se maior ocorréncia de leishmaniose cutanea, caracterizada por lesdes ulcerativas na
pele, sendo esta a manifestacdo predominante entre os casos notificados (MATO GROSSO DO
SUL, 2023).
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Por outro lado, a LV é a forma mais grave da doenca, sendo também negligenciada em
ambito mundial. O Brasil responde por 95% dos casos de LV em humanos notificados em todo
o continente americano (MORAIS et al., 2020). A LV no Brasil é causada pela espécie
Leishmania infantum e transmitida por meio da picada de flebotomineos infectados
pertencentes as espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (MENEGATTI et al., 2020).

A LV tem experimentado uma notavel expansdo no territorio brasileiro. Inicialmente
confinada a regido nordeste até meados dos anos 80, a doenga agora registra notificacdes em
todas as regides do pais anualmente (BRASIL, 2003). Durante o periodo entre 2003 e 2018,
foram confirmados aproximadamente 50 mil casos humanos, com 2.529 novos casos reportados
em 2019, resultando em uma taxa de incidéncia de 1,2 casos para cada 100 mil habitantes.
Destaca-se que a regido nordeste concentra o maior nimero de casos, embora a doenca seja
autoctone em todas as 26 unidades federativas do Brasil. (BRASIL, 2021; MARCONDES;
ROSSI, 2013).

No que diz respeito a estratificacdo durante o periodo de 2017 a 2019, destaca-se que
apenas o0 municipio de Eldorado dos Carajas, no estado do Pard, foi classificado com
transmissd@o muito intensa para LV. Outros municipios em diferentes estados, como Roraima,
Pard, Tocantins, Maranhdo, Piaui, Ceara, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, foram

classificados com transmissdo intensa. (BRASIL, 2021). (Figura 4)
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Figura 4 Estratificacdo de risco de infec¢do por Leishmaniose Visceral. Brasil, 2017 a 2019

E pertinente destacar o aumento progressivo da coinfeccdo Leishmania/HIV ao longo
dos anos em todo o cenéario epidemioldgico nacional, atingindo uma taxa de 11,1% do total de
casos confirmados em 2019. Apesar da predominancia de casos confirmados na regido
Nordeste, observou-se um incremento significativo no niamero de coinfectados em outras
regides, notadamente nos estados do Norte e Centro-Oeste durante o ano de 2019 (BRASIL,
2021).

Em Mato Grosso do Sul, no ano de 2022, foram diagnosticados 152 casos de
Leishmaniose Visceral (LV) em humanos, com uma taxa de letalidade de 12,5%. Este nUmero
representa um aumento significativo de 50% em relacdo ao ano anterior. A analise dos ultimos
dez anos revela uma tendéncia de crescimento tanto no nimero de casos suspeitos quanto
confirmados da doenca na regido. Sendo que 28% dos casos confirmados de Leishmaniose
Visceral Humana (LVH) ocorreram em pacientes coinfectados com HIV. Esses dados destacam
a importancia da colaboracdo entre os setores de vigilancia para promover discussdes e
aumentar a eficacia das medidas de controle e prevencdo da doenca, especialmente em
populagoes vulneraveis (MATO GROSSO DO SUL, 2023).
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2.5 ASPECTOS GERAIS DO HIV

O HIV (virus da imunodeficiéncia humana) é um retrovirus pertencente a subclasse dos
Lentivirus, conhecido por ser o agente causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS). Este virus se distingue pela morfologia de seu nucleoide cilindrico, uma caracteristica
Unica dentro da familia Retroviridae (ROSA; SILVA; HORA, 2016). A sindrome foi
inicialmente reconhecida em 1981 nos Estados Unidos, porém o HIV-1, identificado em 1983,
é responsavel pela maioria das infeccGes globais, enquanto o HIV-2, descoberto em 1986,
predomina na Africa Ocidental e exibe menor viruléncia que o tipo 1 (FERREIRA; RIFFEL;
SANT’ANA, 2010). A sindrome foi inicialmente reconhecida em 1981 nos Estados Unidos.

Ambos os retrovirus, HIV-1 e HIV-2, compartilham um mecanismo de infeccdo
altamente especifico, com predilecdo notavel pelos linfocitos T CD4 do sistema imunologico.
Mediante a atividade da enzima transcriptase reversa, ocorre a conversdo do RNA viral em
DNA, seguida pela integracdo do material genético viral ao genoma da célula hospedeira. Este
intrincado processo molecular, fundamental para a biologia viral, culmina na replicacao viral
subsequente, conduzindo a sintese de proteinas virais e a liberacdo do virus, possibilitando a
infeccdo de novas células do hospedeiro. Essa sequéncia de eventos moleculares é essencial
para a perpetuacdo e disseminacdo eficaz da infeccdo pelos retrovirus HIV-1 e HIV-2 no
contexto do organismo hospedeiro (NYAMWEYA et al., 2013).

A propagacdo do HIV ocorre predominantemente por meio da exposicdo a fluidos
corporais contaminados, tais como sangue, secrecdes vaginais e sémen, durante relacdes
sexuais desprotegidas, incluindo atividades vaginais, anais ou orais. Além disso, a transmissédo
vertical, que ocorre durante a gestacdo, parto ou aleitamento materno, constitui uma via
significativa de disseminacdo. Outras modalidades de transmissdo incluem procedimentos
médicos invasivos, como transfusGes sanguineas, e o compartilhamento de instrumentos como
agulhas (HASSAN et al., 2017).

Na auséncia de intervencdo terapéutica, a infeccdo pelo HIV evolui para a AIDS,
caracterizada por uma significativa reducao nos linfécitos CD4, tornando o individuo suscetivel
a doencas oportunistas, tais como tuberculose, micoses sistémicas e parasitoses. Contrariamente
aos individuos imunocompetentes, nos quais o sistema imunolégico consegue controlar
eficientemente essas infecc¢des, pacientes imunocomprometidos enfrentam um elevado risco de
morbidade e mortalidade. Essa vulnerabilidade a patdgenos oportunistas destaca a importancia

crucial do manejo clinico precoce e efetivo para preservar a funcdo imunoldgica e mitigar as
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complicagBes associadas a imunossupressdo decorrente da infeccdo por HIV
(BHATTACHARYA; NEOGI, 2008).

Apesar de mais de trés décadas desde o primeiro diagnéstico da AIDS, a curaou a vacina
ainda ndo estdo disponiveis. Contudo, o tratamento, notadamente a Terapia Antirretroviral
Combinada (TARV), tem ampliado significativamente a expectativa de vida. Enquanto os
pacientes diagnosticados nos primeiros anos da epidemia enfrentavam uma expectativa de vida
de apenas dois anos, atualmente, com a TARV, um individuo com 20 anos pode alcangar uma
expectativa de vida projetada de 53 anos (EISINGER; FAUCI, 2018).

A prevencdo continua a ser o pilar fundamental na abordagem da AIDS. Estratégias
educacionais em pares, conforme proposto por He et al. (2020), demonstram eficacia na
modificacdo de comportamentos e na reducdo da disseminacdo do virus, especialmente em
populacgdes de alto risco. A promogcéao rigorosa de medidas preventivas, como 0 uso consistente
de preservativos em todas as formas de atividade sexual, a adocdo de préaticas seguras em
procedimentos médicos invasivos e a realizacdo periddica de testes laboratoriais, s@o cruciais
para conter a propagacao do HIV (HE et al., 2020).

Desde 2017, o Ministério da Saude implementou a Profilaxia Pré-Exposicdo (PrEP)
como parte de suas politicas de saude publica. A PrEP consiste na administracdo gratuita de
uma combinacéo de dois medicamentos, Tenofovir e Entricitabina, em uma unica pilula diaria,
com o objetivo de prevenir a infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) antes do
contato. No entanto, a disponibilidade dessa medicacdo ainda ndo € universal, sendo
direcionada principalmente para grupos considerados de maior risco de exposi¢do ao HIV,
como homens que fazem sexo com homens (HSH), pessoas trans e profissionais do sexo
(BRASIL, 2023b).

A PrEP envolve a administracdo de comprimidos antes da atividade sexual, que ajuda o
organismo a estar preparado para um possivel contato com o HIV. Além disso, as pessoas que
utilizam a PrEP sdo submetidas a acompanhamento regular de salde, incluindo testagem para
o HIV e outras Infeccbes Sexualmente Transmissiveis (IST). E importante ressaltar que a PrEP
é disponibilizada gratuitamente pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e é especifica para prevenir
a infeccdo pelo HIV, ndo oferecendo protecdo contra outras ISTs. Essas medidas combinadas
visam reduzir significativamente o risco de transmissdo do HIV e promover a salde sexual e

reprodutiva das pessoas em situagdo de vulnerabilidade. (BRASIL, 2023b).
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2.6 EPIDEMIOLOGIA DO HIV NO BRASIL

O HIV permanece como uma das principais questdes de saude publica global, com
estimativas indicando que mais de 40 milhdes de pessoas em todo o mundo faleceram devido a
AIDS. Até o final de 2021, aproximadamente 38 milhdes de individuos estavam vivendo com
o HIV, e cerca de 650 mil mortes relacionadas ao virus foram registradas neste ano (WHO,
2022).

De acordo com dados do Ministério da Satde (2023) no Brasil entre 2007 e junho de
2023, foram registrados no Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (Sinan) um total
de 489.594 casos de infecgcdo pelo HIV. Destes, 41,5% foram registrados na regido Sudeste
(203.227 casos), 21,3% no Nordeste (104.251 casos), 19,1% no Sul (93.399 casos), 10,2% no
Norte (49.956 casos) e 7,9% no Centro-Oeste (38.761 casos). Entre os anos de 2020 e 2022,
houve um aumento de 17,2% no namero de casos de infeccdo pelo HIV no Brasil, com destaque
para 0s aumentos nas regides Norte (35,2%) e Nordeste (22,9%).

Entre 1980 e junho de 2023, o Brasil registrou um total de 1.124.063 casos de aids. Nos
ultimos cinco anos, a media anual de novos casos da doenca foi de aproximadamente 35,9 mil.
Durante o periodo de 2013 a 2017, observou-se uma reducdo média anual de 2,8% no nimero
de casos de aids. Em anos subsequentes, essa reducdo foi menos pronunciada, com 1,0% em
2018 e 0,6% em 2019. A pandemia de covid-19 teve um impacto significativo nas notificacdes
de aids, resultando em uma queda de 20,2% nos registros entre 2019 e 2020, equivalentes a
7.726 casos a menos. No entanto, em 2021, houve um aumento de 15,9% nos casos notificados,
seguido por um incremento de 3,8% em 2022 em relacdo ao ano anterior, ainda que inferior aos
nameros observados em 2019. (BRASIL, 2023a).

Em 2022, na regido Centro-Oeste, foram notificados mais de 3 mil casos de HIV. No
mesmo ano, Mato Grosso do Sul apresentou uma taxa de deteccdo de AIDS de 21,5 casos por
100 mil habitantes, colocando-o entre os estados com maiores indices no Brasil. Desde 2007
até 2023, o Sinan registrou um total de 6.794 casos de HIV no estado. (BRASIL, 2023a).

2.7 COINFECCAO Leishmania-HIV

A associacdo entre Leishmania e HIV ainda é recente, embora tenha relatos que os
primeiros casos ocorreram em 1985 no Sul da Europa (SOUSA-GOMES; ROMERO;
WERNECK, 2017). De acordo com Cipriano e colaboradores (2017), entre os anos de 2000 e

2007 em Portugal foram registrados 172 casos de leishmaniose visceral humana (LVH), sendo
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que 66 eram pessoas imunocompetentes, enquanto 107 eram pessoas coinfectadas pelo HIV.
Além disso, estima-se que a prevaléncia de HIV/LVH no noroeste da Etiopia seja de
aproximadamente de 20% (CIPRIANO et al., 2017; MOHEBALLI; YIMAM, 2020).

No Brasil, essa coinfeccdo vem aumentando ao longo dos anos em todo o pais, em 2019
a coinfeccdo representava 11,1% do total de casos confirmados. A regido nordeste detém o
maior nimero de casos, porém, em 2019 houve aumento do registro de coinfectados em outras
regides, principalmente no Norte e Centro-Oeste. Um dos fatores que colabora com o aumento
da coinfeccdo sdo as areas endémicas para leishmaniose, que merecem uma maior atencao, por
se tratar de um problema emergente (BRASIL, 2021; MANNAN et al., 2021).

A dindmica da leishmaniose em pacientes, conforme discutido por Cipriano et al (2017),
revela uma caracteristica distintiva dependendo do estado imunolégico do individuo. Em
individuos imunocompetentes, a leishmaniose pode permanecer em um longo periodo
assintomatico, sem a manifestacdo de quaisquer sintomas evidentes. Esta fase latente, no
entanto, assume uma dimensdo  significativamente  diferente  em  pacientes
imunocomprometidos, particularmente naqueles infectados com o HIV. Neste grupo de
pacientes, a progressdo da leishmaniose tende a ser mais rapida e severa (CIPRIANO et al.,
2017).

A disseminacdo do HIV/AIDS tem influenciado profundamente a trajetoria da LV. A
infeccdo pelo HIV aumenta substancialmente o risco de desenvolvimento de LV em areas
endémicas, comprometendo a efetividade das terapias e aumentando as chances de recaida.
Simultaneamente, a LV acelera a progressao da doenca causada pelo HIV e o desenvolvimento
da AIDS. Ambas as condicGes tém um efeito negativo sinérgico sobre a resposta imune celular
(ALVAR et al., 2008).

Em individuos imunocomprometidos, a apresentacdo clinica da LV exibe ampla
variabilidade. Nos pacientes coinfectados, séo comuns manifestac@es clinicas e parasitologicas
atipicas, frequentemente confundidas com outras infeccBes oportunistas (CARRANZA-
TAMAYO et al., 2009). A maioria dos casos de coinfeccdo por leishmaniose e HIV, observados
na Europa, ocorreu em individuos usuarios de drogas injetaveis. Diversos estudos indicam a
possibilidade de transmissdo inter-humana desta protozoose por meio do compartilhamento de
seringas contaminadas com sangue infectado por Leishmania. De fato, esse ciclo alternativo do
parasita entre usuarios de drogas é viavel, dado que mais da metade dos pacientes coinfectados
exibem a presenga de amastigotas em monaocitos do sangue periférico (BORGES et al., 1999).

Outro aspecto relevante € a capacidade de diversas espécies de Leishmania causarem

doenca em pacientes com AIDS, além de cepas predominantemente dermotrdpicas, como a L.
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braziliensis, que podem visceralizar em individuos imunocomprometidos pelo HIV.
Clinicamente, os casos de leishmaniose associados & AIDS podem apresentar manifestacdes
incomuns, com parasitas localizados em drgdos raramente afetados na auséncia de HIV, como
es6fago, estbmago, reto, pulmdes, glandulas adrenais, miocéardio e até mesmo no sistema
nervoso central (BORGES et al., 1999).

A progressdo clinica das infec¢des por HIV e L. infantum esta intimamente relacionada
a resposta imunoldgica especifica de cada individuo. Além disso, tanto a coinfec¢do LV-HIV
quanto a infeccdo por qualquer um dos patégenos isoladamente podem afetar
significativamente o sistema imunoldgico, acelerando a progressdo das doencas. As
manifestacdes clinicas da LV em pacientes com HIV sdo geralmente semelhantes as observadas
em pacientes sem HIV, incluindo sintomas como febre, esplenomegalia e hepatomegalia. No
entanto, a diarreia tende a ser mais comum em pacientes infectados. (LINDOSO et al., 2014).

Alem disso, a esplenomegalia € menos comum em pacientes com ambas as infec¢oes
em comparagdo com aqueles que ndo tém HIV. O perfil dos pacientes com coinfeccdo LV -
HIV geralmente ndo difere do perfil dos pacientes com LV na forma classica, exceto pela taxa
de mortalidade (SOUSA-GOMES; ROMERO; WERNECK, 2017).

Na coinfeccdo LV/HIV, a distin¢do entre infeccdo primaria e reativacdo ¢é desafiadora,
pois pode tratar-se inicialmente de uma infeccdo primaria por Leishmania favorecida pela
imunossupressao decorrente da infeccdo pelo HIV ou, igualmente, de uma infeccdo latente por
Leishmania reativada pela deplecdo imunologica. A LV promove a progressdo clinica e o
surgimento de condicbes definidoras de AIDS, aumentando a mortalidade dos pacientes
infectados pelo HIV. O risco de desenvolvimento de LV em areas endémicas € de cem a mil
vezes maior na presenca do HIV. Além disso, a infeccdo pelo HIV compromete a resposta
terapéutica e aumenta a probabilidade de recidivas, evidenciando o efeito cumulativo das duas
doencas na imunossupressao dos individuos afetados (MARQUES et al., 2007).

Em pacientes infectados pelo HIV, a leishmaniose acelera a progressdo para AIDS
devido a imunossupressdo cumulativa e ao estimulo a replicacdo viral. Também pode converter
uma leishmaniose assintomatica em sintomatica (CIPRIANO et al., 2017).

E crucial notar que, enquanto em individuos imunocompetentes, a leishmaniose pode
permanecer inativa por longos periodos, em pacientes com HIV, o processo de laténcia é
frequentemente encurtado, aumentando a probabilidade de manifestagdes clinicas. Além disso,
0 curso da infeccdo pode adquirir uma intensidade notavel, apresentando complicagdes
adicionais para aqueles que ja estdo enfrentando um desafio imunolégico substancial. A

interacdo complexa entre o virus HIV e a leishmaniose destaca a importancia de abordagens de
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pesquisa e praticas clinicas diferenciadas para esses pacientes, reconhecendo a aceleracdo e a
gravidade potencial do desenvolvimento da leishmaniose em contextos imunocomprometidos
(DIATTA et al., 2016).

De acordo com Borges et al. (1999), a reativacdo da doenca pode ocorrer mais
frequentemente quando o numero de células T CD4+ cai abaixo de 200 células/mms3, o que é
semelhante ao que ocorre com outras infecgdes oportunistas na AIDS.

E sabido que a presenca de LV em pacientes infectados com HIV acelera a progressio
dessa infeccdo ao promover a replicacdo do virus, aumentando ainda mais o estado de
imunossupressao. Por outro lado, estudos in vitro demonstram que o HIV induz a replicacéo de
Leishmania ao diminuir as células T capazes de reconhecer 0s antigenos do parasita
(OLIVEIRA et al., 2010). Além disso, Cruz et al. relataram que, além da Leishmania, o HIV
pode invadir e replicar em macréfagos, mesmo que as células T CD4+ sejam as preferenciais.
Portanto, € esperado que esses patogenos atuem de forma sinérgica para potencializar essas
infeccOes em pacientes coinfectados (OLIVEIRA et al., 2010).

Nos ultimos anos, especialmente nos paises do sul da Europa, foi proposto um ciclo de
transmissdo alternativo para a leishmaniose, envolvendo o compartilhamento de seringas por
usuarios de drogas injetaveis. Este ciclo representa uma artificializacdo, pois as seringas
substituem os flebotomineos, eliminando a necessidade de metaciclogénese, ja que as formas
amastigotas sdo diretamente transmitidas. Além disso, trata-se de um ciclo antroponotico, onde
0S usuarios de drogas injetaveis atuam como reservatorios dos parasitas. Outras vias de
transmissdo mais raras, semelhantes as do HIV, incluem transfusdo sanguinea, pratica de sexo
anal, transmissdo congénita e exposicdo ocupacional. Essas formas de transmissao poderiam
favorecer a coinfec¢édo de leishmaniose e HIV, (MARQUES et al., 2007).

No Brasil, o primeiro caso de coinfeccdo entre Leishmania e HIV foi registrado em
1987, seguido de um aumento gradual de casos nos anos subsequentes (RABELLO; ORSINI;
DISCH, 2003).

As mudancas recentes nos padrdes epidemioldgicos do HIV/AIDS e da LV no Brasil,
como a disseminacdo da infeccdo pelo HIV para areas mais remotas juntamente com a
urbanizacdo da LV, e 0o aumento de casos na faixa etaria de 20 a 49 anos, com uma taxa de
mortalidade de cerca de 23% entre aqueles com mais de 50 anos, indicam uma maior exposicao
da populacdo as duas infeccbes. As regides do pais com maior incidéncia de coinfec¢do estéo
no Nordeste e Sudeste, justamente onde predominam os casos de LV classica e AIDS (SOUSA-
GOMES; ROMERO; WERNECK, 2017).
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O perfil epidemioldgico do HIV no Brasil tem passado por mudancas significativas,
com a epidemia se espalhando para regides menos urbanizadas e para cidades de menor porte,
além do aumento dos casos entre mulheres. Houve uma reducdo na mortalidade relacionada a
AIDS nos ultimos anos, em parte devido ao diagndstico precoce, ao uso da Terapia
Antirretroviral Altamente Efetiva (HAART) e ao acesso a prevencgdo de infecces oportunistas
(BRASIL, 2015).

A sobreposicao geogréfica das areas onde ocorrem leishmanioses e HIV/AIDS tem sido
cada vez mais acentuada devido & urbanizagdo das primeiras e a ruralizacdo das segundas. O
impacto epidemioldgico desse aumento simultdneo, como demonstrado por varios estudos, €
que os pacientes com HIV/AIDS que vivem em areas endémicas de leishmaniose tém um maior
risco de desenvolver a doenca, e a coinfecgdo entre HIV e Leishmania acelera o curso clinico
da infeccdo pelo HIV. Assim, as leishmanioses tém ganhado importancia como infeccéo
oportunista entre pacientes com HIV, especialmente aqueles que vivem ou viveram em areas
consideradas endémicas para essas parasitoses (ALVES; BEVILACQUA, 2004).

A coinfeccdo LVH/HIV tem sido um grande desafio para sadde publica, pois possui
uma dificuldade em estabelecer um diagnostico, baixa resposta ao tratamento com altas taxas
de recidiva e evolucéo para obito. Além disso, essas duas infec¢fes atuam concomitantemente
na imunossupressao, o que contribui para intensificar o quadro clinico da doenca (GRAEPP
FONTOURA et al., 2018).

2.8 DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE EM PVHIV

A coinfeccdo por Leishmania-HIV apresenta desafios significativos tanto no
diagndstico quanto no tratamento, em virtude da interacdo complexa entre essas duas condi¢des.
A presenca simultanea dessas infeccGes pode complicar a abordagem clinica, uma vez que
ambas afetam o sistema imunolégico do hospedeiro. O diagnostico preciso torna-se crucial,
considerando a sobreposicdo de sintomas e a possibilidade de manifestacGes atipicas (MONGE-
MAILLO et al., 2014).

Abordagem Clinica: A avaliacdo clinica em pessoas vivendo com HIV (PVHIV) e
portadoras de Leishmaniose demanda atencéo especial, dada a possibilidade de sobreposicédo
de sintomas com outras condigdes associadas ao HIV (COTA et al., 2012). A presenca de
Leishmaniose em PVHIV frequentemente se manifesta de maneira atipica, caracterizando-se
por formas disseminadas e viscerais, 0 que requer uma analise clinica mais aprofundada e

sensivel (COTA et al., 2014). A complexidade dessas apresentacdes clinicas ressalta a
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necessidade de abordagens diagndsticas e terapéuticas personalizadas, considerando a interacdo
complexa entre o HIV e a Leishmaniose, bem como as particularidades do sistema imunoldgico
comprometido em individuos coinfectados (COTA et al., 2012).

Exames Laboratoriais: No ambito do diagndstico da Leishmaniose, 0s testes
sorolégicos, como a imunofluorescéncia indireta (IFI) e a aglutinacdo direta (DAT), ocupam
posi¢cdo proeminente. Estas técnicas fundamentam-se na deteccdo de anticorpos produzidos em
resposta a infeccao pelo parasita Leishmania (SUNDAR; SINGH, 2016). Entretanto, é essencial
considerar a imunossupressdo em pessoas vivendo com HIV (PVHIV), uma vez que tal
condicdo pode comprometer a sensibilidade desses testes.

No contexto de imunossupressdo, a producdo de anticorpos pode ser reduzida,
resultando em resultados falso-negativos ou atenuacdo da reatividade dos testes sorologicos.
Estudos indicam que a sensibilidade dessas abordagens pode ser afetada em PVHIV,
enfatizando a necessidade de uma interpretacdo cuidadosa dos resultados e a adogdo de
estratégias diagnosticas complementares e mais sensiveis. 1sso se torna imperativo para garantir
uma avaliacao clinica precisa em individuos coinfectados. (SUNDAR; SINGH, 2016).

Diante das limitacbes dos testes soroldogicos em ambientes de imunossupressdo, a
confirmacdo laboratorial torna-se ainda mais crucial. Esta abordagem envolve a deteccao direta
do parasita em amostras bioldgicas, como tecido, medula 0ssea ou aspirado esplénico
(SUNDAR; SINGH, 2016).

A andlise microscopica dessas amostras permite a identificacdo direta de formas
parasitarias, proporcionando uma base solida para o diagndstico. Embora esse método seja mais
invasivo em comparacdo com os testes soroldgicos, ele oferece uma vantagem significativa em
termos de especificidade, minimizando o impacto da imunossupressao na assertividade do
diagnostico. Destaca-se a aplicacdo eficaz da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
para a deteccdo sensivel de DNA de Leishmania (MONGE-MAILLO et al., 2014).

2.8.1 Diagnostico molecular
A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica essencial em investigacdes
moleculares e estudos epidemioldgicos devido a sua elevada especificidade e sensibilidade na
deteccdo de patdgenos. No contexto do diagndstico da leishmaniose, assim como na
identificacdo de agentes etioldgicos de outras doencas infecciosas e parasitarias, a PCR se
destaca por permitir a confirmacgéo precisa da presenca de parasitas em hospedeiros animais.
Além disso, a técnica fornece dados criticos para estudos que investigam o papel de vetores e

animais silvestres como possiveis reservatérios de patégenos (LOPES et al., 2016).
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A metodologia da PCR envolve a deteccdo molecular de patdgenos através do uso de
primers, que sdo sequéncias especificas de oligonucleotideos projetadas para hibridizar com
regides-alvo especificas do DNA do parasita. Esta hibridizacdo permite a amplificacdo
exponencial dessas regibes-alvo, facilitando a deteccdo do material genético do patdgeno
mesmo em amostras com baixa carga parasitaria. Posteriormente, a sequéncia de DNA
amplificada pode ser submetida ao sequenciamento, o que possibilita a identificacdo precisa da
espécie envolvida na infeccdo, dependendo da regido do genoma que foi amplificada pela PCR
(LOPES et al., 2016; FERREIRA et al., 2015).

Entre os alvos genéticos, 0 DNA mitocondrial, especificamente o minicirculo k-DNA
ou cinetoplasto, destaca-se por sua alta sensibilidade, devido a sua menor suscetibilidade a
variacbes de nucleotideos durante a replicacgio. O DNA do cinetoplasto (KDNA) de
tripanossomatideos, incluindo as espécies do género Leishmania, € composto por dois
componentes principais: maxicirculos e minicirculos.(LOPES et al., 2016).

Os maxicirculos, presentes em aproximadamente 30 a 50 copias por KDNA, codificam
genes essenciais, incluindo RNA ribossomal e varias enzimas mitocondriais (DEGRAVE et al.,
1994). Em contraste, 0s minicirculos sdo pequenas moléculas presentes em uma quantidade
significativamente maior, variando entre 5.000 e 10.000 cépias, e representam cerca de 95% do
kDNA na maioria das espécies de Tripanossomatideos (SHAPIRO; ENGLUND, 1995).

Os minicirculos possuem uma regido conservada de aproximadamente 200 pares de
bases (pb) entre todas as espécies de Leishmania. Esta regido conservada é amplamente
utilizada como alvo molecular na deteccdo de Leishmania spp., empregando diversos
oligonucleotideos iniciadores para a amplificacdo de segmentos especificos dessa regido. Uma
abordagem amplamente adotada para a deteccdo envolve a amplificacdo de uma regido de 120
pb da regido conservada dos minicirculos do KDNA de Leishmania spp. (DEGRAVE et al.,
1994; SHAPIRO; ENGLUND, 1995).

O gene SSUrRNA (RNA ribossémico de subunidade pequena) € uma outra regido
altamente conservada do DNA presente no genoma de diferentes espécies do género
Leishmania, refere-se a uma regido especifica do DNA que codifica para 0 RNA ribossémico
de subunidade pequena. Este gene é utilizado como alvo na técnica de PCR, para detec¢do
especifica de Leishmania spp. A PCR amplifica segmentos do DNA derivados do gene
SSUrRNA presente no parasita, permitindo a identificagdo precisa da presenca do patdgeno em
amostras biolégicas como sangue, tecidos ou outros fluidos (CRUZ et al., 2002, 2006). Se
distingue por sua elevada sensibilidade na deteccdo de regides-alvo especificas de Leishmania.
Por se tratar de uma Nested PCR (LnPCR) CRUZ e Colaboradores (2002) relatam que "a analise
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de sequéncia dos primers R223 e R333 com os programas BLAST e FASTA confirmou que a
especificidade desses primers é de 100% para Leishmania e que nenhuma amplificagdo ocorre
com outros tripanosomatideos.

A Ln-PCR, aplicada a amostras de sangue de pacientes coinfectados com Leishmania
e HIV, demonstrou uma sensibilidade significativamente superior em compara¢do com

meétodos diagnosticos convencionais (CRUZ et al., 2002).

2.9 TRATAMENTO DE LEISHMANIOSE EM PVHIV

O tratamento da Leishmaniose em individuos coinfectados com HIV requer uma
abordagem personalizada, levando em consideracdo a complexidade da imunossupressdo e
possiveis interagdes medicamentosas com terapias antirretrovirais (LINDOSO et al., 2018). A
escolha do regime terapéutico deve ser cuidadosamente ponderada, considerando a espécie de
Leishmania envolvida e a gravidade da infecgdo (LINDOSO et al., 2018).

A Terapia com Antimoniato Pentavalente, embora seja a base do tratamento, demanda
ajustes individualizados de dose e duracdo, especialmente em individuos imunossuprimidos
(LINDOSO et al.,, 2018). A monitorizagdo rigorosa dos potenciais efeitos adversos,
notadamente hepatotoxicidade, assume relevancia critica em pessoas vivendo com HIV
(PVHIV) (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). Em casos de intolerancia ou resisténcia ao
antimoniato pentavalente, outras opcfes, como anfotericina B lipossomal, podem ser
consideradas (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Identificar casos de leishmaniose em pessoas vivendo com HIV no estado de Mato
Grosso do Sul, Brasil, utilizando métodos moleculares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as caracteristicas epidemioldgica, sociodemogréaficas dos participantes do estudo

e Correlacionar as caracteristicas relacionadas a infeccdo por HIV em casos de coinfeccao

por Leishmania

e Comparar dois alvos especificos de PCR para Leishmania spp
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

O presente projeto tratou-se de uma pesquisa observacional do tipo transversal e

descritiva, que envolveu a coleta de dados primarios.

4.2 CONSIDERACOES ETICAS

Foi obtida aprovacdo do Comité de Etica em pesquisa humana da FIOCRUZ-Brasilia
para 0 manejo e uso de materiais bioldgicos humanos sob o parecer 5,868,118 e CAAE:
59031722.5.0000.8027. (Anexo)

4.3 AMOSTRAGEM E SUJEITOS

A técnica de amostragem adotada foi ndo-probabilistica por conveniéncia. Foram
convidados a participar da pesquisa 103 pacientes com idade igual ou superior a 18 anos,
portadores do virus HIV (CID B20 — B24), que eram atendidos nas unidades de referéncia de
Campo Grande- MS, a saber, 0o Ambulatério de Moléstias Infecciosas do Hospital Universitario
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (HU/UFMS) e/ou o Centro Especializado em
Doencas Infecciosas e Parasitarias (CEDIP). A participacdo na pesquisa foi condicionada a
leitura, audicdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
(Apéndice 1).

4.4 COLETA DE DADOS

Ap6s a aprovacdo do Comité de Etica, a coleta de sangue para os testes laboratoriais foi
realizada por um profissional qualificado no periodo de marco a maio de 2023, durante as
consultas de acompanhamento previamente agendadas no Ambulatorio de Moléstias
Infecciosas do HU/UFMS e/ou no CEDIP.

O procedimento de coleta de sangue foi de baixo risco, envolvendo apenas uma leve

picada na pele, com a possibilidade eventual de formacdo de hematoma. A técnica de coleta de
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sangue foi a pungdo venosa, conduzida por profissional devidamente habilitado. Foram
coletados 6 mL em tubos com EDTA para a extracdo do DNA, a fim de realizar os testes
moleculares.

Foram coletados dados epidemioldgicos e sociodemograficos desses pacientes por meio
de questionarios estruturados (Apéndice 2). Esses questionarios foram projetados para capturar
informacdes relevantes, como idade, sexo, contato com animais, escolaridade.

Além disso, foi realizada uma analise minuciosa dos prontuarios médicos dos pacientes
para obter informac6es detalhadas sobre dados de carga viral e a contagem de células TCD4+
dos pacientes. Esses resultados foram extraidos diretamente dos registros médicos existentes,
sem a realizacdo de novos testes de laboratorio.

4.5 PROCEDIMENTOS DE DIAGNOSTICO

4.5.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras de sangue total foi conduzida conforme as diretrizes
do protocolo fornecido pelo fabricante do kit Wizard®- Genomic DNA Purification.
Adicionalmente, a presenca de inibidores e a integridade do DNA foram avaliadas por meio da
amplificacdo do gene da PB-globina humana utilizando os seguintes primers: PCO3+ (5'
CCTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC 3') e PCO4+ (5 TCACCACCAACTTCATCCAC
GTTCACC 3') (DE TOMMASO et al., 2005).

5.4.2 Deteccdo Molecular de Leishmania spp

A amplificacdo dos genes da Leishmania spp. foi conduzida por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) convencional, tendo como alvo a regido conservada do KDNA de Leishmania
spp. Os primers utilizados foram A (5° (C/G)(C/G)(G/C) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC
AAC CCC) e B (5 GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA) (SILVA et al., 2000). O mix
reacional, com um volume final de 20 pl, consistiu em 4gua purificada para PCR (11,05ul),
tampao (2,5 pl), MgCl12 (0,75ul), DMSO (2,5ul), dNTPs [ImM] (0,5ul), iniciadores kDNA A
(1,0ul) e kDNA B (1,0ul), e Taq [SU/ul] (0,7 ul). A amplificagdo foi realizada em um
termociclador automatico SimpliAmpTM-Thermo Fisher ScientificTM, com o seguinte ciclo:
1 x 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de 94°C/30s, 60°C/30s, 72°C/30s, 1 x 72°C por 5 minutos.
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Para a Nested PCR (Ln PCR), voltada a regido SSUrRNA de Leishmania spp., na
primeira reacdo foram empregados os primers especificos para Kinetoplastida R221
(GGTTCCTTTCCTGATTTACG) e R332 (GGCCGGTAAAGGCCGAATAG) (VAN EYS et
al., 1992). O mix reacional, com um volume final de 50 pl, incluiu &gua purificada para PCR
(27,6), tampao (5,0 ul), MgCI12 (3,0ul), dNTPs [ImM] (1,0 pl), primers R221 (1,0ul) e R332
(1,0ul), Taq [5U/ul] (1,4ul) e amostra de DNA (10,0 ul). A amplificacdo seguiu o ciclo: 1 x
94°C por 4 minutos, 30 ciclos de 94°C/30s, 60°C/30s, 72°C/30s, 1 x 72°C por 10 minutos.

Na segunda reacdo, o material amplificado foi diluido (1:200) em &gua purificada de
PCR. Foram utilizados primers R223 (TCCCATCGCAACCTCGGTT) e R333
(AAAGCGGGCGCGGTGCTG) (VAN EYS et al., 1992). O mix reacional, com um volume
final de 35 pl, compreendeu agua purificada para PCR (9,5 ul), tampao (2,5 ul), MgCI2 (1,5
ul), ANTPs [ ImM] (0,5 ul), primers R221 (0,5ul) e R332 (0,5ul), Taq [SU/ul] (0,7ul) e produto
diluido da primeira reacao (10,0 ul). A amplificagdo seguiu o ciclo: 1 x 94°C por 4 minutos, 30
ciclos de 94°C/30s, 65°C/30s, 72°C/30s, 1 x 72°C por 10 minutos.

5.4.3 Eletroforese

Os produtos amplificados pela PCR, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 2%, previamente corado com SYBR® Safe DNA Gel (Invitrogen®), utilizando tampdao de
corrida TBE 1X. O processo de eletroforese foi conduzido sob condigdes especificas, iniciando-
se a 60V por 15 minutos, seguido por 100V por 45 minutos. A presenca de bandas com
tamanhos especificos foi interpretada como resultado positivo para os genes alvo. Para o gene
KDNA, a deteccdo de uma banda com 120 pares de bases (pb) foi considerada positiva,
enquanto para o gene SSUrRNA, uma banda entre 358 pb foi atribuida como positiva. Os
padrdes de tamanho foram validados com o uso de um DNA ladder da Invitrogen®. Os
resultados foram posteriormente visualizados e analisados utilizando um fotodocumentador
dedicado a captura de imagens de géis de eletroforese, especificamente o L-PIX TOUCH
(Loccus®).
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5 RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, foram entrevistados 103 participantes, sendo que 56%
eram do sexo masculino, 43% do sexo feminino, e 1 participante optou por ndo declarar sua
identidade de género, conforme demonstrado na Figura 5. No que diz respeito a faixa etaria,

observou-se uma variacdo entre 22 e 71 anos, com uma média de 44 anos.

Figura 5. Composicdo Demogréafica dos Participantes do Estudo por Género em Campo
Grande, Brasil, 2023

® Feminino
m Masculino

m Nao declarado

As amostras foram compostas por residentes de 14 municipios do estado de Mato
Grosso do Sul, conforme ilustrado na Figura 6 o numero de residentes em cada municipio. Mais
especificamente, 78,6% dos participantes (n=81) residiam na capital, Campo Grande. Os
demais municipios representados na amostra incluiam Sao Gabriel do Oeste (n=5), Chapadéo
do Sul (n=3), Bandeirantes (n=2), Sidrolandia (n=2), Ribas do Rio Pardo (n=2), Aquidauana
(n=1), Bela Vista (n=1), Camapud (n=1), Corguinho (n=1), Jaraguari (n=1), Porto Murtinho
(n=1), Rio Brilhante (n=1) e Rochedo (n=1).
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Figura 6. Distribuicdo geografica dos participantes do estudo por municipio em Mato Grosso
do Sul Brasil, 2023.
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A representacdo grafica na Figura 6 oferece uma visdo geografica da distribuicdo dos
participantes nos diferentes municipios do estado, destacando a concentracdo expressiva em
Campo Grande.

Também foi realizada uma investigacdo sobre a autodeclaracéo étnica, revelando que a
etnia parda foi a mais prevalente, com 54 auto declarantes (n=54). Em seguida, temos a etnia

Branca (n=32), seguida por Preta (n=13), Amarela (n=3), e Indigena (n=1). (Figura 7)
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Figura 7. Relagdo entre Autodeclaracio Etnica e Género dos Participantes do Estudo em
Campo Grande, Brasil, 2023.
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Esses resultados proporcionam uma visdo quantitativa da distribuicdo étnica
autodeclarada pelos participantes, destacando a diversidade étnica dentro da amostra estudada,
conforme ilustrado na Figura 7.

Em relacdo ao nivel de escolaridade, constatou-se que 50,4% (n=52) dos participantes
ndo haviam concluido o Ensino Médio, enquanto 49,6% (n=51) possuiam ao menos a concluséo
do Ensino Médio. Esta distribuicdo esta visualmente representada de maneira mais elucidativa
na Figura 8. Detalhando as categorias educacionais, a composicdo é a seguinte: Fundamental
Incompleto (n=32); Ensino Médio Incompleto (n=12); Fundamental Completo (n=7); Nao
Estudou (n=1); Ensino Médio Completo (n=30); Ensino Superior (n=20); Ensino Técnico
(n=1).
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Figura 8. Distribuicdo do nivel de escolaridade dos participantes do estudo por categoria

educacional em Campo Grande, Brasil, 2023.

35
30
25
20
15
10

ol

Néao
estudou

Fund.

Fund. Médio Médio  Técnico  Superior

Incompleto completo  Incomp. Comp

Na Figura 9, verifica-se a representacdo grafica da relacdo entre a escolaridade e a etnia

dos participantes, destacando uma prevaléncia significativa de individuos autodeclarados

pardos que ndo concluiram o ensino médio

Figura 9. Relacdo entre a escolaridade e etnia dos participantes do estudo em Campo Grande,

Brasil, 2023
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Além disso, como evidenciado na Figura 10, observa-se uma prevaléncia
significativamente maior de individuos do sexo masculino com formacao de nivel superior em
comparacdo sexo feminino, tanto em relagdo a conclusdo do ensino médio quanto ao ensino

superior.

Figura 10. Relacdo entre género e nivel de escolaridade dos participantes do estudo em Campo
Grande, Brasil, 2023.

mFeminino = Maculino = N&o Declarado
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Durante a conducdo do estudo, os participantes foram questionados sobre sua
familiaridade com a leishmaniose. A abordagem foi voltada para a identificacdo de
conhecimento prévio ou se ja tinham ouvido falar sobre a condicdo, sem uma analise mais
aprofundada do nivel desse conhecimento. Dos participantes, 36,8% (n=38) indicaram ter
conhecimento, enquanto 63,2% (n=65) afirmaram ndo ter conhecimento ou nunca terem ouvido

falar sobre a leishmaniose. (Figura 11).
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Figura 11. Conhecimento de Leishmaniose entre os participantes do estudo em Campo
Grande, Brasil, 2023.

= Sim = N&o
Também foram questionados sobre o histérico familiar em relacdo a leishmaniose,

conforme descrito na Figura 12. Os resultados indicam que 10,6% (n=11) participantes

relataram ter algum familiar que ja teve leishmaniose, enquanto 89,4% (n=92) afirmaram que
nao tém historico familiar da condicéo.

Figura 12. Distribuicdo do historico familiar em relagcdo a leishmaniose entre os participantes
do estudo em Campo Grande, Brasil, 2023.
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Foram obtidas informagBes sobre a presenca de individuos diagnosticados
anteriormente com leishmaniose, conforme delineado na Figura 13. Os resultados indicam que

6 pessoas que afirmaram ja ter histdrico de leishmaniose.

Figura 13. Distribuicdo de individuos com historico prévio de leishmaniose entre os

participantes do estudo em Campo Grande, Brasil, 2023.

= Sim = Ndao

Durante o estudo, investigou-se a posse de animais domésticos entre os participantes,
como ilustrado na Figura 14. Os resultados revelam que (n=65) dos entrevistados afirmaram
possuir animais domésticos, enquanto (n=38) declararam nao ter nenhum animal de estimacao.
Dos participantes que afirmaram possuir animais domésticos, a distribuicdo especifica indicou
que (n=4) mencionaram ter gatos, (n=36) relataram ter cachorros, e (n=18) declararam ter

ambos e (n=7) outros tipos de animais domesticos.
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Figura 14. Distribui¢do da posse de animais domésticos entre os participantes do estudo em
Campo Grande, Brasil, 2023.
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Adicionalmente, conduziu-se uma pesquisa entre os participantes que declararam
possuiam cdes (n=54), inquirindo sobre diagnosticos ou manifestacdes clinicas sugestivas de
leishmaniose canina, como feridas cutaneas ou palidez nas mucosas. Entre 0s respondentes
afirmativos, 4 participantes (7,4 %) indicaram que seus animais foram diagnosticados com
leishmaniose canina, enquanto 1 participante (1,85%) relatou observar palidez nas mucosas e 2
participantes (3,42%) notaram a presenca de feridas cutaneas. (Figura 15).
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Figura 15. Diagndsticos e sintomas de leishmaniose canina entre animais de estimacéo dos
participantes do estudo em Campo Grande, Brasil, 2023.
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Na anélise dos prontuarios, entre os 103 participantes avaliados, foi observado que a
grande maioria, correspondendo a 87,3% (n= 90), apresentou carga viral do HIV indetectavel.
Do restante, 11,6% (n= 12) foram identificados com carga viral de até 100.000 copias/ml,
enquanto apenas 0,9% (n= 1) exibiu uma carga viral superior a 100.000 copias/ml. Esses dados
sugerem uma predominancia significativa de cargas virais baixas ou indetectaveis entre 0s
participantes. Além disso, em relacdo a contagem de LTCD4+, dos 103 participantes, 11,7%
(n= 12) tiveram uma contagem de até 200 células/mm3, 14,6% (n= 15) tiveram uma contagem
entre 200 e 350 células/mms, e a maioria, 73,8% (n= 76), apresentou uma contagem acima de

350 células/mma.
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Tabela 1. Distribuicdo da Carga Viral do HIV e Contagem de LTCD4+ entre os

participantes do estudo, Campo Grande, Brasil, 2023.

HIV
Variavel
n (%)
Carga viral do HIV (copias/ml)
Indetectavel (<50) 90 (87.3)
Ate 100.000 12 (11.6)
100.000 ou mais
Contagem de LTCD4+
(células/mm3)
Até 200 12 (11.7)
Em 200 a 350 15 (14.6)
PCR de Be@ a5 o mais 76 (73.8)

Humana, dos

participantes

relacao a
Globulina
103

analisados,

todos apresentaram resultados positivos. No que diz respeito as PCRs para o diagnostico

molecular de Leishmania, 12,6% (n=13) apresentaram resultados positivos em pelo menos um

dos alvos. A distribuicdo especifica incluiu 3,8% (n=4) positivos apenas para 0 alvo KDNA,

6,8% (n= 7) apenas para SSUrRNA, e 1,9% (n=2) positivos para ambos os alvos. As

caracteristicas clinicas e demogréaficas dos 13 pacientes estudados estdo descritas na Tabela 2
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Tabela 2. Caracteristicas dos Participantes com Resultado Positivo na Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) para Leishmania em entre

individuos testados em Campo Grande, Brasil.

Carga Contagem de
Particinante Idade Estado de Municipio de PCR LnPCR viraldo LT[?D4+ Diagnostico Prévio de
P (Ano) Origem/ BR Residéncia KDNA SSURNA HIV ] Leishmaniose
(copias/ml) (células/mm3)
HD14 36 Mato Grosso do Sul ~ Campo Grande-MS ) (+) ind. >350 Néo
HD15 34  Mato Grosso do Sul ~ Campo Grande-MS ) (+) ind. >350 Néo
HD17 25 Mato Grosso do Sul ~ Campo Grande-MS (+) ) ind. >350 Néo
HD19 29 Mato Grosso do Sul Ribas do Rio Pardo MS  (+) ) 1295 360 Néo
HD20 47  Mato Grosso do Sul ~ Campo Grande-MS ) (+) ind. 454 Néo
HD21 53 Mato Grosso do Sul ~ Campo Grande-MS -) (+) ind. 488 Néo
HD22 25 Mato Grosso do Sul ~ Campo Grande-MS -) (+) ind. 408 Néo
HD23 54 Mato Grosso do Sul ~ Campo Grande-MS -) (+) ind. 383 Néo
HD25 52 Mato Grosso do Sul  Porto Murtinho- MS -) (+) 383000 64 leishmaniose visceral (2018)
CDO05 48  Mato Grosso do Sul ~ Campo Grande-MS (+) (+) ind. 49 leishmaniose visceral (2014)
CD40 37 Mato Grosso do Sul ~ Campo Grande-MS (+) (-) ind. 937 Néo
CD55 37 Alagoas Campo Grande-MS (+) -) ind. 508 Néo
CD59 45  Mato Grosso do Sul Campo Grande-MS (+) (+) ind. 66 Nao
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A tabela 3, descreve as caracteristicas demograficas e os resultados do diagndstico
molecular em 13 casos de coinfecc¢do por Leishmania/HIV. A distribui¢do por sexo destaca uma
predominancia masculina, com 7 casos em homens e 6 em mulheres, enquanto a faixa etéria
predominante situa-se entre 25 e 54 anos, com uma média de 40,15 anos e mediana de 37 anos.
No ambito do diagnostico molecular, dos 13 participantes positivos para PCR, 30,7% (4/13)
foram positivas apenas para a PCR, 53,8% (7/13) apenas para LnPCR SSUrRNA e 15,3% 2/13
para os dois alvos, indicando uma abordagem abrangente no diagnéstico onde 2 amostras foram
positivas tanto no gene SSUrRNA, quanto KDNA, 4 amostras foram positivas apenas no
KDNA e 7 apenas SSUrRNA,

Tabela 3. Comparacdo do Perfil Demografico e Diagnostico Molecular entre os participantes

positivos para PCR de Leishmania spp. em Campo Grande, Brasil. 2023

Caracteristicas Leishmania/HIV (n=13)
Masculino 7
Sexo
Feminino 6
Faixa etaria 25-54
Idade Média 40,15 + 9,95
Mediana 37
PCR KDNA 4 (30,7%)
Diagnostico LnPCR SSUrRNA 7 (53,8%)
Molecular
KDNA e SSUrRNA 2 (15,3%)

Na Tabela 4, sdo comparadas as caracteristicas relacionadas ao HIV entre o0s
participantes que testaram positivo nas PCRs para Leishmania e aqueles que testaram negativo.
Esta analise comparativa examina detalhadamente a carga viral do HIV e a contagem de
LTCD4+ em ambos 0S grupos.

Dos participantes que foram reagentes para as PCRs, 84,6% (n=11) apresentaram carga
viral indetectavel ou menor que 50 cépias/ml, e 76,9% (n=10) tinham uma contagem de

LTCD4+ acima de 350 célulassrmms. Em contraste, entre 0s participantes negativos para as
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PCRs, 87,7% (n=79) tinham carga viral indetectavel ou menor que 50 copias/ml, e 73,3%
(n=66) apresentaram uma contagem de LTCD4+ acima de 350 células/mmg.

No entanto, houve uma diferenca notavel na contagem de linfocitos T CD4+ entre os
grupos. No grupo positivo para PCR Leishmania, 23,06% dos participantes tinham uma
contagem de CD4+ até 200 célulassrmms3, enquanto no grupo HIV negativo para PCR

Leishmania, apenas 10% apresentavam essa contagem baixa.

Tabela 4. Comparagdo das caracteristicas relacionadas a infecgdo pelo HIV entre participantes
positivos para PCR de Leishmania spp. e negativos em Campo Grande, Brasil, 2023.

HIV HIV-Leishmania
Variavel
n (%) n (%)
Carga viral do HIV (copias/ml)
Indetectavel (<50) 79 (87.7) 11 (84.6)
Até 100.000 11 (12.2) 1 (7.6)
100.000 ou mais 1 (7.6)
Contagem de LTCD4+
(células/mm3)
Até 200 9 (10.0) 3 (23.06)
200 a 350 15 (16.6)
350 ou mais 66 (73.3) 10 (76.9)

Na Tabela 5, sdo comparadas as caracteristicas sociodemograficas entre os participantes
que testaram positivo nas PCR para Leishmania e aqueles que testaram negativo. Esta analise
comparativa examina detalhadamente fatores como nivel educacional em ambos 0s grupos.
Entre os participantes positivos em pelo menos uma das PCRs para Leishmania, observou-se
uma maior prevaléncia entre aqueles que se autodeclararam brancos 46,1% (n=6). Em relacao
a escolaridade, destacou-se uma baixa escolaridade, especialmente entre aqueles com ensino

médio incompleto.
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Tabela 5. Comparacdo das caracteristicas sociodemograficas entre participantes positivos para

PCR de Leishmania spp. e negativos em Campo Grande, Brasil, 2023.

HIV HIV-Leishmania
Variavel (n=90) (n=13)

n (%) n (%)
Raca
Branca 26 (28.8) 6 (46.1)
Parda 50 (55.5) 4 (30.7)
Preta 11 (12.2) 2 (15.3)
Indigena 1 (1.1)
Amarela 2 (2.2) 1 (7.6)
Escolaridade
Sem escolaridade 1 (1.1)
Fund. Incompleto 26 (28.8) 6 (46.1)
Fund. Completo 7 (7.7)
Médio Incompleto 10 (11.1) 2 (15.3)
Médio Completo 29 (32.2) 1 (7.6)
Técnico 1 (1.1)
Superior 16 (17.7) 4 (30.7)

Além disso, entre os 6 participantes previamente diagnosticados com leishmaniose,

apenas 2 apresentaram resultado positivo para as reacdes de cadeia da polimerase (PCR).

Especificamente, o participante CD0O5 demonstrou positividade em ambos os alvos, enquanto

HD25 apresentou resultado positivo apenas para o alvo SSUrRNA. Com base nos registros dos

prontuarios médicos, é importante ressaltar que nenhum dos 6 participantes anteriormente
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diagnosticados com leishmaniose relatou queixas ou sintomas durante as Ultimas consultas
relacionadas a doenca. Detalhes das caracteristicas desses participantes estdo apresentados na
Tabela 6.
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Tabela 6. Perfil Clinico, Terapéutico e resultado da PCR de Leishmania spp.dos Participantes Previamente Diagnosticados com Leishmaniose,
Campo Grande, Brasil, 2023.

Participante ldade Cargaviraldo HIV Contagem de LTDD4+ I,:o_rma Ano Status
- " clinica da de Tratamento PCR
S (Ano) (copias/ml) (células/mm3) . i . . Tratamento
Leishmaniose diagnostico
Anfotericina B
L eishmaniose Lipossomal 200mg
CDO05 48 Né&o Detectado 49 . 2014 Dapsona + Incompleto  (+)
Visceral . L
Pirimetamina+acido
folico
« Leishmaniose Anfotericina B
HD12 44 Né&o Detectado 164 Visceral 2019 Lipossomal 200mg Completo )
Leishmaniose Anfotericina B
HD25 52 383331 68 Visceral 2018 Lipossomal 100mg Completo  (+)
« Leishmaniose Anfotericina B Em
HD33 39 No Detectado 7 Visceral 2013 Lipossomal 200mg Tratamento )
Leishmaniose Anfotericina B
HD34 30 198 166 Cutinea 2023 Lipossomal 250mg Completo )
. Leishmaniose Anfotericina B Em
HD47 35 <L.Min. 226 Visceral 2020 Lipossomal 200mg Tratamento )




6 DISCUSSAO

A disseminacdo crescente da leishmaniose humana emerge como uma preocupacao
abrangente em todo o territério brasileiro, transcendendo os limites dos estados historicamente
afetados para alcancar todas as regides do pais, incluindo Mato Grosso do Sul. Este fenbmeno
ganha uma dimensdo ainda mais critica ao considerarmos a populacdo de individuos vivendo
com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (PASQUALI et al., 2019).

No contexto especifico de Mato Grosso do Sul, a confluéncia de casos de leishmaniose
humana e HIV destaca a urgéncia na implementacao de estratégias especificas e adaptadas a
essa populacdo. A interacdo entre a infec¢do pelo HIV e a leishmaniose demanda abordagens
diagndsticas, terapéuticas e preventivas que considerem minuciosamente as particularidades
dessas condicOes coexistentes. O rastreamento sistematico de pacientes com HIV para a
leishmaniose, associado a medidas preventivas especificas, torna-se imperativo para assegurar
diagnosticos precoces e gestdo eficaz (COTA et al., 2014).

Neste estudo, a analise abrangeu a avaliacdo de 103 participantes, sendo que 78,6%
destes eram residentes na capital do estado. Adicionalmente, foi observada a presenca de
pacientes provenientes de municipios circunvizinhos. Este fenbmeno converge com a
investigacdo conduzida por Werler et al. (2022), que identificou uma tendéncia entre 0s
individuos vivendo com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) em buscar tratamento em
localidades distintas de suas residéncias habituais (WERLE et al., 2022).

A escolha pela capital pode ser atribuida a presenca de centros de salde especializados,
profissionais altamente qualificados, oferta abrangente de servicos relacionados ao tratamento
do HIV, além do acesso a medicamentos e terapias inovadoras. Ademais, a capital
frequentemente concentra recursos financeiros e infraestrutura de salde mais robustos,
proporcionando aos pacientes condi¢fes favoraveis para o gerenciamento eficaz da condicdo,
fatores estes que podem influenciar na decisdo de buscar cuidados médicos na capital em
detrimento de municipios vizinhos, corroborando com descobertas de estudos pregressos.

A taxa de prevaléncia da coinfeccdo por Leishmania-HIV, neste estudo, foi registrada
em 12,62% (13/103). Observaram-se discrepancias relacionadas ao alvo da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), onde 2 amostras foram positivas tanto no gene SSUrRNA, quanto
KDNA, 4 amostras foram positivas apenas no KDNA e 7 apenas SSUrRNA, totalizando 9
amostras reatividade para o gene SSUrRNA, uma pequena subunidade do RNA ribossémico.
Conforme descrito por Cruz e colaboradores em 2002, a PCR utilizando os primers R221 e

R332 demonstrou uma elevada sensibilidade e especificidade na deteccdo de cinetoplastos,



embora ndo sendo exclusiva para Leishmania, o que pode resultar em falsos positivos. Para
mitigar esse risco, recomenda-se a realizacdo de uma nested PCR (LnPCR) com os primers
R223 e R333. Estudos anteriores mostraram que essa abordagem aumenta a sensibilidade da
deteccdo para aproximadamente 95,45%, fornecendo resultados mais confidveis na
identificacdo da presenca de Leishmania e minimizando os falsos positivos. Essa estratégia
aprimorada de PCR é fundamental para garantir a precisdo diagnostica, especialmente em
contextos clinicos onde a coinfecgdo Leishmania/HIV é uma preocupacéo significativa (CRUZ
et al., 2002).

No mesmo estudo de Cruz e colaboradores (2002), que envolveu a analise de 38
pacientes com coinfecgdo Leishmania-HIV, a LnPCR utilizando sangue, foi encontrada uma
positividade em 89% (34/38), uma taxa superior em comparacdo com o presente estudo, onde
das 13 amostras positivas pela PCR, 9 foram positivas pela LnPCR, o que representa 69% (9/13)
de positividade. No entanto, é importante ressaltar que esses resultados podem ser influenciados
pelo nimero de amostras positivas, sendo 38 amostras no estudo de Cruz e 13 amostras no
presente estudo.

A prevaléncia da coinfeccdo por Leishmania-HIV neste estudo (12,62%) foi superior a
observada em um estudo anterior realizado em Brasilia, por Carranza-Tamayo e colaboradores
(2009), envolvendo pacientes sintomaticos HIV-positivos atendidos em um hospital
universitario e submetidos ao diagndstico molecular para Leishmania (1,8%; 3/163). No
entanto, ao considerarmos o alvo utilizado, que foi o KDNA, e analisarmos as amostras
positivas para esse mesmo alvo no presente estudo, a prevaléncia é de 5,3% (6/103), ainda assim
mantendo-se maior.

Um fator adicional relevante a ser destacado € o contexto geogréafico e epidemioldgico.
No momento da realizacdo do estudo, Brasilia ndo era uma regido endémica para a
Leishmaniose, ao contrario do estado de Mato Grosso do Sul, onde o presente estudo foi
conduzido que é considerado endémico para a doenca. Essa diferenca na endemicidade destaca
a importancia de considerar a localizacdo geogréafica ao interpretar e comparar as taxas de
coinfeccdo entre diferentes estudos. (CARRANZA-TAMAYO et al., 2009)

Em Pernambuco, uma regido endémica para a leishmaniose, um estudo prévio
conduzido por Guedes et al. (2021) revelou uma prevaléncia de 9,11% (44/483) para a
coinfeccdo Leishmania-HIV, semelhante a encontrada neste estudo. No entanto, é crucial
salientar que o estudo anterior empregou uma abordagem multifacetada, incorporando métodos
de diagndstico tanto moleculares quanto soroldgicos. Ao considerar exclusivamente 0s

resultados moleculares, a prevaléncia reduziu para 2,28%.



Apesar do nosso trabalho apresentar maior prevaléncia quando comparada ao estudo de
Guedes e colaboradores (2021), o presente estudo registrou mais casos (13 vs. 11), embora com
menos individuos testados e um maior nimero de alvos genéticos investigados. Vale ressaltar
que, no estudo anterior, 0 método diagndstico com a maior prevaléncia foi 0 DAT (3,53%),
sugerindo a pertinéncia de avaliar esse método diagnéstico em andlises futuras. Essas
observacOes destacam a complexidade na comparacao de resultados, enfatizando a importancia
da metodologia adotada e da diversidade nos métodos diagndsticos utilizados. (GUEDES et al.,
2021).

A abordagem dos testes diagnosticos para leishmaniose em pacientes coinfectados com
HIV deve diferir daquela aplicada em pacientes ndo HIV, conforme destacado por um estudo
conduzido na regido do Mediterraneo por Monge-Maillo e colaboradores (2014). Nesse
contexto, a PCR ¢ enfatizada devido a sua maior sensibilidade e especificidade, alcan¢ando
92% e 96%, respectivamente. Isso sugere que a utilizacdo de testes sorologicos para descartar
casos de leishmaniose pode nédo ser apropriada, uma vez que esses testes detectam anticorpos
produzidos pelo individuo, e a confianca nesses resultados ¢ comprometida em pacientes com
HIV devido a um déficit na resposta imune.

A sensibilidade da PCR realizada no sangue periférico em comparacdo com a medula
Ossea tem sido objeto de divergéncias em estudos. A deteccdo de Leishmania no sangue
periférico demonstrou ser uma alternativa viavel a analise medular em diferentes grupos
populacionais. Estudos, como o de Antinori et al. (2007), reportaram resultados semelhantes
entre amostras de sangue periférico e medula dssea em individuos tanto imunocompetentes
quanto imunossuprimidos. (ANTINORI et al., 2007)

Por outro lado, uma pesquisa focada na deteccdo de L. infantum em criancas, utilizando
a sequéncia de KDNA, indicou que amostras de sangue periférico revelaram positividade
apenas quando os niveis de anticorpos anti-Leishmania eram substancialmente elevados
(superiores a 5000) (FRAGA et al., 2010). Esses resultados poderiam explicar a discrepancia
observada neste estudo entre os alvos de PCR para KDNA e SSUrRNA, considerando a
hipdtese de que os niveis de anticorpos para Leishmania estavam baixos, sugerindo a
possibilidade de infec¢des inativas.

Entre os participantes positivos para Leishmania, destaca-se que 61,5% (8/13) possuiam
cdes como animais domésticos. Essa informagéo € particularmente relevante, uma vez que 0s
caes sdo reconhecidos como o reservatorio urbano primordial e estdo mais proximos dos seres
humanos, especialmente no que diz respeito a leishmaniose visceral. Esse dado destaca a

importancia de realizar a vigilancia e avaliar o estado de saude desses animais. Vale ressaltar



que o cao desempenha um papel crucial no ciclo de transmisséo da leishmaniose, muitas vezes
atuando como um indicador precoce da presenca da doenga em uma regido (DEREURE et al.,
2003).

A compreensédo da dindmica da leishmaniose a partir dos cées € crucial para estratégias
eficazes de controle, uma vez que, em muitos casos, a ocorréncia inicial da infeccdo é
identificada nos canideos antes de se espalhar para os humanos. Essa interconexdo destaca a
importancia da abordagem de "saude Unica" (One Health), que reconhece a estreita ligacéo entre
a salde humana, animal e ambiental na prevencdo e controle de doencas, como a leishmaniose
(ANHOLT; BARKEMA, 2021). Desse modo, é de extrema importancia que pessoas vivendo
com HIV sejam orientadas a verificar regularmente se seus cdes possuem leishmaniose, além
de adotarem medidas de controle ambiental, como manter a limpeza do quintal e eliminar locais
propicios para a proliferacdo do vetor.

Dos 6 participantes que relataram historico prévio de leishmaniose, apenas 2
apresentaram resultado positivo para PCR, levantando a hipotese de persisténcia do parasito
circulante ou recidiva da doenca. Essa constatacéo ressalta a importancia do acompanhamento
desses pacientes por um periodo minimo de 3 anos ap6s o tratamento, visto que recidivas podem
ocorrer nesse intervalo. O estudo de Cruz e colaboradores (2002) também revelou que 43,4%
(n=10) dos participantes foram positivos apenas para a LnPCR apds o tratamento, sem
resultados positivos em outros métodos de diagndstico. No entanto, é crucial considerar que 4
desses 10 casos eram recidivas, enquanto nos outros 6 mantearam-se assintomaticos, o que ele
acredita que possivelmente a melhora do estado imunologico apos o tratamento tenha levado
ao controle dos parasitos, reduzindo a carga parasitaria a niveis indetectaveis pelas demais
técnicas diagnosticas disponiveis.

Em wuma analise epidemiolégica abrangente, evidenciam-se disparidades
estatisticamente significativas associadas a raca e ao nivel de escolaridade. No contexto
brasileiro, é possivel observar uma estreita interligacéo entre raca e condi¢es socioecondmicas,
sendo que a prevaléncia de doencas tropicais negligenciadas € mais pronunciada em regifes
caracterizadas por indices educacionais mais baixos. A relacdo intrinseca entre raca e
escolaridade destaca-se como um importante fator determinante nas dindmicas epidemioldgicas
dessas enfermidades.(LINDOSO; LINDOSO, 2009). Os achados do presente estudo, reforcam
a interligagdo entre raga, nivel educacional e salde, conforme observado na andlise
epidemiologica. Mais de 40% dos participantes detectado com coinfecgdo Leishmania-HIV ndo

eram brancos, sendo predominantemente pretos ou pardos.



Além disso, mais de 50% desses participantes ndo possuiam sequer o ensino medio
completo. Essas estatisticas ressaltam a influéncia significativa que a raca e o nivel de
escolaridade exercem na incidéncia de doencas tropicais negligenciadas, enfatizando a
importancia de politicas publicas e intervencGes de salde que abordem as desigualdades
socioecondmicas e raciais para promover uma saude equitativa e acessivel a todos 0s grupos
populacionais.

A contagem meédia de linfocitos T CD4+ em individuos coinfectados por Leishmania-
HIV assemelhou-se a observada no grupo composto apenas por portadores de HIV. Cerca de
73,7% dos participantes deste estudo apresentaram uma contagem de linfocitos T CD4+
superior a 350 célulassrmm3. Estes resultados corroboram achados semelhantes ao estudo
conduzido em Pernambuco por Guedes et al. (2021). Entretanto, € crucial analisar a adesao
dessa populacdo a terapia antirretroviral, o que poderia explicar o aumento dos niveis de
LTCDA4+ e, consequentemente, uma resposta mais eficaz em relacéo a infeccao por Leishmania
(LINDOSO et al., 2018). E valido ressaltar que um tratamento efetivamente administrado pode
aumentar os niveis de CD4, proporcionando uma resposta imunologica mais robusta contra a
infeccdo por Leishmania, e, por conseguinte, atuando como um fator de protecdo contra
recaidas.

Guedes e colaboradores (2021) observaram que 63% dos individuos sintomaticos,
coinfectados por Leishmania apresentavam uma carga viral indetectavel. No presente estudo,
essa taxa foi de 84%, enfatizando a urgéncia de campanhas incentivadoras do correto uso da
TARV em areas endémicas para leishmaniose.

No cenario brasileiro, até o presente momento, a recomendacdo vigente se concentra
exclusivamente na profilaxia secundaria para Leishmaniose Visceral (LV). O principal
indicador utilizado para orientar essa medida profilatica nos coinfectados é a contagem de
Linfécitos T CD4+. Os fatores que determinam a persisténcia de um estado assintomatico de
LV ainda ndo foram completamente esclarecidos. O equilibrio entre a infec¢do parasitaria e a
resposta imunolédgica do hospedeiro, como observado em doadores de sangue ou PVHIV,
possivelmente transcende consideragdes relacionadas ao estado nutricional e fatores genéticos.
Diante do aumento do risco de recaidas e do progndstico desfavoravel, torna-se crucial que
PVHIV, especialmente aquelas que residem em areas endémicas de LV, estejam cientes de
infeccOes prévias por Leishmania.(GUEDES et al., 2021).

Neste estudo, a PCR desempenhou um papel crucial no diagnéstico laboratorial
molecular da coinfecgdo por Leishmania/HIV. Através da aplicacdo da PCR KDNA e da

LnPCR SSUrRNA, pudemos identificar de forma precisa a presenca do parasita Leishmania em



uma parcela significativa dos casos estudados. Esses achados s&o de extrema importancia, pois
fornecem uma ferramenta valiosa para o diagnostico precoce e preciso dessa coinfeccao,
permitindo uma intervencao terapéutica eficaz e direcionada. Além disso, a detecgdo molecular
por PCR ndo apenas auxilia na confirmacdo do diagnostico, mas também contribui para uma
melhor compreenséo da epidemiologia e da patogénese da coinfecgédo Leishmania/HIV, sendo,

portanto, essencial para a gestdo clinica adequada desses pacientes.



8 CONCLUSAO

Pode se concluir que a prevaléncia da coinfeccdo assintomatica por Leishmania/HIV,
avaliada pela PCR entre os participantes deste estudo foi de 12,62% (13/103), destacando a
importancia do diagndstico molecular para identificar essa condicdo em pacientes vivendo com
HIV.

e A analise molecular revelou uma positividade diferenciada entre os alvos de PCR para
Leishmania spp., com 69,2% (9/13) dos participantes positivos sendo detectados pelo
gene SSUrRNA, indicando seu potencial desse alvo na detec¢do da infeccdo nessa
populacdo.

e Os dados coletados revelaram uma concentracdo significativa de casos na capital,
Campo Grande-MS, com uma predominancia de homens e uma média de idade de (40
anos) entre os coinfectados. Além disso, uma parcela consideravel da populagéo afetada

era composta por individuos brancos, ou com baixa escolaridade ou posse de cées.

e 84,6% (n=11) dos participantes positivo para PCR, apresentou uma carga viral de HIV
indetectavel ou menor que 50 cépias/ml ou indetectavel e 76,9% (n=10) com contagem
de LTCDA4+ acima de 350 células/mms.

Os resultados deste estudo oferecem uma visdo abrangente da coinfeccdo por

Leishmania/HIV, fornecendo informagdes cruciais sobre a aplicacdo dos metodos de

diagnostico molecular, caracteristicas demograficas dos pacientes e seu estado

imunoldgico, o que pode orientar estratégias de intervencdo e manejo clinico.
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APENDICE A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: INQUERITO SOROLOGICO E MOLECULAR PARA A DOENCA DE
CHAGAS E LEISHMANIOSES EM PESSOAS QUE VIVEM COM O VIRUS DA
IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (PVHIV) ATENDIDOS NOS SERVICOS DE REFERENCIA
DE MATO GROSSO DO SUL.

Responsavel: Dra Glaucia Elisete Barbosa Marcon SIAPE 1990313

Institui¢cdo: Fundagio Oswaldo Cruz — Mato Grosso do Sul.

Numero do CAAE:

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario de uma pesquisa que sera realizada pela
Fundagdo Oswaldo Cruz Mato Grosso do Sul no Ambulatério de Infectologia do Hospital-Dia
Professora Esterina Corsini da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, UFMS ou CEDIP — Centro
Especializado em Doencas Infecciosas e Parasitarias da SESAU (Secretaria Municipal de Sadde de Campo Grande).
Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), visa assegurar seus
direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o
pesquisador.

Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para esclarecer suas dividas. Se houver perguntaantes
ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir, pode levar este
termo para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Ndo havera
nenhum tipo de penaliza¢do ou prejuizo se vocé ndo aceitar participar ou retirar sua autorizacdo em

qualguer momento.

Justificativa e objetivos:

A presenca do virus HIV em seu organismo pode levar a baixa imunidade. Como a doenga de
Chagas e a leishmaniose visceral sdo causadas por parasitas e estes podem aumentar em nimero nos
casos de imunodepressdo, € importante verificar a presenca e/ou quantidade de parasitas Trypanosoma
cruzi e Leishmania spp em seu sangue, para melhorar os testes que auxiliam as condutas médicas, sendo
esse resultado importante para estudos e pesquisas sobre as doencas negligenciadas no Brasil.
Procedimentos:

Vocé estd sendo convidado a, durante uma consulta pré-agendada pelos médicos do seu

ambulatdrio ou da Unidade de Salde na qual é atendido a:

e Realizar a coleta de cerca de 12 mL de sangue (o0 equivalente a dois tubos de sangue),

em Unica coleta, nessa data, com duracdo de no maximo, dez minutos.

e (Caso seja necessario, podera ser realizada mais uma coleta, em data pré-agendada.



Desconfortos e riscos:

VVocé ndo deve participar deste estudo se ndo estiver de acordo com os critérios da pesquisa.

A coleta de sangue e a pesquisa nao apresentam riscos previsiveis, a nao ser aqueles originados
da puncéo de sangue durante a coleta, ou seja, 0 inconveniente de uma picada de agulha, podendo formar
hematoma. Entretanto as coletas serdo realizadas por profissionais capacitados e treinados, para atender
de forma segura os participantes da pesquisa, seguindo as recomendacGes da Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial para coleta de Sangue Venoso. Sendo utilizados materiais

estéreis e descartaveis por um profissional paramentado com EPIs (jaleco, luvas, mascara etc.).

Beneficios:

Essa pesquisa podera identificar e quantificar os parasitas Trypanosoma cruzi causador da
doenca de Chagas e Leishmania spp, causador da leishmaniose em pacientes soropositivos para o HIV.
Dessa forma, podera auxiliar os clinicos a tomarem decisdes relacionadas ao tratamento das doengas
envolvidas. Os resultados também irdo gerar conhecimento cientifico, com a aplicacdo de mais um teste

diagndstico voltado a doenca de Chagas, leishmanioses relacionadas ao HIV.

Acompanhamento e assisténcia:

A coleta de sangue para essa pesquisa ndo traz danos previsiveis. No entanto, se eventualmente
ocorrer algum dano, havera assisténcia integral ao participante.

Apos o término da pesquisa, 0s resultados serdo repassados ao ambulatério ou a Unidade de
Salde onde vocé é atendido para que, se necessario, o clinico estabeleca o tratamento complementar

aquele que vocé ja realiza.

Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e nenhuma informacgéo sera
dada a outras pessoas que ndo facam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgacéo dos resultados
desse estudo, seu nome ndo serd citado nem iniciais ou qualquer outra forma que permita sua
identificag&o.

Os resultados desse estudo poderdo fazer parte do seu prontuario médico.

Ressarcimento e Indenizag&o:
N&o havera ressarcimento de despesas, como transporte, alimentagdo e diarias. O estudo sera
feito durante a rotina do participante, como consulta médica pré-agendada no hospital ou Unidade de

Saulde. Vocé terd a garantia ao direito a indenizacao diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

Armazenamento de MATERIAL BIOLOGICO:



As amostras coletadas ficardo armazenadas no Laboratério de Biologia Molecular, sala 327,
bloco 3 da Universidade Anhaguera Uniderp, Rua Ceard, 333, Vila Anténio Vendas CEP 79003-010,
Campo Grande MS, Brasil; telefone (67) 3348-8002, até o término da pesquisa e divulgacdo dos
resultados. Caso seja necessario, a amostra podera ser utilizada de para outras pesquisas. Ressalta-se
que o0 uso da amostra para nova pesquisa estard condicionado a: (I) apresentacdo de novo projeto de
pesquisa para ser analisado e aprovado pelo Sistema CEP/CONEP e (Il) obrigatoriamente, ao
reconsentimento do participante da pesquisa por meio de um TCLE especifico, referente ao novo projeto
de pesquisa (Resolugdo CNS 441/11, item 6 e Portaria MS 2.201/11, capitulo 11, artigo 5 e capitulo 1V,
secdo Il, artigos 17, 18 e 22).

Diante disso:

( ) concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento do meu

material bioldgico, devendo 0 mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

( ) concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material
bioldgico, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo

CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

Vocé, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem quaisquer 6nus ou prejuizos, pode
retirar o consentimento da guarda e utilizacdo do seu material biolégico armazenado. O descarte do
material armazenado serd autorizado nas seguintes situacdes: I. a pedido do participante ou de seu
representante legal; 1l. quando a amostra ndo apresentar qualidade para os testes propostos; Ill. ao
término da pesquisa. As amostras a serem descartadas serdo inativadas e depois incineradas.

Em caso de falecimento ou condic¢do incapacitante, os direitos sobre o material armazenado

deverdo ser dados a:

Contato:

Em caso de dividas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a pesquisadora: Glaucia Elisete
Barbosa Marcon, Fundagédo Oswaldo Cruz Mato Grosso do Sul — FIOCRUZ MS. Rua Gabriel Abrao,
92. Jardim das Nagdes, Campo Grande — MS CEP 79081-746. Telefones: (15) 98182-6048 (67) 3346-

4480 email: glauciamarcon@gmail.com; glaucia.marcon@fiocruz.br

Em caso de dendncias ou reclamagfes sobre sua participagdo e sobre questdes éticas do estudo, vocé
podera entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FIOCRUZ Brasilia,
das 9h as 12h e das 14h as 17h Avenida L3 Norte, s/n, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Gleba A,
Brasilia - DF, 70904-130; telefone (61) 3329-4607 / 3329-4638, email: cepbrasilia@fiocruz.br



mailto:glauciamarcon@gmail.com
mailto:cepbrasilia@fiocruz.br

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres
humanos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), tem por objetivo desenvolver a
regulamentacdo sobre protecdo dos seres humanos envolvidos nas pesquisas. Desempenha um papel
coordenador da rede de Comités de Etica em Pesquisa (CEPs) das instituicdes, além de assumir a funcéo
de drgdo consultor na area de ética em pesquisas

Consentimento livre e esclarecido:

Apos ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,
beneficios previstos, potenciais riscos e o incdbmodo que esta possa acarretar, aceito participar
e declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada pelo pesquisador e por

mim, tendo todas as folhas por nds rubricadas:

Nome do (a) participante:

Contato telefonico:

e-mail (opcional):

Data: / /

(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucao 466/2012 CNS/MS e complementares
na elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo
que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me
a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades

previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.



Data:

(Assinatura do pesquisador)



APENDICE B: QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO

Fundacao Oswaldo Cruz — Fiocruz Mato Grosso do Sul

Pesquisa: Inquérito sorolégico e molecular para a doenca de Chagas em pessoas que vivem com 0 Vvirus

da imunodeficiéncia adquirida (HIV) atendidos nos servigos de referéncia de Mato Grosso do Sul,

Pesquisa: Deteccdo molecular e sorolégica de Leishmania spp. em Pessoas que vivem com o Virus da

Imunodeficiéncia Humana (PVHIV) atendidos nos Servicos de referéncia de Mato Grosso do Sul

Pesquisadores responsaveis: Dra. Glaucia Elisete Barbosa Marcon / Dr. Eduardo de Castro Ferreira

Cddigo da pesquisa: Cadigo do prontuério: Data:
1. Nome: Data de nascimento:
2. Documento: CPF RG: telefone:
e-mail:

3. Emqual cidade e estado nasceu?

estado

Em qual cidade reside?

estado

Identidade de género:
) feminino ( ) masculino () outra

Vocé possui qual escolaridade?

4
(
5. Vocé se autodeclara:
6
() ndo estudou () fundamental incompleto
(

) fundamental completo () médio incompleto

) médio completo () superior
Vocé sabe o que é doenca de Chagas?

) sim ( )néo

(
7
(
8. Alguém da sua familia tem ou teve a doenga de Chagas?
( )sim ( )néo

9. Vocé conhece o barbeiro, inseto transmissor da doenca?

( )sim ( )nédo

10. Vocé ja teve contato com o inseto transmissor da doenga?
( )sim ( )néo

11. Ja fez transfusdo sanguinea? Se positivo, em qual ano?

( )sim ano ( )ndo

12. Tem conhecimento se é positivo ou negativo para a doenca de Chagas?



( )sim ( )ndo

13. Sente cansaco quando realiza pouco esfor¢o?

( )sim ( )ndo

14. Sente dificuldade para engolir ou para evacuar?

( )sim ( )ndo

15. Vocé sabe o que é Leishmaniose?

( )sim ( )ndo

16. Alguém da sua familia tem ou teve a leishmaniose?

( )sim ( )ndo

17. Caso positivo, foram tratados? Em qual ano?

( )sim ( )ndo ano: ....ceeveenns

18. Vocé conhece como se adquire a leishmaniose?

( )sim ( )ndo

19. Vocé ja teve contato com inseto transmissor da leishmaniose?
( )sim ( )ndo

20. Tem conhecimento se é positivo ou negativo para a leishmaniose?
( )sim ( )néo

21. Em caso positivo, foi tratado?

( )sim ( )ndo ano: ..........

22. Tem animal doméstico?

( )sim ( )ndo especifique:

23. Tem ou teve animal doméstico com leishmaniose?
( )sim ( )ndo  ano: ...........
24. Notou aparecimento de feridas no corpo?

( )sim ( )néo

25. Notou palidez na pele ou mucosa?

( )sim ( )néo

26. Notou algum inchago na regido do abdémen?

( )sim ( )néo
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ANEXO A: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INQUERITO SOROLOGICO E MOLECULAR PARA A DOENGA DE CHAGAS E
LEISHMANIOSES EM PESSOAS QUE VIVEM COM O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA
ADQUIRIDA (PVHIV) ATENDIDOS NOS SERVICOS DE REFERENCIA DE MATO
GROSSO DO SUL.

Pesquisador: Glducia Elisete Barbosa
Marcon Area Tematica:
Versao: 3

CAAE: 59031722.5.0000.8027

Instituicdo Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 5.868.118

Apresentacédo do Projeto:

No Brasil, a prevaléncia da doencga de Chagas (DC) é de 1,8 a 2,4 milh&es de individuos na fase
cronica, com alta carga de morbimortalidade. A coinfec¢do do Trypanosoma cruzi com o HIV
comporta-se como oportunista e estima-se 16.000 casos dessa coinfec¢do, que pode levar a
reativacdo da DC, caracterizadas pela miocardite e/ou meningoencefalite. O estado de Mato Grosso
do Sul ndo é endémico para a DC, e apresenta baixa prevaléncia dessa enfermidade. No entanto,
recebe migrantes latino-americanos e de outras regides do Brasil. A leishmaniose visceral é causada
pela Leishmania infantum. Tem grande importancia clinica, pois é a segunda doenca mais fatal
causada por protozodrio. De acordo com o Ministério da Saude, por ano, a LV acomete cerca de
3.500 pessoas no pais e no estado do Mato Grosso do Sul, a Leishmaniose é considerada um
problema endémico, sendo que de 2011 a 2020 foram registrados 1.811 casos e 127 ébitos por LV.
Os testes soroldgicos disponiveis podem apresentar reagdo cruzada entre ambas as espécies por

Endereco: Av L3 Norte Campus Darcy Ribeiro, Gleba A, SC4 CAMPUS UNIVERSITARIO DARCY RIBEIRO - Bloco
Bairro: ASA NORTE CEP: 70.904-130
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apresentarem epitopos comuns. Assim sendo, é de suma importancia realizar um inquérito
soroldgico e molecular da DC e da LV dentre as pessoas que vivem com o HIV (PVHIV) para definir
adequado tratamento e acompanhamento, especialmente em relacdo a DC, mais negligenciada pela
menor prevaléncia, mas com potencial de complicacdo importante dentre PVHIV. Metodologia:
Serdo realizados testes soroldgicos (ELISA e IFl) e de biologia molecular (NPCR

Pégina 01 de

e PCR convencional) em amostras de conveniéncia entre os individuos atendidos no ambulatério de
infectologia e no Hospital-Dia Professora Esterina Corsini e CEDIP — Centro Especializado em Doengas
Infecciosas e Parasitdrias da SESAU (Secretaria Municipal de Saide de Campo Grande) no momento
da consulta médica de rotina. Resultados esperados: conhecer a prevaléncia de Doenca de Chagas e
de LV entre PVHIV, assim como identificar possiveis casos de reacdo cruzada com Leishmania spp. Os
prontuarios fisicos e eletrénicos serdo revisados para obtenc¢do de dados secundarios a fim de
identificar epidemiologia, manifestacGes clinicas e evolugdo da DC, LV e da infec¢do pelo HIV. Os
resultados serdo sistematizados e publicados na forma de artigos, podendo ainda gerar
recomendacgdes e protocolos de atendimento relativos aos temas abordados. Para os pacientes,
serdo informados dos resultados dos exames e poderao ter indicagao de tratamento para DC caso
identificada infec¢do ativa, conforme protocolo do Ministério da Saude. Para o servico de
atendimento, a contrapartida é a de reforgar a importancia de protocolo de rastreio das infec¢des,
assim como proposta de protocolos para condutas na Unidade de doencas infeciosas e parasitarias
(UDIP).

No Brasil, a prevaléncia da doenca de Chagas é de 1,8 a 2,4 milhdes de individuos na fase cronica,
com alta carga de morbimortalidade. Atualmente, esses pacientes tém maior sobrevida e podem
estar envolvidos em processos migratérios e de urbanizacdo. Dessa forma, a probabilidade de
ocorréncia de comorbidades é maior, sendo infecciosas ou ndo, como por exemplo, a coinfecgdo do
Trypanosoma cruzi com o HIV. No Brasil, o T. cruzi comporta-se como oportunista na coinfeccdo T.
cruzi /HIV. Estima-se 16.000 casos dessa coinfec¢do. A imunodeficiéncia avangada, causada pelo HIV,
tratamento para o cancer, transplante de drgaos e outras causas, pode levar a reativacdo da doenca
de Chagas, caracterizadas pela miocardite e/ou meningoencefalite (WHO 2015; WHO 2022a).
Segundo o PCDT (Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas) (BRASIL, 2018) para o manejo da
infeccdo pelo HIV em adultos, a sorologia para a DC deve ser solicitada na triagem de individuos
originarios de dreas endémicas.

Endereco: Av L3 Norte Campus Darcy Ribeiro, Gleba A, SC4 CAMPUS UNIVERSITARIO DARCY RIBEIRO - Bloco
Bairro: ASA NORTE CEP: 70.904-130
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O estado de Mato Grosso do Sul ndo é considerado regido endémica para a doenca de Chagas, e
apresenta baixa prevaléncia dessa enfermidade (POMPILIO et al., 2005). No entanto, recebe
migrantes latino-americanos e de outras regides do Brasil. Assim sendo, é de suma importancia
realizar um inquérito soroldgico e molecular da doenca de Chagas dentre as pessoas que vivem com
o HIV (PVHIV) atendidas nos servigos de referéncia do estado. Outras ferramentas como a detec¢do
do DNA pela PCR e quantificagdo do parasito pela gPCR pode auxiliar na monitorizagdo da
parasitemia pelo T. cruzi nos coinfectados Chagas / HIV. Testes parasitoldgicos ou moleculares
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sdo indicados devido a baixa quantidade de anticorpos observados nas PVHIV. Dessa forma, o
acompanhamento e tratamento etioldgico poderdo ser determinantes na prevencdo da reativagao
da doenga de Chagas nos coinfectados.

As leishmanioses, tegumentar ou visceral, causadas pelo protozoario Leishmania spp também sdo
consideradas doengas tropicais negligenciadas e estudos apontam a emergéncia da leishmaniose
como uma importante doenga oportunista ao virus da AIDS. E transmitida ao homem pela picada do
flebotomineo, podendo desencadear um quadro clinico mais brando como feridas na pele e mucosa
(leishmaniose cutanea) e casos mais graves afetando as visceras, que podem levar a ébito. A taxa de
letalidade é perto de 8% na populacdo geral e maior em PVHIV (GRAEPP et al., 2018).

Como ambas as infecgGes acometem o sistema imunoldgico do paciente, tanto o HIV quanto a LV
podem intensificar os sintomas de leishmaniose visceral, além de provocar uma acelera¢do no
surgimento de condig¢Ges caracteristicas da AIDS. No caso da LT, de acordo com o Ministério da
Saude é forma clinica mais prevalente na coinfeccdao, podendo ocorrer a leishmaniose cutanea
disseminada, na qual érgaos atipicos sdo afetados pelas lesdes, esse efeito é conhecido como
visceralizagdo da LT (Brasil, 2015). A maior prevaléncia dos casos de coinfeccdo ocorre
principalmente em areas endémicas a leishmaniose, como por exemplo, no estado de Mato Grosso
do Sul. Assim sendo, é de suma importancia investigar as infecgdes causadas por Leishmania spp. em
PVHIV atendidas nos servicos de referéncia do estado, uma vez que muitos pacientes ndo tém o
diagndstico de LT ou LV. Os testes moleculares sado indicados devido a baixa quantidade de
anticorpos observados nas PVHIV. Dessa forma, o acompanhamento e tratamento etioldgico
poderdo ser determinantes na melhor qualidade de vida nos coinfectados.
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Objetivo da Pesquisa:

3.  Objetivos Gerais e Especificos
3.1 Objetivo Geral

* Realizar um inquérito sorolégico e molecular para a doenca de Chagas e leishmanioses nas pessoas
guevivem com o HIV, atendidos nos servigos de referéncia do estado de Mato Grosso do Sul.

3.2 Objetivos especificos

* Avaliar a frequéncia de solicitagao de testes para DC e leishmanioses em PVHIV
* Realizar duas sorologias com diferentes principios para a doenga de Chagas nos portadores do virus

HIV.

Pégina 03 de

* Realizar a Nested-PCR para a doenga de Chagas nos portadores do virus HIV.

» Quantificar e genotipar o Trypanosoma cruzi pela qPCR e sequenciamento em HIV positivos
portadores dadoenca de Chagas.

* Realizar teste sorolégico imunofluorescéncia indireta (IFI) e molecular (PCR) para identificar
aleishmaniose em PVHIV.

* Identificar e quantificar as espécies de Leishmania spp em HIV positivos portadores de
Leishmaniose;® Avaliar os marcadores da imunidade como células T CD4, carga viral e TARV em PVHIV
e relacionar com os agravos em estudo.

* Levantar dados socioepidemioldgicos sobre a DC, leishmanioses e HIV através da aplicacdo

dequestionario.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:
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. Orisco envolvido serd o da coleta de sangue: uma leve picada, podendo eventualmente formar
hematoma. As coletas serdo realizadas por profissionais capacitados e treinados, para atender de
forma segura os participantes da pesquisa, seguindo as recomendacdes da Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial para coleta de Sangue Venoso e de acordo com os critérios
de biosseguranca adotados pela Fiocruz MS. Caso haja alguma intercorréncia durante a coleta de
sangue, o participante sera encaminhado imediatamente para atendimento médico. Os tubos,
agulhas, seringas, algodao, alcool, luvas descartaveis, jalecos, caixa térmica serdo de total
responsabilidade dos pesquisadores.

O risco envolvido serd o da coleta de sangue: uma leve picada, podendo eventualmente formar
hematoma. As coletas serdo realizadas por profissionais capacitados e treinados, para atender de
forma segura os participantes da pesquisa, seguindo as recomendac¢des da Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial para coleta de Sangue Venoso e de acordo com os critérios
de biossegurancga adotados pela Fiocruz MS. Caso haja alguma intercorréncia durante a coleta de
sangue, o participante serd encaminhado imediatamente para atendimento médico. Os tubos,
agulhas, seringas, algodao, alcool, luvas descartaveis, jalecos, caixa térmica serao de total
responsabilidade dos pesquisadores.

A equipe conta com dois pesquisadores da Fiocruz MS, uma doutoranda (Jaqueline Zequini), um
mestrando

(Guilherme H. A. Silva) e uma aluna de Iniciagao cientifica (Susana,Lageano). Esse grupo
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ficara responsavel pela codificagcdo das amostras, aplicacdo do TCLE e o questionario. Os
guestionarios (ANEXO 1) serdo aplicados em um ambiente que proporcione privacidade, com uma
abordagem humanizada, garantindo explicacGes necessarias para responder as questoes. Os
guestionarios ndo serdo identificados nominalmente garantindo o anonimato, as respostas serao
confidenciais, utilizadas apena para fins cientificos, ndo publicando nome nem iniciais ou qualquer
outra forma que permita a identificacdo do participante. Além disso, os pds-graduandos e
pesquisadores deverdo buscar os dados contidos nos prontuarios dos participantes,
comprometendo-se com o sigilo de informacdes.

Os tubos com as amostras de sangue coletadas de cada participante serdo imediatamente datados e
identificados através de cddigos constantes em planilha, resguardando a identidade e iniciais dos
participantes. As amostras serdo acondicionadas em caixa térmica e levadas ao Laboratdrio de

Endereco: Av L3 Norte Campus Darcy Ribeiro, Gleba A, SC4 CAMPUS UNIVERSITARIO DARCY RIBEIRO - Bloco
Bairro: ASA NORTE CEP: 70.904-130
UF: DF Municipio:  BRASILIA

Telefone:  (61)3329-4607 E-mail:  cepbrasilia@fiocruz.br

08



FUNDAGAO OSWALDO CRUZ ) Slataforma
(FIOCRUZ - BRASILIA ) wrasl

Continuagdo do Parecer: 5.868.118

Biologia Molecular e Parasitologia da Universidade Anhanguera-Uniderp, Campo Grande- MS, local
onde serdo processadas, armazenadas e posteriormente testadas pelos exames descritos nesse
projeto.

Todos os dados levantados ficardo em documento digital, protegido por senha e sob a
responsabilidade dos coordenadores da pesquisa, preservando assim o vazamento de dados, perda
ou troca de material. As amostras de soro e de DNA ficardo em biorrepositério, acondicionadas em
ultrafreezer por até 10 anos apds o término da pesquisa e publica¢cdo dos resultados. No entanto,
somente poderao ser utilizadas para outra pesquisa se houver nova aprovac¢ao do sistema
CEP/Conep para a nova pesquisa e com o consentimento do participante a cada novo estudo
(conforme orientacdo da Resolugdo CNS 441/11 e Portaria MS 2.201/11).

Os resultados dos testes diagndsticos realizados serdo assinados, mesmo que eletronicamente, por
profissional habilitado e deverdo ser entregues ao participante durante o seu retorno, agendado pela
equipe médica, a partir de 60 dias apds a coleta de sangue. Caso o retorno do participante ocorrer
em mais de 60 dias apds a coleta, os resultados serao repassados quando a consulta estiver
agendada.

Os resultados fardo parte do prontudrio médico das unidades de saude nas quais o participante é
atendido. No caso dos testes soroldgicos e/ou moleculares para o diagndstico da doenca de Chagas e
leishmanioses apresentarem resultados positivos, os participantes serdo orientados e encaminhados
para o tratamento clinico em centro de referéncia.

Beneficios:

Serd o primeiro inquérito sorolégico e molecular da doenca de Chagas e leishmanioses em pessoas
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gue vivem com o HIV (PV IV) no estado de Mato Grosso do Sul, para que assim haja identificacdo e
encaminhamento de novos casos de coinfecgao para acompanhamento e tratamento. A Tecnologia e
Inovacdo estdo representadas na aplicacdo e implementacdo de técnicas de diagndstico molecular
como a PCR e Nested PCR, sem a necessidade de técnicas laboriosas e demoradas como a
hemocultura e

xenodiagndstico no diagndstico da doenca de Chagas.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A originalidade e relevancia cientifica: este é o primeiro inquérito soroldgico e molecular da doenca
de Chagas e leishmanioses em pessoas que vivem com o HIV (PVHIV) no estado de Mato Grosso do
Sul, para que assim haja identificacdo e encaminhamento de novos casos coinfec¢do para
acompanhamento. A Tecnologia e Inovagdo estdo representadas na aplicagdao e implementagao de
técnicas de diagndstico molecular como a PCR e gPCR (PCR quantitativa), sem a necessidade de
técnicas laboriosas e demoradas como a hemocultura e xenodiagnéstico no diagnéstico da doenga
de Chagas, além de serem técnicas com elevada sensibilidade e especificidade que podem esclarecer
casos de rea¢do cruzada durante a realizagao das técnicas soroldgicas de diagndstico da DC e
leishmanioses.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
- Folha de rosto: Apresentado

- Termo de Compromisso do Pesquisador: APRESENTADO

- Curriculum Vitae: Apresentado

- Termo de Concordancia/Anuéncia Institucional: APRESENTADOS

- Cronograma da pesquisa: REAPRESENTADO

- Planilha de Orgamento: Apresentado

- TCLE: REAPRESENTADO

- Projeto Basico: REAPRESENTADO

- Critérios de Inclusdo e Exclusdo: Apresentado

- Riscos e Beneficios: REAPRESENTADO

Todas as pendéncias foram atendidas e os documentos de apresentac¢do obrigatdria foram

apresentados.
Péagina 06 de
Recomendacdes:
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O pesquisador assume o compromisso de garantir o sigilo que assegure o anonimato e a privacidade
dos participantes da pesquisa e a confidencialidade dos dados coletados. Os dados obtidos na
pesquisa deverdo ser utilizados exclusivamente para a finalidade prevista no seu protocolo. O
pesquisador devera encaminhar relatério parcial e final de acordo com o desenvolvimento do
projeto da pesquisa, conforme Resolucdo CNS/MS n° 466 de 2012 e da Resolucdo CNS n2 510, de 7

de abril de 2016.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequag0des:

Situagdo do Projeto: Aprovado com as recomendagdes do item anterior.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Investigador

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 17/01/2023 Aceito
do Projeto ROJETO_1951540.pdf 16:00:07
Outros Termo_compromisso_pesquisador_assi | 17/01/2023 | Glaucia Elisete Aceito

nado2023.pdf 15:57:21 |Barbosa Marcon
Outros Carta_resposta_CEP_BSB.pdf 17/01/2023 |Gl4ucia Elisete Aceito
15:55:46 | Barbosa Marcon
Outros AutorizacaoeResponsabilidade_CEDIP. 17/01/2023 | Glducia Elisete Aceito
pdf 15:54:37 | Barbosa Marcon
Outros Autorizacao_HospUnivers.pdf 17/01/2023 |Glaucia Elisete Aceito
15:53:20 [Barbosa Marcon
Outros Anuencia_LabUniderp_assinado.pdf 17/01/2023 |Glaucia Elisete Aceito
15:51:32 [ Barbosa Marcon
Outros Anuencia_Fiocruz_MS_assinado.pdf 17/01/2023 |Glaucia Elisete Aceito
15:51:04 |Barbosa Marcon
Outros Quest_Chagas_Leish_HIV.pdf 17/01/2023 |Glaucia Elisete Aceito
15:50:21 |Barbosa Marcon
Projeto Detalhado / |Projeto_HIV_Chagas_Leish_v_limpa.pdf| 17/01/2023 |Glaucia Elisete Aceito
Brochura 15:41:11 |Barbosa Marcon
Investigador
Projeto Detalhado / |Projeto_HIV_Chagas_Leish_destaque.p | 17/01/2023 |Glaucia Elisete Aceito
Brochura df 15:40:57 |Barbosa Marcon
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TCLE / Termos de TCLE_Chagas_Leish_HIV_modif.pdf 17/01/2023 |Glducia Elisete Aceito
Assentimento / 15:39:50 Barbosa Marcon
Justificativa de
Auséncia
Pagina 07 de
Folha de Rosto folhaDeRosto_Chagas_HIV_Leish.pdf 06/09/2022 |Glaucia Elisete Aceito
12:25:21 Barbosa Marcon

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N3do

BRASILIA, 30 de Janeiro de 2023

Assinado por:

BRUNO LEONARDO ALVES DE ANDRADE
(Coordenador(a))
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